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POVZETEK

Z moc¢no naraS¢ajoc¢o pojavnostjo putike se pojavlja vedno vecja potreba po razvoju novih
ucinkovin v terapiji te bolezni. Ker je le-ta posledica povisanih serumskih koncentracij se¢ne
kisline, je glavna terapevtska tar¢a ksantinska oksidaza — encim, ki hipoksantin in ksantin
pretvarja v secno kislino in tako predstavlja zadnjo stopnjo v metabolizmu purinov.
Alopurinol, u¢inkovit zaviralec ksantinske oksidaze, ki je v terapiji putike zdravilo prvega
izbora ze zadnjih 50 let, zaradi neidealnega toksikoloskega profila ni vedno primeren za vse
paciente. Kljub obseznemu iskanju novih zaviralcev sta bili od odkritja alopurinola
registrirani le dve novi uéinkovini, febuksostat in topiroksostat. Dodatno potrebo po
odkrivanju novih ucinkovin predstavljajo tudi odkritja vpletenosti se¢ne Kkisline v
kardiovaskularne in ledvi¢ne bolezni, kar bi lahko obsegalo nove terapevtske indikacije

zaviralcev ksantinske oksidaze.

V sklopu magistrske naloge smo na podlagi strukture topiroksostata nacrtovali in nato
sintetizirali serijo potencialnih zaviralcev ksantinske oksidaze. V strukturi topiroksostata
smo po principu zamenjave skeleta triazolni obro¢ zamenjali z 1,2,4-oksadiazolnim
obroc¢em. Tako smo dobili piridil-1,2,4-oksadiazolno ogrodje, na katerega smo pripenjali
razli¢ne substituente. Sintezo smo priceli iz dveh derivatov cianopiridina, ki smo ju s
hidroksilaminom pretvorili v ustrezna amidoksima. Ta smo nato sklopili z razli¢no
substituiranimi aromatskimi karboksilnimi kislinami in dobljene estre ciklizirali do
1,2,4-oksadiazolnega obroca. Z dodatnimi demetilacijami spojin, ki v svoji strukturi

vsebujejo metoksi skupino, smo nato $e razsirili obseg sintetiziranih spojin.

Sintetizirali smo 20 kon¢nih spojin, ki smo jih nato posredovali v biokemijsko analizo s
pomocjo goveje ksantinske oksidaze. lzkazalo se je, da je 1,2,4-oksadiazolni obro¢
neprimerna zamenjava za triazolni obro¢€, saj zamenjava vodi v popolno izgubo zaviralne
aktivnosti, kljub ohranitvi ostalih strukturnih elementov, ki pri topiroksostatu povzrocajo
zaviranje encima. Izmed testiranih spojin je sibko aktivna le spojina 15, katere aktivnost pa
verjetneje izvira iz podobnosti z nekaterimi flavonoidi namesto iz podobnosti S

topiroksostatom.

Kljuéne besede: zaviralci ksantinske oksidaze, putika, 1,2,4-oksadiazol, zamenjava skeleta
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ABSTRACT

Due to increasing prevalence of gout, there is a rising need to develop new active compounds
to treat this disease. Since gout is a consequence of elevated serum uric acid concentrations,
the main therapeutic target is xanthine oxidase — an enzyme that transforms hypoxanthine
and xanthine into uric acid and thus represents the last stage of purine metabolism.
Allopurinol, an effective xanthine oxidase inhibitor, has been a first-choice medicine in the
treatment of gout for the last 50 years. However, due to an imperfect toxicological profile, it
is not always suitable for all patients. Despite extensive research for new inhibitors, only two
new active compounds have been registered since the discovery of allopurinol — febuxostat
and topiroxostat. Discoveries that implicate uric acid in development of some cardiovascular
and kidney diseases could represent new therapeutic indications for xanthine oxidase

inhibitors and show additional need to develop new active inhibitors.

Within the scope of this Master’s thesis, we planned and synthesized a series of new potential
xanthine oxidase inhibitors, based on the structure of topiroxostat. We modified the structure
of topiroxostat by employing scaffold hopping methodology, namely the triazole ring was
replaced by a 1,2,4-oxadiazole ring. Thus, we obtained a central pyridyl-1,2,4-oxadiazole
scaffold onto which we appended different substituents. We started our synthesis from two
cyanopyridines, which were converted into respective amidoximes by using hydroxylamine.
The amidoximes were then coupled with various substituted aromatic carboxylic acids and
the resulting esters cyclized to 1,2,4-oxadiazole ring. Compounds incorporating methoxy

groups were additionally demethylated to increase the number of final compounds.

We synthesized 20 final compounds, which were biochemically evaluated on bovine
xanthine oxidase. The 1,2,4-oxadiazole ring did not prove to be a suitable scaffold
replacement for the triazole ring, since this modification led to a complete loss of inhibitory
activity, despite the fact that the other structural elements essential for the inhibitory activity
of topiroxostat were retained. Among the tested compounds, only compound 15 showed
weak inhibitory activity, which most likely originates from the structural similarity to certain

flavonoids and not from similarity to topiroxostat.

Keywords: xanthine oxidase inhibitors, gout, 1,2,4-oxadiazole, scaffold hopping
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SEZNAM OKRAJSAV

e AMP — adenozin monofosfat

e BBr3—borov tribromid

e brs - sirok singlet (broad singlet)

e d—dublet

e dd—dublet dubleta

e D - Debye

e DKM - diklorometan

e DMAP — dimetilaminopiridin

e DMF — dimetilformamid

e DNK - deoksiribonukleinska kislina

e EDCxHCI - 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid

e eq—ekvivalent

e GMP — gvanin monofosfat

e HOBt - hidroksibenzotriazol

e HPLC - tekocinska kromatografija visoke locljivosti (high performance liquid
chromatography)

¢ IR —infrardeca spektroskopija (infrared spectroscopy)

e kDa - kilodalton

e MNU — mononatrijev urat

e MS — masna spektrometrija (mass spectrometry)

e NMR — jedrska magnetna resonanca (nuclear magnetic resonance)

e RNK - ribonukleinska kislina

e s-—singlet

e THF —tetrahidrofuran

e TLC —tankoplastna kromatografija (thin layer chromatography)

o t-triplet

e 1 —retencijski Cas

e XDH — ksantinska dehidrogenaza (xanthine dehydrogenase)

e XO - ksantinska oksidaza (xanthine oxidase)
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1 UVvOD

1.1 RAZGRADNJA PURINOV

Purin je eden izmed najbolj razsirjenih heterociklov v naravi. V nesubstituirani obliki se
sicer ne pojavlja, je pa pomemben strukturni element mnogih bioloskih molekul, ki jim s
skupnim imenom re¢emo »purini«. V obliki nukleotidov adenozin monofostata (AMP) in
gvanozin monofosfata (GMP) oz. dusikovih baz adenina in gvanina predstavlja dva osnovna
gradnika DNK in RNK. Nukleotidi sodelujejo tudi pri energetskem metabolizmu, saj so
strukturni deli nekaterih koencimov in sekundarnih prenasalcev ter delujejo kot nosilci

aktiviranih intermediatov pri sintezi drugih spojin (1,2).

Zaradi njihove heterogene vloge je pomembno, da je koncentracija purinskih nukleotidov
uravnotezena, kar celice dosegajo z njihovo sintezo (ali po »de novo« sintezni poti iz
osnovnih gradnikov ali pa s ponovno uporabo Ze obstoje¢ih purinov) in razgradnjo.
Razgradnja s prehrano vnesenih nukleinskih kislin se za¢ne v tankem ¢revesju, Kjer nukleaze
in fosfodiesteraze DNK in RNK razkosajo na mononukleotide, ki nato vstopajo v celice
¢revesne mukoze. Tam poteCe zaporedje ve¢ih encimskih reakcij (Slika 1), s pomocjo
katerih se AMP in GMP metabolizirata do konénega produkta — se¢ne kisline, ki telo zapusti
skozi ledvice. Ne enak nacin se razgradijo tudi v telesu sintetizirani purinski nukleotidi, le

da se razgradnja vec¢inoma dogaja v jetrih (2-4).

purinska 0
adenozin nukleozidna
5'-nukleotidaza deaminaza . fosforilaza HN N
AMP —— » Adenozin ———— » Inozin —— |\ | \>
X N
N §H

purinska Hipoksantin

(6]
snukdeotid nukleozidna N
"-nukleotidaza . : N
GMP ——— = Gvanozin M P \>

HNT N7 N

Gvanin
0 gvanin
H deaminaza
HN N HN N
A M= A ALY
(6) N N fe) N N
H H H H

ksantinska
Secna kislina Ksantin

ksantinska
oksidoreduktaza

oksidoreduktaza

Slika 1: Razgradnja AMP in GMP do se¢ne kisline



V prvi stopnji se z nukleotidov odstranijo fosfatne skupine, da dobimo nukleozida adenozin
in gvanozin. Purinska nukleozidna fosforilaza nato odstrani ribozo, pri ¢emer iz inozina
nastane hipoksantin in iz gvanozina gvanin. Sledi $¢ deaminacija gvanina v ksantin. Zadnji
korak razgradnje katalizira ksantinska oksidoreduktaza, ki hipoksantin in ksantin oksidira

do kon¢nega produkta — se¢ne kisline (3).

Pri vecini sesalcev se se¢na Kislina metabolizira z encimom urikazo v alantoin, medtem ko
pri ljudeh predstavlja kon¢ni produkt, ki se nato ve¢inoma izlo¢a skozi ledvica. Evolucijsko
lahko izgubo gena za urikazo pri ljudeh razlagamo kot prednost, saj secna kislina v nasem
telesu deluje kot mocan antioksidant. Je pomemben lovilec radikalov v plazmi, vendar za
svoje delovanje nujno potrebuje prisotnost askorbinske kisline, kar vodi v izgubo
antioksidativne aktivnosti v lipidnem okolju, kjer je hidrofilna askorbinska kislina prisotna
v manj$i meri. Poleg svoje za$¢itne vloge pa lahko se¢na kislina paradoksalno deluje tudi
kot pro-oksidant in Skodni dejavnik. Kroni¢no povisane koncentracije se¢ne kisline lahko
povezemo z dolo¢enimi boleznimi, ki jih bomo obravnavali v kasnej$ih poglavjih tega uvoda

(4,5).
1.2 KSANTINSKA OKSIDAZA

Ksantinska oksidaza je kompleksen molibdoflavoencim, ki v ¢loveskem telesu predstavlja
zadnji korak v razgradnji purinskih nukleotidov. Zaradi relativno enostavnega pridobivanja
iz kravjega mleka jo lahko v Cisti obliki preu¢ujemo ze zadnjih 60 let, kar nam omogoca
dokaj podrobno poznavanje strukture in delovanja. Aktivnost ksantinske oksidaze so zaznali
v vseh preucevanih vrstah, vklju¢no z bakterijami. V ¢loveskem telesu se nahaja predvsem
v jetrih in tankem cCrevesju, medtem ko ostala tkiva izkazujejo majhno, vendar $e vedno

prisotno aktivnost (6).

Ksantinska oksidaza predstavlja eno izmed dveh oblik encimskega sistema ksantinske
oksidoreduktaze, kjer drugo obliko predstavlja ksantinska dehidrogenaza. Obe obliki
izhajata iz istega genetskega zapisa in katalizirata isto reakcijo — oksidativno hidroksilacijo
obro¢nega ogljikovega atoma hipoksantina in ksantina (Slika 2). Razlika med njima je v
akceptorju elektronov, saj pri ksantinski oksidazi pride do redukcije kisika, pri ksantinski
dehidrogenazi pa se kot akceptor elektronov preferira koencim NAD+, vendar se lahko ob
pomanjkanju NAD+ reducira tudi kisik. V primeru redukcije kisika nastajajo vodikov
peroksid in superoksidni radikali, ki lahko vodijo v oksidativne poskodbe. Pri obeh oblikah
se kot vir kisika, iz katere nastane hidroksilna skupina, porablja voda (6,7).
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NADH

OH OH NADH OH
NAD+ NAD+ N
z N XDH NZ N N7
Uy >~ > —u —on
N N
N E 0, HO N H 0, HO N H
Hipoksantin O,” + H0, Ksantin 0;" + H,0, Seéna kislina

Slika 2: Reakeciji, ki ju katalizirata obe obliki ksantinske oksidoreduktaze: ksantinska
dehidrogenaza (XDH) in ksantinska oksidaza (XO) (8)

1.2.1 Struktura in mehanizem delovanja ksantinske oksidoreduktaze

Encim je sestavljen iz dveh identi¢nih, priblizno 145 kDa velikih podenot. Skupno je
ksantinska oksidaza sestavljena iz 1330 aminokislin, njena sekvenca pa izkazuje mo¢no
homologijo med razlinimi zivalskimi vrstami. Vsaka izmed podenot je Kkataliticno
neodvisna in vsebuje 3 domene: C-terminalno domeno, ki vsebuje molibdopterinski kofaktor
(85 kDa), N-terminalno domeno, ki vsebuje dva Fe/S centra (20 kDa) in vmesno domeno s
flavin adenin dinukleotidom (FAD) (40 kDa). Protein se zvije tako, da vse 4 redoks centre

poravna v skoraj ravno ¢rto, kar je pomembno za mehanizem delovanja encima (6,7,9).

Ksantinska oksidoreduktaza se sintetizira v obliki ksantinske dehidrogenaze, v obliko
ksantinske oksidaze pa prehaja bodisi reverzibilno s tvorbo disulfidnih mostov z oksidacijo
cisteinov v cistine bodisi ireverzibilno s proteoliticno cepitvijo 3 domen na 3 fragmente.
Kljub cepitvi ostanejo fragmenti tesno povezani, kar encimu ohranja aktivnost. Ob
modifikaciji proteina pride do konformacijskih sprememb, predvsem okoli flavina, kar vodi
V izgubo mesta za vezavo NAD in posledi¢no spremembe akceptorja elektronov iz NAD v
Kisik (7,8).

V osnovnem stanju se molibden v aktivnem mestu nahaja v oksidacijskem stanju +6,
obkrozen z okso ligandom (=0), hidrokso ligandom (-OH) in sulfido ligandom (=S), vezan
na piranopterinski kofaktor. Na sliki 3 prikazano katalizo sprozi glutamatna stranska veriga,
ki s hidrokso liganda odcepi proton. Prosti elektronski par kisika nato nukleofilno napade
elektrofilni ogljik v substratu, hkrati pa pride do prenosa hidridnega iona iz substrata na
sulfidni ligand s hkratno redukcijo molidbena iz stanja +6 v +4. Sledi prenos elektronov z
molibdena preko obeh Fe/S centrov do flavina s hkratnim odcepom substrata, ki s seboj
vzame hidroksilno skupino. Hidrokso ligand na molibdenu pa nadomesti hidroksid iz vode,
kar aktivno mesto vrne v prvotno stanje. Elektroni, ki potujejo do flavina, le-tega reducirajo
v FADH: obliko, ta pa elektrone odda bodisi na NAD+ v primeru ksantinske dehidrogenaze,

bodisi na kisik v primeru ksantinske oksidaze (7,10).
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Slika 3: A: Shema mehanizma oksidacije ksantina, B: Piranopterinski kofaktor (10)

1.3 S KSANTINSKO OKSIDOREDUKTAZO POVEZANA
PATOFIZIOLOGIJA

V normalnem fizioloSkem delovanju cloveskega telesa ksantinska oksidoreduktaza
predstavlja pomemben ¢len metabolne poti purinov. V redkih primerih pride zaradi genskih
mutacij ali pomanjkanja molibdenskega kofaktorja do znizane aktivnosti ksantinske
dehidrogenaze, kar lahko vodi v ledvi¢ne tezave in nevroloske motnje (11). Pogosteje pa
tezave izvirajo iz prekomerne aktivnosti encima in posledi¢nega kopic¢enja se¢ne kisline in

reaktivnih kisikovih zvrsti.
1.3.1 Putika oz. protin

Normalne koncentracije secne kisline se gibajo med 3,5 - 7,2 mg/dL pri moskih in
postmenopavzalnih Zenskah ter med 2,6 - 6,0 mg/dL v predmenopavzalnih Zenskah. Se¢na
kislina je Sibka kislina, ki se pri fizioloSkem pH nahaja v obliki iona urata. Zaradi visoke
koncentracije natrija v zunajcelicnem prostoru je vecina seCne kisline v obliki
mononatrijevega urata, ki paima dokaj nizko vodotopnost 6,8 mg/dL. Ce je ta topnost zaradi
razlicnih dejavnikov presezena, lahko pride do kristalizacije in nalaganja kristalov
mononatrijevega urata (MNU) v sklepih, ledvicah in drugih tkivih. Povisano serumsko
koncentracijo secne kisline imenujemo hiperurikemija, njena posledica pa je bolezen putika

0z. protin (12).

Nalaganje kristalov MNU v sklepu sprozi aktivacijo imunskega sistema. Makrofagi v

sklepnem prostoru fagocitirajo kristale, ki znotraj celice prek vecih poti vodijo v encimsko
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aktivacijo neaktivnega pro-interlevkina IL-1p do biolosko aktivnega IL-1pB, ki se nato
sprosca iz celice, kjer deluje kot vnetni mediator. Posledi¢no spros¢anje drugih vnetnih
dejavnikov in priliv nevtrofilcev vodi v dodatno fagocitozo kristalov in potenciranje vnetne
reakcije, ki se kaze kot otecen, pordel, bole¢ in vro¢ sklep. Kroni¢no ponavljanje tega
procesa vodi v ireverzibilno poskodbo sklepa, kar pacient obcuti kot kroni¢no bole¢ino in
nezmoznost uporabe sklepa zaradi hudih deformacij. S¢asoma lahko v subkutanem prostoru
okoli sklepov pride tudi do nastanka tofov - skupkov kristalov MNU, obkrozenih z vnetnimi
celicami v matriksu lipidov, proteinov in mukopolisaharidov. V teh se lokalno aktivirajo
osteoklasti, ki s svojimi encimi povzrocajo erozijo kosti in hrustanca, ter s tem dodatne
poskodbe sklepa. V vecini primerov je prvi prizadet sklep palca na nogi, sledijo pa mu

gleznji, kolena in prsti (13,14).

Putika je najbolj pogosta oblika vnetnega artritisa na svetu, ki Se posebej prizadene moske
nad 40 leti. Prevalenca v drzavah razvitega sveta v zadnjih desetletjih kaze mocan trend
navzgor, kar lahko pripisujemo predvsem spremembi povpre¢nega zivljenjskega sloga,
spremembi prehrane in sploSnemu staranju prebivalstva. Tveganje za razvoj putike mo¢no

raste s starostjo, pri zenskah pa se tveganje dodatno ostro poveca po menopavzi (15).

Do dviga koncentracij se¢ne kisline 0z. hiperurikemije v vecini primerov pride zaradi
zmanjSanega izlo¢anja seCne Kkisline. Priblizno ena tretjina se je izlo¢i skozi
gastrointestinalni trakt, preostanek pa telo zapusti z urinom. V ledvicah se urat prosto filtrira
skozi glomerul, kon¢no koncentracijo se¢ne kisline v urinu pa dolo¢ajo za se¢no kislino
specifi¢ni tubularni prenasalci. Mutacije v genih za te prenasalce, ledvi¢ne bolezni in
staranje pacienta lahko vodijo v zmanjSano sposobnost ledvic za izloCanje se¢ne kisline in

posledi¢no povisanje serumskih koncentracij (4,15).

Poleg genetskih dejavnikov na razvoj putike moc¢no vplivajo Se drugi dejavniki. Prehrana,
bogata s purini, poveca koli¢ino substratov, ki jih ksantinska oksidoreduktaza pretvori v
secno kislino. Fruktoza, predvsem v povezavi s hrano, sladkano s fruktoznim sirupom, zaradi
svojega metabolizma vodi v izCrpavanje zalog ATP (adenozin trifostat), nastali ADP
(adenozin difosfat) pa se metabolizira do se¢ne kisline. Povecan vnos alkohola visa
koncentracijo laktata v krvi, ta pa nato zavira izlocanje urata skozi ledvica. Na koncentracijo
secne kisline vplivajo tudi doloCena zdravila, med katerimi najvecji vpliv na poviSanje
koncentracije izkazujejo diuretiki. Pogosto se kot dejavnik tveganja pojavlja tudi metabolni

sindrom. Incidenca putike je pri osebah z visokim indeksom telesne mase nekajkrat vecja



kot pri osebah z normalnih indeksom telesne mase, prav tako imajo pacienti s hipertenzijo

dvakrat visje tveganje za razvoj putike (12,14-16).

Terapija putike pri akutnih napadih obsega protivnetno terapijo z nesteroidnimi
antirevmatiki ali kortikosteroidi, v novejsi terapiji pa bi se lahko uporabljale tudi u¢inkovine
z zaviralnim delovanjem na interlevkin-1. Smernice priporocajo tudi uporabo kolhicina, ki
z vezavo na tubulin zavira polimerizacijo mikrotubulov in s tem pomaga pri zaviranju
vhetnega odziva. V terapiji kroni¢nega povisanja serumske koncentracije se¢ne kisline pa je
za paciente pomembna sprememba prehrane in znizanje vnosa alkohola s hkratnim
zdravljenjem z zdravili, ki nizajo serumsko koncentracijo sec¢ne kisline. Te bomo
obravnavali v poglavjih 1.4 in 1.5. Znizanje koncentracije se¢ne kisline pod 6,0 mg/mL

povzro¢i ponovno raztapljanje kristalov MNU in ublazitev simptomov (16-18).
1.3.2 Kardiovaskularne bolezni

Dolgo je veljalo prepricanje, da hiperurikemija ne predstavlja neodvisnega dejavnika
tveganja za razvoj kardiovaskularnih bolezni. Povisane serumske koncentracije secne kisline
naj bi bile le posledica znizane glomerulne filtracije, uporabe diuretikov, ledvi¢ne
vazokonstrikcije, oksidativnega stresa in drugih dejavnikov, ki so obicajno prisotni pri
bolnikih s kardiovaskularnimi boleznimi. Pogosto se te pojavljajo z drugimi stanji, predvsem
v obliki metabolnega sindroma, hiperurikemija pa naj bi tu predstavljala posledico in ne

vzroka tezav (19).

Novejsi podatki pa kazejo, da je secna kislina moc¢no vpletena v patogenezo
kardiovaskularnih bolezni. Najbolje raziskana povezava obstaja med hiperurikemijo in
hipertenzijo. Stevilne raziskave kaZejo, da hiperurikemija povisuje relativno tveganje za
razvoj hipertenzije, neodvisno od ostalih dejavnikov tveganja. Povisanje koncentracije se¢ne
kisline za 1 mg/dL predstavlja 13% povecanje tveganja za razvoj hipertenzije. Ta povezava
je najbolj izrazena v mladih z zgodnje izraZeno hipertenzijo. ZniZanje serumske
koncentracije secne kisline z zaviralci ksantinske oksidaze pod 5,0 mg/dL pri teh bolnikih v

vecini primerov normalizira krvni tlak (19-22).

Mehanizmi interakcije med hiperurikemijo in hipertenzijo Se niso povsem znani. Znano je,
da do poviSanja tveganja za razvoj hipertenzije pride tudi pri nivojih se¢ne kisline pod
koncentracijo nasiCenja, torej v patogenezi niso nujno vpleteni kristali MNU. Mozni
mehanizmi vkljucujejo s secno kislino povezano aktivacijo sistema renin — angiotenzin in

zaviranje NO sintaze. Posledi¢cna zmanj$ana razpolozljivost vazodilatornega dusikovega
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oksida lahko razlozi hipertenzivno delovanje secne kisline. Se¢na kislina izkazuje tudi vpliv
na gladke miSice v zilah, kjer stimulira njihovo proliferacijo, hkrati pa spodbuja izlo¢anje

vnetnih dejavnikov, ki lahko vodijo v razvoj endotelne disfunkcije (23,24).

Vloga secne kisline se poleg hipertenzije pojavlja tudi pri ostalih komponentah metabolnega
sindroma. Epidemioloske Studije kazejo, da se prevalenca metabolnega sindroma moc¢no
zviSuje z narascajo¢imi serumskimi koncentracijami sec¢ne kisline. Tudi tu ima vlogo
upocasnjeno nastajanje duSikovega oksida (zmanjSan pretok krvi mimo miSic vodi v
zmanjSan privzem glukoze v miSice), hkrati pa se¢na kislina povzro¢a vnetne in oksidativne
spremembe v adipocitih, za katere je znano, da imajo moc¢no vlogo v patogenezi inzulinske
rezistence. Povisane koncentracije inzulina spodbujajo tubularno reabsorpcijo se¢ne kisline,

kar vodi v zaCaran krog poslabsevanja bolezenskega stanja (19,23,25).

Sec¢na kislina torej ne predstavlja le koncnega elementa razgradnje purinov, ampak je njena
vloga heterogena. Je pomemben antioksidativni element plazme, saj lahko reagira s
superoksidnim anionon, vodikovim peroksidom, hidroksilnim radikalom in Se posebej s
peroksinitritom. Njena vloga pa se drasti¢éno spremeni znotraj celice, kjer prek razliénih
mehanizmov vodi v endotelno disfunkcijo in tako predstavlja pomemben faktor tveganja za
razvoj metabolnega sindroma, kardiovaskularnih bolezni in ledvi¢nih bolezni. Kim in
sodelavci so v meta-analizi 400.000 bolnikov za vsak porast serumske koncentracije se¢ne
kisline za 1 mg/dL napovedali 12% relativno povecanje tveganja za smrt v povezavi s
koronarno sréno boleznijo. loachimescu in sodelavci pa so za vsak dvig za 1 mg/dL pokazali
kar 39% relativno povecanje tveganja za smrt, neodvisno od ostalih dejavnikov tveganja
(26-28).

Ksantinska oksidoreduktaza pri teh stanjih nima le posredne vloge izvora se¢ne kisline,
ampak je v patogenezo lahko vpletena neposredno. Znano je, da v primeru ishemije pride do
povecane pretvorbe ksantinske dehidrogenaze v ksantinsko oksidazo. Prav tako do te
pretvorbe pride v primeru vstopa ksantinske dehidrogenaze v cirkulacijo, kjer jo v oksidazno
obliko pretvorijo serumske proteaze. Tam se lahko veze na povrsino zilnih endotelnih celic
in z generacijo radikalov vodi do oksidativnih poskodb. S ksantinsko oksidazo generirani
superoksidni radikali hitro reagirajo z dusSikovim oksidom, pri ¢emer nastane mocan
oksidant peroksinitrit, ki nemudoma reagira z bliznjimi molekulami. Nastali superoksidni
radikal se lahko ob prisotnosti zeleza prek Haber-Weissove reakcije pretvori tudi do zelo

reaktivnega hidroksilnega radikala. Izguba za ozilje pozitivnih u¢inkov dusikovega oksida



in oksidativne poskodbe DNA in lipidov so temeljni dejavniki razvoja ateroskleroze in

posledi¢no drugih kardiovaskularnih bolezni (6,29,30).
1.4 TERAPIJA HIPERURIKEMIJE

Evropske smernice priporocajo spust serumske koncentracije se¢ne kisline pod 6,0 mg/dL
0z. pod 5,0 mg/dL v huj$ih primerih putike. Prvi korak so nefarmakoloski ukrepi, ki v prvi
vrsti obsegajo spremembo prehrane. Priporo¢en je zmanjSan vnos S purini bogate hrane
(meso, morska hrana in dolo¢ena zelenjava) in povecan vnos sadja in vrst zelenjave, ki
vsebujejo malo purinov. Pomemben je tudi zadosten vnos vode, znizan vnos alkohola
(predvsem piva, ki poleg etanola vsebuje tudi purine, ki izvirajo iz fermentacijskega

postopka), predvsem pa znizan vnos sladkorja, e posebej fruktoze (17,31).

V primeru, da ti ukrepi ne dosegajo zadostnih rezultatov, se uporabi farmakoloska terapija.
V grobem zdravila proti hiperurikemiji delimo na dve skupini: zdravila, ki pospesujejo
izloCanje secne kisline — urikozuriki in zdravila, ki preprecujejo nastajanje secne kisline —
urikostatiki. Slednja skupina zajema zaviralce ksantinske oksidaze, o katerih bo veé

povedano v poglavju 1.5 (17).

Urikozuriki predstavljajo zdravila drugega izbora v primeru slabega prenaSanja zaviralca
ksantinske oksidaze alopurinola ali pa ¢e z njim samim ne dosegamo dovolj nizkih
serumskih koncentracij se¢ne kisline. Uporabljajo se lahko samostojno ali pa v kombinaciji
z zaviralci ksantinske oksidaze. V skupino urikozurikov uvr$¢amo sulfinpirazon,
benzbromaron, probenecid in nedavno registrirani lesinurad (Slika 4). Njihova dostopnost je
odvisna od regulatornih organov posameznih drzav. Sulfinpirazon so s trzi§¢a umaknili
zaradi supresije kostnega mozga, podobne ucinke izkazuje tudi benzbromaron, ki je v redkih
primerih lahko tudi hepatotoksi¢en, vendar v dolo¢enih drzavah vseeno ostaja v omejeni

uporabi. V Sloveniji je trenutno dostopen le probenecid, na trzis¢u pa bo kmalu tudi
lesinurad, ki je dovoljenje za promet v Evropi dobil v letu 2016 (32,33).
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Slika 4: A: Sulfinpirazon, B: Probenecid, C: Benzbromaron, D: Lesinurad

Vse nastete u¢inkovine delujejo na podoben nacin, in sicer prek zaviranja prenasalca
URAT-1, ki je v proksimalnih tubulih najpomembne;jsi regulator reabsorpcije seéne kisline
iz primarnega urina nazaj v kri. URAT-1 deluje kot urat/anion prenasalec in omogoca
reabsorpcijo urata v zameno za kloridne in nekatere druge organske anione. Njegovo
zaviranje torej zmanjsa delez reabsorbirane se¢ne kisline, kar privede do znizanja serumskih

koncentracij se¢ne kisline (32,34).

Posebno skupino zdravil bioloskih predstavljajo $e rekombinante oblike urikaze, encima, ki
smo ga ljudje izgubili tekom evolucije. Metabolizira pretvorbo se¢ne kisline v alantoin, ki
se zelo dobro izloca skozi ledvice. V uporabi je pegilirana oblika urikaze — peglotikaza, ki

pa se uporablja le v najhujSih primerih putike, ko tar¢nih serumskih koncentracij secne

ey

(31,35).
1.5 ZAVIRALCI KSANTINSKE OKSIDAZE

1.5.1 Alopurinol

Alopurinol so prvi€ sintetizirali v iskanju novih protirakavih u¢inkovin. Prvi¢ je bil pod
drobnogledom, ko so raziskovalci identificirali tiourno kislino kot enega izmed metabolitov
6-merkaptopurina, ki je prestavljal eno izmed pomembnejsih protirakavih uéinkovin.
Predpostavka, da bo zaviranje ksantinske oksidaze vodilo v vi§jo ucinkovitost

6-merkaptopurina, se je izkazala za pravilno, hkrati pa se je pokazal potencial za kontrolo



koncentracije serumske secne kisline. To je vodilo v registracijo alopurinola kot zdravila za
hiperurikemijo z odobritvijo FDA leta 1966 (36).

Alopurinol $e danes zaradi svoje dostopnosti, uc¢inkovitosti in cene, predstavlja zdravilo
prvega izbora v zdravljenju kroni¢ne hiperurikemije. Indikacije poleg putike obsegajo Se
sekundarne hiperurikemije, do katerih pride zaradi patoloske razgradnje purinov med
obsevanjem ali zdravljenjem s citostatiki. Kljub uspehu alopurinola ima ta tudi nekatere
negativne strani. Zaradi strukturne sorodnosti z endogenimi purini lahko alopurinol vpliva
tudi na sintezo drugih purinov, s ¢imer lahko razlagamo pojav neZelenih uc¢inkov. Pogosto
se kot nezeleni ucinki pojavljajo gastrointestinalne tezave in kozni izpuscaji, v redkejsih
primerih pa lahko pride do zivljenja ogrozajoce preobcutljivostne reakcije, ki zahteva
takoj$nje prenehanje zdravljenja. Do take reakcije lahko pride tudi po ve¢ mesecih ali celo
letih zdravljenja in se obi¢ajno pojavlja pri pacientih z zmanjsano ledvi¢no funkcijo. Zaradi
prisotnosti teh nezelenih u¢inkov se pri asimptomatskih hiperurikemijah odsvetuje uporabo
alopurinola (8,36,37).

Alopurinol se v telesu, predvsem pa v jetrih, s ksantinsko oksidazo pretvori v aktivni
metabolit oksipurinol. Alopurinol ima tako dokaj kratek razpolovni ¢as 2 do 3 ur, oksipurinol
pa lahko zaradi svoje podobnosti secni Kkislini izkoris¢a enake mehanizme ledvi¢ne
reabsorpcije, kar njegov razpolovni ¢as podalj$a na 16-30 ur. Oksipurinol v aktivnem mestu
encima tvori stabilno kovalentno vez z reduciranim molibdenom v stanju +4, kjer zamenja
obi¢ajno prisoten hidrokso ligand. Hkrati tvori vodikove vezi z glutamatom 802, argininom
880 in glutamatom 1261 (Slika 5). Delovanje oksipurinola kljub tvorbi kovalentne vezi ni
ireverzibilno, saj se vez ob oksidaciji molidbena nazaj v osnovno stanje +6 s¢asoma cepi
(8,38).
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Slika 5: A: Alopurinol, B: Oksipurinol, C: Mehanizem vezave oksipurinola v aktivno
mesto encima (38)

1.5.2 Febuksostat

Po ve¢ kot 40 letih uporabe alopurinola kot edinega terapevtika v skupini zaviralcev
ksantinske oksidaze je leta 2008 registrirani febuksostat (Slika 6) na trg prvi¢ vnesel
alternativno uéinkovino alopurinolu. Za razliko od alopurinola izkazuje zaviralno aktivnost
selektivno na oksidirani in reducirani obliki encima. V aktivnem mestu preprecuje dostop

endogenim substratom encima, ne da bi prihajalo do vezave na molibdenski kofaktor (39).

HO

Slika 6: Febuksostat

V nasprotju z alopurinolom febuksostat ne izkazuje vpliva na druge encime v sintezi
purinov, kar botruje ugodnejSemu varnostnemu profilu. V splosnem je febuksostat dobro
toleriran, do nezelenih ucéinkov, kot so slabost, glavoboli in driska, pride le pri 1-2 %
pacientov. Dodatno prednost predstavlja dejstvo, da ledviéna funkcija na plazemske
koncentracije u¢inkovine nima vpliva, torej pri pacientih z okvarjeno ledvi¢no funkcijo ni
potrebe po prilagajanju odmerka. Kljub naStetim prednostim pa zaradi stroSkovne
ucinkovitosti alopurinol $e vedno ostaja zdravilo prvega izbora. Smernice uporabo

febuksostata priporocajo le v primerih, ko pacient alopurinola ne tolerira, z njim samim ne
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dosegamo dovolj nizkih serumskih koncentracij secne kisline ali pa je pacientova ledvi¢na

funkcija huje okvarjena (31,35,39).
1.5.3 Topiroksostat

Topiroksostat je trenutno najnovejsi predstavnik zaviralcev ksantinske oksidaze. Leta 2013
na Japonskem registrirana uéinkovina, je hkrati strukturni in mehanisti¢ni zaviralec. V
primerjavi z alopurinolom izkazuje pri predpisanih odmerkih podobno ucinkovitost in
pojavljanje neZelenih ucinkov. Za razliko od alopurinola je topiroksostat varnejsi pri
pacientih z zmanjSano ledvi¢no funkcijo. Iz alopurinola nastali oksipurinol se lahko nalaga
v ledvice in tam povzro¢a nezelene u¢inke. Enak uc¢inek pri topiroksostatu ni pricakovan, saj

se nastali 2-hidrokso-topiroksostat ne akumulira in ne izlo¢a skozi ledvice (40,41).
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Slika 7: Mehanizem zaviralnega delovanja topiroksostata (42)

Na sliki 7 prikazan mehanizem delovanja izkazuje podobnost oksidaciji endogenih
substratov. Za razliko od oksidacije ksantina in hipoksantina je prileganje topiroksostata v
aktivno mesto zelo tesno, kar onemogoca dostop vode, ki je obicajno odgovorna za odcepitev
substrata in posledi¢no regeneracijo encima. Kompleks topiroksostata in ksantinske

oksidaze je zato zelo stabilen, z dolgim razpolovnim ¢asom 20,4 ur (40,42).
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1.6 ZAMENJAVA SKELETA OZ. »SCAFFOLD HOPPING«

Zamenjava skeleta (oz. anglesko »scaffold hopping«) je farmacevtsko kemijski pristop
odkrivanja novih farmacevtskih u¢inkovin. Gre za modifikacijo osrednje kemijske strukture
ze obstojeCe ucinkovine ali spojine vodnice z namenom pridobivanja novih strukturno
razli¢nih spojin z delovanjem na isto tarCo. Pristop deluje na predpostavki, da lahko z
ohranitvijo bistvenih strukturnih elementov ohranimo bioloSko aktivnost kljub razli¢ni
strukturi molekule. Razlogi za uporabo zamenjave skeleta so lahko razli¢ni. Lahko gre za
iskanje uc¢inkovin z moc¢nej$im delovanjem na isto tarco, bolj ugodnimi farmakokinetskimi
in toksikoloskimi lastnostmi ali pa za »me too« princip, kjer farmacevtske druzbe
uporabljajo uc¢inkovine konkurenénih druzb, da lahko tudi same prodrejo na trg za doloceno

bolezen (43).

Z razvojem novih metod odkrivanja spojin vodnic, predvsem reSetanja visoke zmogljivosti,
lahko nove aktivne spojine odkrivamo relativno lahko. Spojine v teh knjiznicah so lahko
pogosto farmakokinetsko neugodne, zato predstavljajo idealno osnovo za strukturne
modifikacije. Pristope zamenjav skeleta lahko v grobem delimo na S$tiri kategorije:
zamenjava heterociklov, odpiranje in zapiranje obro¢ev, nacrtovanje psevdopeptidov ter
peptidomimetikov in topoloska oz. na obliki zasnovana zamenjava skeleta. Ucinki
strukturnih modifikacij so heterogeni in lahko med drugim obsegajo: i) zamenjavo
lipofilnega skeleta za bolj hidrofilnega, kar izboljSuje topnost spojine, ii) odpravljanje
metaboli¢no labilnih mest v strukturi z namenom podaljSevanja razpolovnega casa
ucinkovine in ii1) zamenjava fleksibilnega skeleta za bolj rigidnega, kar lahko vodi v ob¢utno

mocnejSo vezavo v aktivno mesto (43-45).

Na sliki 8 je viden eden izmed zgodnej$ih primerov zamenjave skeleta. Morfin, ena izmed
najstarejs$ih poznanih uc¢inkovin, je zelo mocan analgetik, ki pa ima zaradi zasvojljive narave
omejeno uporabo v medicini. Povzroc¢a tudi druge neZelene ucinke, kot so slabost, bruhanje
in zaviranje dihanja. Struktura morfina je zelo rigidna, v obliki ¢rke »T«. S cepitvijo Sestih
vezi in posledi¢nim odprtjem treh obroc¢ev, dobimo bolj fleksibilno strukturo, ki ima v telesu
znizano aktivnost in povzroda manj neZelenih ué¢inkov. Ceprav se 2D strukturi spojin
razlikujeta, se v 3D prostoru ob superpoziciji prekrivajo vsi bistveni strukturni elementi —
terciarna aminska skupina, aromatski obro¢ in hidroksilna skupina (metilni ester se pri
tramadolu cepi v jetrih). Tramadol tako deluje na iste receptorje kot morfin, hkrati pa ima
boljsi toksikoloski profil (44).
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2 NAMEN DELA

V sklopu magistrske naloge bomo nacrtovali in sintetizirali nove spojine s potencialnim
zaviralnim delovanjem na ksantinsko oksidazo. Izhajali bomo Ze iz obstojece u¢inkovine
topiroksostata, ki je v skupini zaviralcev ksantinske oksidaze najnovejSa registrirana
ucinkovina. Strukturo topiroksostata bomo v zelji, da ohranimo delovanje v istem vezavnem
mestu, spreminjali le v manj$i meri. Pri vseh kon¢nih spojinah bomo osrednji triazolni
heterocikli¢ni obro¢ zamenjali z 1,2,4-oksadiazolom. Obdrzali bomo $e piridilni obroc,
vezan na mesto 3 oksadiazola. Na dobljeno piridil-1,2,4-oksadiazolno ogrodje bomo nato
pripenjali razli¢ne substituente in tako preverjali vpliv razli¢nih skupin na jakost vezave v

aktivno mesto encima (Slika 9).

CN R
N-NH NO =y
| / — / Y/ \ —
| AN N Ri | N NF@X Ra
N~ N~ Rs
R1= H, O-Me X=C. N
R,=OH, O-Me,CN  y=C N
R3= OH, O-Me

R4=H, CN, NO,, OH

Slika 9: Strukturne spremembe topiroksostata do na¢rtovanih spojin

Izhajali bomo iz dveh komercialno dostopnih izhodnih spojin — 4-cianopiridina in 2-metoksi-
4-cianopiridina in iz njiju po principu divergentne sinteze sintetizirali dve seriji vecih
kon¢nih spojin. V prvem koraku bomo iz obeh izhodnih spojin s hidroksilaminom tvorili
amidoksim. Sledila bo dvostopenjska tvorba oksadiazolnega obroc¢a. V prvi stopnji bomo na
amidoksim s pomo¢jo sklopitvenih reagentov EDC in HOBL pripeli eno izmed substituiranih
aromatskih karboksilnih Kislin 0z. bomo za esterifikacijo uporabili kislinski klorid. V drugi
stopnji bomo brez vmesne izolacije z dodatkom kalijevega fluorida sprozili dehidracijo in
posledi¢no zaprtje obroca. S tem bomo ze dobili nekatere kon¢ne spojine, na drugih pa bomo
odstranili se metilne skupine, kar bomo dosegli bodisi z borovim tribromidom bodisi z

uporabo raztopine bromovodikove kisline v ocetni Kislini (Slika 10 in Slika 11).

Sintetizirane spojine bomo na koncu deli tudi biokemijsko ovrednotiti, kar bodo izvedli na
izolirani goveji ksantinski oksidazi na Centru za biomedicinsko znanost na Medicinski

fakulteti Univerze v NiSu.
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Slika 10: Potek sinteze iz 4-cianopiridina. Reagenti, a) NH2OHxHCI, K>COs, b) RCOOH,
EDC, HOBt, EtsN, DMAP ali RCOCI, EtsN, DMAP, c¢) KF, d) BBrs3
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RCOOH, EDC, HOBt, EtsN, DMAP ali RCOCI, EtsN, DMAP, c) KF, d) BBr3, €) HBr,
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3 MATERIALI

Reagenti in topila

Pri sintezi in izolaciji spojin smo uporabljali reagente in topila proizvajalcev Acros Organics,
Apollo Scientific, Fluka, Merck, Sigma Aldrich in TCI. V vseh primerih je bila uporabljena

preciscena voda.

Laboratorijska oprema

e Tehtnica METTLER TOLEDO® PB403-S/FACT Precision Balance

e Magnetno meSalo z elektri¢énim grelnikom IKA® RCT basic IKAMAG

e UV svetilka CAMAG UV-CABINET II z valovnima dolzinama 254 nm in 366 nm
e Rotavapor BUCHI® R-114

e Grelna pistola SKILL 1800 Watt

3.1 KROMATOGRAFSKE METODE

3.1.1 Tankoplastna kromatografija (TLC)

TLC smo uporabljali za spremljanje poteka reakcij, preverjanje porazdelitve spojin med
fazami pri ekstrakcijah, dolo¢anje Cistosti frakcij pri kolonski kromatografiji in predhodno
preverjanje Cistosti kon¢nih spojin po kristalizaciji. Kot stacionarno fazo smo uporabili
plosce Merck TLC Silica gel 60 F2s4 z 0,2 mm nanosom silikagela na aluminijasti podlagi z
dodanim fluorescenénim ozna¢evalcem. Za mobilne faze smo uporabljali ¢ista organska
topila ali njihove kombinacije v razli¢nih razmerjih. Detekcijo spojin smo izvajali z UV

svetilko pri valovni dolzini 254 nm.
3.1.2 Kolonska kromatografija

Za koncno ¢is¢enje spojin smo uporabili »flash« kolonsko kromatografijo. Za stacionarno
fazo smo uporabili silikagel z velikostjo delcev 0,040 — 0,063 mm proizvajalca Merck, ki
smo ga nanesli v stekleno kolono s frito. Za mobilno fazo smo uporabili kombinacije
organskih topil v razli¢nih razmerjih. Za pospesevanje pretoka smo nad kolono ustvarjali
povisan zratni tlak s pomo&jo roéne &rpalke. Cistost frakcij smo dolo¢evali s TLC

kromatografijo. Ustrezne frakcije smo zdruZili in mobilno fazo uparili pod znizanim tlakom.
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3.1.3 Tekodinska kromatografije visoke locljivosti (HPLC)

Za preverjanje Cistosti kon¢nih sintetiziranih spojin smo uporabili metodo HPLC. Analize
smo izvajali na  instrumentu  Agilent  Technologies HP 1100 z
UV-VIS detektorjem G1365B, kolono Agilent Zorbax Eclipse Plus C18
(4,6 x 150 mm, 5 um delci) ob uporabi predkolone Phenomenex pre-column C18 (5 um
delci) in pri pretoku 1 mL/min. Kot eluent smo izbrali zmes 0,1% raztopine trifluoroocetne
kisline v vodi in acetonitrila, pri cemer smo sestavo mobilne faze spreminjali s ¢asom: od
0-20 minut se je sestava spreminjala od 30% acetonitrila do 80%, od 20-25 minut pa $e od
80% acetonitrila do 90%.

3.2 SPEKTROSKOPSKE METODE

3.2.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR)

Spektre smo posneli na spektrometru Bruker Avance Il 400 na Fakulteti za farmacijo
Univerze v Ljubljani. *H spektre smo posneli pri 400 MHz, C spektre pa 100 MHz. V obeh
primerih smo vzorce raztopili v devteriranem topilu DMSO-ds in kot interni standard

uporabili tetrametilsilan (TMS).
3.2.2 Masna spektrometrija (MS)

Masni spektri so bili posneti na spektrometru Q-TOF Premier, proizvajalca Waters, z metodo

ionizacije ESI, na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani.
3.2.3 Infrardeca spektroskopija (IR)

IR spektre smo posneli na spektrometru Nicolet Nexus 470 FT-IR na Fakulteti za farmacijo
Univerze v Ljubljani. Uporabili smo tehniko ATR (attenuated total reflection oz. oslabljeni

popolni odboj).
3.3 DOLOCANJE TALISC

Temperature taliS¢ smo doloc¢ali na Kofflerjevem mikroskopu z ogrevalno mizico Leica.

Temperature taliS¢ so nekorigirane.

3.4 PROGRAMSKA OPREMA

Za risanje struktur in reakcijskih shem smo uporabljali program ChemBioDraw Ultra 12.0,
proizvajalca Perkin Elmer. NMR spektre smo obdelali z programsko opremo Mestrec
(verzija 4.7.0.0).
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3.5 BIOKEMIJSKO VREDNOTENJE

Sintetizirane spojine smo dali biokemijsko ovrednotiti tujim partnerjem na Center za
biomedicinsko znanost na Medicinski fakulteti Univerze v Nisu. Za testiranje so uporabili

ksantinsko oksidazo iz govejega mleka, proizvajalca Sigma-Aldrich.

Sintetizirani zaviralci so bili najprej raztopljeni v DMSO. Primernemu volumnu te raztopine
(da je bila koncentracija zaviralca po redc¢enju 150 uM in koncentracija DMSO po red¢enju
4,65 % v/v) je bilo dodanih 0,01 enot goveje ksantinske oksidaze (proizvajalca Sigma-
Aldrich), 232,5 uM ksantina (proizvajalca Sigma-Aldrich) in red¢eno s 46,5 mM TRIS-HCI
pufrom (pH 7,8), da je bil skupen volumen raztopine 2150 pL. Na enak nacin, vendar brez
dodatka zaviralca, so bili pripravljeni kontrolni vzorci za preverjanje vpliva DMSO na
reakcijo. Raztopine so bile inkubirane 15 minut pri 37 °C, nato so bile reakcije ustavljene z

dodatkom 100 pL perklorne kisline.

Odstotek zaviranja so dolocili s spektrofotometri¢nim merjenjem razlike v absorbanci, Ki
sovpada z nastajanjem se¢ne kisline. Odstotek zaviranja je bil izra¢unan kot razmerje med
spremembo absorbance pri vzorcu z zaviralcem in spremembo absorbance pri kontrolnem
vzorcu, pri katerem je aktivnost encima 100 %. Spojinam, ki so kazale ve¢ kot 50 %
zaviranje, so zaviralno aktivnost izmerili Se pri $tirih razliénih koncentracijah zaviralca od
25 % do 75 % zaviranja encima. Za pozitivno kontrolo so uporabili alopurinol, febuksostat

in kvercetin.
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4 EKSPERIMENTALNI DEL

4.1 Sinteza 4-piridilamidoksima (Spojina 1)

OH
CN I
NH,OHxHCI, N NH,
| N K,CO; A
— N
N EtOH
—
N

[t

1,041 g (10 mmol) 4-cianopiridina smo raztopili v 60 mL etanola ter dodali 1,042 g (1,5 eq;
15 mmol) hidroksilaminijevega klorida in 2,073 g (1,5 eq; 15 mmol) kalijevega karbonata.
Reakcijsko zmes smo 20 ur segrevali pri temperaturi refluksa, nato smo iz bucke pod
znizanim tlakom odparili topilo. Suh preostanek smo raztopili v 100 mL etil acetata in spirali
enkrat z 20 mL vode. Del produkta je Sel v vodno fazo, zato smo jo ekstrahirali z etil
acetatom (3x30 mL). ZdruZene organske faze smo posusili nad brezvodnim Na>SOy, filtrirali

in uparili pod znizanim tlakom ter dobili 1,011 g spojine 1.

Spojina 1: 4-piridilamidoksim
Elementna sestava: CsH7N3O Mr (izracunana): 137,06
Opis Bel prah
Izkoristek 73,7%
'H NMR 8 [ppm] = 6.01 (s, 2H, NH2), 7.64 (d, 2H, J = 6,4 Hz, Ar-H),
(400 MHz, DMSO-ds) | 8.57 (d, 2H, J = 6,4 Hz, Ar-H), 10.02 (s, 1H, OH)
'HNMR d [ppm] = 6.1 (s, NH2), 7.6 (d, J = 4,2 Hz, 2H, Ar-H), 8.6 (d, J
(400 MHz, DMSO- = 4,2 Hz, 2H, Ar-H), 10.0 (s, 1H, OH)
de), literaturni podatki
(46)

21




4.2 Sinteza 4-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)fenola (Spojina 2)

OH
N NH2 ].) HOOC N’O
EDCxHCI, HOBt, Et;N, DMAP : />\©\OH
AN N
DMF |

X

— - N~
N 2.) KF, dioksan, A
1

N

V 1 mL DMF smo raztopili 96 mg (0,7 mmol) spojine 1, 97 mg (0,7 mmol)
4-hidroksibenzojske kisline, 148 mg (1,1 eq; 0,77 mmol) EDCxHCI in 104 mg (1,1 eq; 0,77
mmol) HOBt. Dodali smo $e 195 uL (2 eq; 1,4 mmol) trietilamina in konico spatule DMAP.
Raztopimo smo 2 uri mesali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 122 mg (3 eq; 2,1
mmol) KF in 4,5 mL dioksana. Reakcijsko zmes smo 21 ur segrevali pri temperaturi
refluksa, nato smo pod znizanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 30 mL
etil acetata in spirali najprej z 10 mL nasi¢ene raztopine NaHCOs3, nato pa Se z 10 mL
nasicene raztopine NaCl. Organsko fazo smo posusili nad Na>SOs, filtrirali in uparili topilo
pod znizanim tlakom. Suh preostanek smo suspendirali v 2 mL etanola in odfiltrirali nastalo

oborino, ki smo jo ¢ez no¢ posusili v susilniku na 60 °C. Dobili smo 38 mg spojine 2.

Spojina 2: 4-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)fenol

Elementna sestava: C13HgN3z0> Mr (izracunana): 239,23

Opis Oranzen prah

Izkoristek 22,7%

Talisce 240-244 °C

IH NMR & [ppm] = 7.01 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8.00 (d, 2H, J = 6,0

(400 MHz, DMSO-ds) | Hz, Ar-H), 8.05 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8.83 (d, 2H, J = 6,0
Hz, Ar-H), 10.64 (s, 1H, OH)

13C NMR & [ppm] = 113.73, 116.39, 121.00, 130.28, 133.66, 150.86,
(100 MHz, DMSO-dg) | 162.31, 166.72, 176.22
IR (ATR) 2583, 1584, 1527, 1499, 1463, 1420, 1368, 1298, 1261, 1170,
1144, 1064, 1008, 832, 756, 707, 634 cm!
HPLC (254 nm) 97,5 %, tr = 3,00 min
MS (ESI): m/z = 240,1 [M+H]+ HR-MS: 240,0776 (izradunana: 240,0773)
za C13H10N302
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4.3 Sinteza 4-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridina
(Spojina 3)

O/

" ol
N NH, 1) HOOC o~ \O
EDCxHCI, HOBt, Et;N, DMAP N-O
X DMF N
| Xy N
= 2.) KF, dioksan, A |
V 4 mL DMF smo raztopili 300 mg (2,19 mmol) spojine 1, 399 mg (2,19 mmol)

3,5-dimetoksibenzojske kisline, 461 mg (1,1 eq; 2,41 mmol) EDCxHCI in 368 mg (1,1 eq;
2,41 mmol) HOBLt. Dodali smo $e 609 pL (2 eq; 4,37 mmol) trietilamina in konico spatule

(]

DMAP. Raztopino smo 2 uri mesali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 381 mg (3
eq; 6,56 mmol) KF in 9 mL dioksana. Reakcijsko zmes smo 18 ur segrevali pri temperaturi
refluksa, nato smo pod znizanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 60 mL
etil acetata in spirali najprej z 10 mL nasi¢ene raztopine NaHCOs3, nato pa se z 10 mL
nasiéene raztopine NaCl. Organsko fazo smo posusili nad Na>SOs, filtrirali in uparili topilo
pod zniZzanim tlakom. Suh preostanek smo prekristalizirali iz 18 mL etanola in ga ¢ez no¢

posusili v susilniku na 60 °C. Dobili smo 226 mg spojine 3.

Spojina 3: 4-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin

Elementna sestava: C15H13N303 Mr (izracunana): 283,28

Opis Beli iglicasti kristali

Izkoristek 36,5%

Talisce 130-133 °C

'H NMR 8 [ppm] = 3.88 (s, 6H, 2x O-CH3), 6.88 (t, 1H, J = 2,4 Hz, Ar-

(400 MHz, DMSO-ds) | H), 7.30 (d, 2H, J = 2,4 Hz, Ar-H), 8.03 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-
H), 8.84 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H)

13C NMR d [ppm] = 55.74, 105.54, 105.63, 121.06, 124.60, 133.33,
(100 MHz, DMSO-ds) | 150.91, 161.05, 166.99, 175.92
IR (ATR) 3056, 2966, 2838, 1717, 1605, 1575, 1556, 1521, 1456, 1431,

1416, 1372, 1313, 1240, 1211, 1194, 1168, 1076, 1064, 1043,
991, 973, 929, 886, 869, 835, 757, 737, 694, 679 cm™
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HPLC (254 nm)

98,2 %, tr = 8,18 min

MS (ESI): m/z = 284,1 [M+H]* HR-MS: 284,1030 (izracunana: 284,1035)

za C15H14N303

4.4 Sinteza 4,4'-(1,2,4-oksadiazol-3,5-diil)dipiridina (Spojina 4)

(I)H
N N\ NH2

X
=
N

1

B
1.) HOOC Z

EDCxHCI, HOBt, Et;N, DMAP I\/I’O =
Y,
DMF | N N>\©N

2.) KF, dioksan, A

I~

V 1,5 mL DMF smo raztopili 137 mg (1 mmol) spojine 1, 123 mg (1 mmol) izonikotinske
kisline, 211 mg (1,1 eq; 1,1 mmol) EDCxHCI in 149 mg (1,1 eq; 1,1 mmol) HOBt. Dodali
smo Se 278 pL (2 eq; 2 mmol) trietilamina in konico spatule DMAP. Raztopino smo 2,5 ure

mesali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 174 mg (3 eq; 3 mmol) KF in 4,5 mL

dioksana. Reakcijsko zmes smo 21 ur segrevali pri temperaturi refluksa, nato smo pod

znizanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 60 mL etil acetata in spirali

najprej z 10 mL nasicene raztopine NaHCO3, nato pa Se z 10 mL nasicene raztopine NaCl.

Organsko fazo smo posusili nad NaSQg, filtrirali in uparili topilo pod znizanim tlakom. Suh

preostanek smo prekristalizirali iz 2 mL etanola in ga ¢ez no¢ posusili v susilniku na 60 °C.

Dobili smo 50 mg spojine 4.

Spojina 4: 4,4'-(1,2,4-oksadiazol-3,5-diil)dipiridin

Elementna sestava: C12HsN4O Mr (izraCunana): 224,22

Opis Svetlo rjavi kristali

Izkoristek 22,3%

Talisce 148-150 °C, 165 - 167 °C (literaturna vrednost) (47)

'H NMR d [ppm] = 8.04 (d, 2H, J = 6,4 Hz, Ar-H), 8.13 (d, 2H,J =6,4

(400 MHz, DMSO-ds) | Hz, Ar-H), 8.86 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H), 8.94 (d, 2H, J=6,0

Hz, Ar-H)

'H NMR

(400 MHz, CDCls),
literaturni podatki (48)

5 [ppm] = 7.99 (d, J = 4,10 Hz, 2H), 8.07 (d, J = 4,22 Hz, 2H);
8.83 (d, J = 4,22 Hz, 2H); 8.90 (d, J = 4,10 Hz, 2H)
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3C NMR 5 [ppm] = 121.05, 121.37, 130.11, 133.07, 151.00, 151.22,

(100 MHz, DMSO-ds) | 167.25, 174.63

IR (ATR) 3047, 1604, 1580, 1544, 1521, 1488, 1466, 1414, 1366, 1338,
1314, 1289, 1210, 1143, 1093, 1063, 988, 904, 837, 752, 725,
713,683 cm

HPLC (254 nm) 100,0 %, tr = 1,99 min

MS (ESI): m/z = 225,1 [M+H]* HR-MS: 225,0772 (izracunana: 225,0776)

za C12H9N4O

4.5 Sinteza 4-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzonitrila
(Spojina 3)

CN
o o
N NH, 1.) HOOC

EDCxHCI, HOBt, Et;N, DMAP N P
DMF NN CN

N
N/ 2.) KF, dioksan, A N~
1

0]

V 1,5 mL DMF smo raztopili 137 mg (1 mmol) spojine 1, 147 mg (1 mmol) 4-
cianobenzojske kisline, 211 mg (1,1 eq; 1,1 mmol) EDCxHCI in 149 mg (1,1 eq; 1,1 mmol)
HOBt. Dodali smo $e 278 uL (2 eq; 2 mmol) trietilamina in konico spatule DMAP.
Raztopino smo 2 uri mesali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 174 mg (3 eq; 3
mmol) KF in 4,5 mL dioksana. Reakcijsko zmes smo 21 ur segrevali pri temperaturi refluksa,
nato smo pod zniZanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 60 mL etil acetata
in spirali najprej z 10 mL nasicene raztopine NaHCOg3, nato pa Se z 10 mL nasi¢ene raztopine
NaCl. Organsko fazo smo posusili nad NaSQOg, filtrirali in uparili topilo pod znizanim
tlakom. Suh preostanek smo prekristalizirali iz 6 mL etanola in ga ¢ez no¢ posusili v

susilniku na 60 °C. Dobili smo 73 mg spojine 5.

Spojina 5: 4-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzonitril

Elementna sestava: C14HsN4O Mr (izracunana): 248,24
Opis Beli kristali
Izkoristek 29,4%
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Talisce 183-185 °C

'H NMR & [ppm] = 8.04 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H), 8.16 (d, 2H, J = 8,8

(400 MHz, DMSO-dg) | Hz, Ar-H), 8.37 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H), 8.86 (d, 2H, J = 6,0
Hz, Ar-H)

13C NMR & [ppm] = 115.55, 117.90, 121.03, 126.96, 128.79, 133.14,

(100 MHz, DMSO-dg) | 133.52, 151.00, 167.20, 174.82

IR (ATR) 3267, 2233, 1614, 1586, 1553, 1523, 1497, 1466, 1415, 1365,
1311, 1272, 1140, 1059, 1018, 998, 977, 922, 854, 836, 757,
717,703 cmt

HPLC (254 nm) 100,0 %, tr = 5,09 min

MS (ESI): m/z = 249,1 [M+H]* HR-MS: 249,0777 (izradunana: 249,0776)

za C14H9N4O

4.6 Sinteza 4-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridina (Spojina 6)

O

OH
[ Cl
N« NH,
1) ON N-Q
Et;N, DMAP, THF - G NO,
|

2.) KF, dioksan, A No _—~

A/

1

I

V 3 mL THF smo raztopili 137 mg (1 mmol) spojine 1 in 204 mg (1,1 eq; 1,1 mmol) 4-
nitrobenzoil klorida. Dodali smo $e 278 uL (2 eq; 2 mmol) trietilamina in konico spatule
DMAP. Raztopino smo 2 uri mesali pri sobni temperaturi, nato smo pod znizanim tlakom
uparili THF. Suh preostanek smo raztopili v 4,5 mL dioksana in dodali 174 mg (3 eq; 3
mmol) KF. Reakcijsko zmes smo 20 ur segrevali pri temperaturi refluksa, nato smo pod
znizanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 40 mL etil acetata in spirali
najprej z 10 mL nasicene raztopine NaHCO3, nato pa Se z 10 mL nasi¢ene raztopine NaCl.
Organsko fazo smo posusili nad Na2SQg, filtrirali in uparili topilo pod znizanim tlakom. Suh
preostanek smo prekristalizirali iz 9 mL etanola in ga ¢ez no¢ posusili v susilniku na 60 °C.

Dobili smo 108 mg spojine 6.
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Spojina 6: 4-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin
Elementna sestava: C13HgN4O3 Mr (izracunana): 268,23
Opis Svetlo rjavi kristali
Izkoristek 40,3%
TalisCe 164-168 °C
'H NMR 3 [ppm] = 8.06 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H), 8.46-8.52 (m, 4H,
(400 MHz, DMSO-ds) | Ar-H), 8.87 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H)
13C NMR & [ppm] = 121.07, 124.68, 128.44, 129.62, 133.14, 150.13,
(100 MHz, DMSO-dg) | 150.98, 167.27, 174.58
IR (ATR) 3047, 1609, 1527, 1415, 1367, 1351, 1312, 1273, 1140, 923,
869, 856, 832, 770, 743, 725, 690 cm!
HPLC (254 nm) 100,0 %, t; = 6,56 min
MS (ESI): m/z = 269,0 [M+H]* HR-MS: 269,0677 (izracunana: 269,0675)
za C13HgN4O3

4.7 Sinteza 5-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzen-1,3-diola
(Spojina 7)

\O
OH
N-O N-O
l BBI‘3
X 4 L/
| N DKM NN
N~ /O N .~ OH

(98]
[N

V 1 mL diklorometana smo raztopili 80 mg (0,282 mmol) spojine 3. Med mes$anjem smo na
ledeni kopeli pocasi dodali 2,82 mL (10 eq; 2,82 mmol) 1M raztopine BBr3 v diklorometanu.
Nato smo odstranili ledeno kopel in pri sobni temperaturi meSali Se nadaljnjih 21 ur.
Reakcijo smo ustavili z dodatkom 8 mL nasiene raztopine NaHCOs. Produkt smo
ekstrahirali v 40 mL etil acetata, organsko fazo spirali z 10 mL nasi¢ene raztopine NaCl,
posusili nad NazSOQg, filtrirali in uparili pod znizanim tlakom. Dobljen oljnat preostanek smo
raztopili v 10 mL metanola in znova uparili topilo pod zniZzanim tlakom. Dobljen trd
preostanek smo suspendirali v 3 ml dietil etra, oborino odfiltrirali in posusili na zraku. Dobili

smo 70 mg spojine 7.
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Spojina 7: 5-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzen-1,3-diol

Elementna sestava: C13HgN3z03 Mr (izracunana): 255,23

Opis Svetlo rjav prah

Izkoristek 97,1%

Talisce 228-231 °C

IH NMR & [ppm] = 6.55 (t, 1H, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7.05 (d, 2H, J = 2,4

(400 MHz, DMSO-ds) | Hz, Ar-H), 8.11 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H), 8.90 (d, 2H, J=6,4
Hz, Ar-H), 9.97 (br s, 2H, -OH)

B3C NMR /
(100 MHz, DMSO-ds)

IR (ATR) 3214, 3095, 1643, 1595, 1567, 1472, 1384, 1303, 1247, 1171,
1139, 1100, 1013, 1001, 991, 971, 933, 862, 830, 758, 675cm™

HPLC (254 nm) 99,1 %, tr = 2,20 min

MS (ESI): m/z = 256,1 [M+H]" HR-MS: 256,0729 (izracunana: 256,0722)
za C13H10N303

4.8 Sinteza (z)-n-hidroksi-2-metoksiisonikotinimidamida (Spojina 8)

_OH
o oN NH,OHxHCI, I\{
7 AN K2C03 O
| - TN N
N~ EtOH, A N

oo

500 mg (3,727 mmol) 2-metoksi-4-cianopiridina smo raztopili v 40 mL etanola ter dodali
518 mg (2 eq; 7,454 mmol) hidroksilaminijevega klorida in 1,030 g (2 eq; 7,454 mmol)
kalijevega karbonata. Reakcijsko zmes smo 24 ur segrevali pri temperaturi refluksa, nato
smo iz bucke pod znizanim tlakom odparili topilo. Suh preostanek smo raztopili v 80 ml
etil acetata in spirali enkrat z 20 ml vode. Del produkta je $el v vodno fazo, zato Smo jo
ekstrahirali enkrat s 30 ml etil acetata. Zdruzene organske faze smo posusili nad

brezvodnim NaxSOQg, filtrirali in uparili ter dobili 479 mg spojine 8.
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Spojina 8: (Z)-N-hidroksi-2-metoksiisonikotinimidamid

(400 MHz, DMSO-ds)

Elementna sestava: C7H9N3O: Mr (izra¢unana): 167,17

Opis Bel prah

Izkoristek 76,9%

IH NMR & [ppm] = 3.85 (s, 3H, OCHs), 5.97 (s, 2H, -NH>), 7.07 (dd,

1H, J1 = 1,6 Hz, Jo = 0,8 Hz, Ar-H), 7.25 (dd, 1H, J1 = 5,2 Hz,
J2 = 1,6 Hz, Ar-H), 8.13 (dd, 1H, J; = 5,2 Hz, J; = 0,8 Hz, Ar-
H), 10.02 (s, 1H, -OH)

B3C NMR
(100 MHz, DMSO-ds)

o [ppm] = 53.21, 106.33, 113.29, 143.60, 146.63, 148.74,
163.95

4.9 Sinteza 4-(3-(2-metoksipiridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)fenola

(Spojina 9)
OH

Ny NH, 1) HOOC -0

EDCxHCI, HOBt, Et;N, DMAP )
0 7 OH
DMF - I AN N
~0 N/ 2.) KF, dioksan, A N
8

N

V 1 mL DMF smo raztopili 97 mg (0,58 mmol) spojine 8, 80 mg (0,58 mmol)

4-hidroksibenzojske kisline, 122 mg (1,1 eq; 0,64 mmol) EDCxHCI in 86 mg (1,1 eq; 0,64

mmol) HOBt. Dodali smo $e 162 pL (2 eq; 1,16 mmol) trietilamina in konico spatule DMAP.

Raztopino smo 2,5 ure mesali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 101 mg (3 eq;

1,74 mmol) KF in 4,5 mL dioksana. Reakcijsko zmes smo 20 ur segrevali pri temperaturi

refluksa, nato smo pod znizanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 30 mL
etil acetata in spirali najprej z 10 mL nasicene raztopine NaHCOs, nato pa Se z 10 mL

nasicene raztopine NaCl. Organsko fazo smo posusili nad Na>SOs, filtrirali in uparili topilo

pod znizanim tlakom. Suh preostanek smo ocistili s kolonsko kromatografijo (MF:

EA:Hex=1:1) in ga ¢ez no¢ posusili v susilniku na 60 °C. Dobili smo 45 mg spojine 9.
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Spojina 9: 4-(3-(2-metoksipiridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)fenol

(400 MHz, DMSO-ds)

Elementna sestava: C14H11N3O3 Mr (izraCunana): 269,26

Opis OranzZen prah

Izkoristek 28,8%

Talisce 185-189 °C

IH NMR & [ppm] = 3.94 (s, 3H, OCH3), 7.01 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H),

7.37 (dd, 1H, J1 = 1,2 Hz, J2 = 0,8 Hz, Ar-H), 7.58 (dd, 1H, J1
=52 Hz, J2 = 1,6 Hz, Ar-H), 8.04 (d, 2H, J = 9,2 Hz, Ar-H),
8.41 (dd, 1H, J1 = 5,2 Hz, J, = 0,8 Hz, Ar-H), 10.64 (s, 1H, -
OH)

13C NMR
(100 MHz, DMSO-ds)

5 [ppm] = 53.63, 88.97, 97.31, 108.08, 113.72, 116.37, 130.28,
136.65, 148.46, 162.29, 164.25, 176.14

IR (ATR)

3006, 2603, 1614, 1579, 1501, 1447, 1410, 1376, 1341, 1289,
1269, 1225, 1171, 1045, 841, 760, 702 cm™

HPLC (254 nm)

100,0 %, t, = 11,69 min

MS (ESI): m/z = 270,1 [M+H]* HR-MS: 270,0872 (izracunana: 270,0879)

za C14H12N303

4.10 Sinteza 2-metoksi-4-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-
iDpiridina (Spojina 10)

OH
NaNH,

O/

: \
1) HOOC o~ 0

o0

\

-0
EDCxHCI, HOB, Et;N, DMAP I\,I P
DMF T
2.) KF, dioksan, A N

V 1 mL DMF smo raztopili 117 mg (0,7 mmol) spojine 8, 127 mg (0,7 mmol)
3,5-dimetoksibenzojske kisline, 148 mg (1,1 eq; 0,77 mmol) EDCxHCI in 104 mg (1,1 eq;
0,77 mmol) HOBt. Dodali smo e 195 pL (2 eq; 1,4 mmol) trietilamina in konico spatule

DMAP. Raztopino smo 2,5 ure mesali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 122 mg

(3 eg; 2,1 mmol) KF in 4,5 mL dioksana. Reakcijsko zmes smo 21 ur segrevali pri
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temperaturi refluksa, nato smo pod znizanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo
raztopili v 30 mL etil acetata in spirali najprej z 10 mL nasi¢ene raztopine NaHCO3, nato pa
Se z 10 mL nasicene raztopine NaCl. Organsko fazo smo posusili nad NazSOs, filtrirali in
uparili topilo pod znizanim tlakom. Suh preostanek smo prekristalizirali iz 9 mL etanola in

ga ¢ez no¢ posusili v susilniku na 60 °C. Dobili smo 101 mg spojine 10.

Spojina 10: 2-metoksi-4-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin

Elementna sestava: C16H15N304 Mr (izra¢unana): 313,31

Opis Beli kristali

Izkoristek 46,1%

Talisce 133-136 °C

'H NMR d [ppm] =3.87 (s, 6H, 2xOCHs), 3.94 (s, 3H, OCH3), 6.88 (t,

(400 MHz, DMSO-ds) | 1H, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7.30 (d, 2H, J = 2,4 Hz, Ar-H), 7.41 (s,
1H, Ar-H), 7.61 (dd, 1H, J1 = 5,2 Hz, Jo = 1,2 Hz, Ar-H), 8.42
(dd, 1H, J1 = 5,2 Hz, J2 = 0,8 Hz, Ar-H)

1BC NMR S [ppm] = 53.67, 55.73, 105.51, 105.65, 108.21, 114.32,
(100 MHz, DMSO-dg) | 124.59, 136.30, 148.54, 161.05, 164.28, 166.80, 175.84
IR (ATR) 2947, 2844, 1603, 1576, 1555, 1514, 1470, 1387, 1369, 1310,
1206, 1159, 1120, 1068, 1045, 998, 852, 832, 760, 674 cm™
HPLC (254 nm) 99,3 %, t, = 18,56 min
MS (ESI): m/z = 314,1 [M+H]* HR-MS: 314,1144 (izradunana: 314,1141)
za C16H16N304

4.11 Sinteza 2-metoksi-4-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridina
(Spojina 11)

(I)H | SN
7
Ny NH: 1) HOOC 0
EDCxHCI, HOBt, Et;N, DMAP | —
X 0 77\ N
DMF e | X N /
~o N/ 2.) KF, dioksan, A N

loe
=
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V 1 mL DMF smo raztopili 86 mg (0,51 mmol) spojine 8, 63 mg (0,51 mmol)
piridin-4-karboksilne kisline, 109 mg (1,1 eq; 0,57 mmol) EDCxHCI in 77 mg (1,1 eq; 0,57
mmol) HOBt. Dodali smo $e 143 uL (2 eq; 1,03 mmol) trietilamina in konico spatule DMAP.
Raztopino smo 2,5 ure mesali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 90 mg (3 eq; 1,54
mmol) KF in 3 mL dioksana. Reakcijsko zmes smo 21 ur segrevali pri temperaturi refluksa,
nato smo pod znizanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 30 mL etil acetata
in spirali najprej z 10 mL nasi¢ene raztopine NaHCO3, nato pa Se z 10 mL nasicene raztopine
NaCl. Organsko fazo smo posusili nad NaxSQg, filtrirali in uparili topilo pod znizanim
tlakom. Suh preostanek smo prekristalizirali iz 3 mL etanola in ga ¢ez no¢ posusili v

susilniku na 60 °C. Dobili smo 49 mg spojine 11.

Spojina 11: 2-metoksi-4-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin

Elementna sestava: C13H10N4O> Mr (izraCunana): 254,24

Opis Beli kristali

Izkoristek 37,5%

Talisce 137-141 °C

'H NMR d [ppm] =3.95 (s, 3H, OCH3), 7.42 (dd, 1H, J1 = 1,2 Hz, J> =

(400 MHz, DMSO-dg) | 0,8 Hz, Ar-H), 7.63 (dd, 1H, J1 = 5,2 Hz, J» = 1,6 Hz, Ar-H),
8.12 (d, 2H, J =6 Hz, Ar-H), 8.44 (dd, 1H, J1 =5,2 Hz, ), =
0,8 Hz, Ar-H), 8.93 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H)

13C NMR d [ppm] = 53.69, 108.22, 114.29, 121.37, 127.79, 130.09,
(100 MHz, DMSO-de) | 136.04, 148.66, 151.21, 164.30, 174.56
IR (ATR) 3046, 2357, 1618, 1581, 1549, 1516, 1476, 1417, 1392, 1361,
1337, 1288, 1223, 1044, 983, 888, 834, 756, 713 cm!
HPLC (254 nm) 100,0 %, t- = 7,48 min
MS (ESI): m/z = 255,1 [M+H]* HR-MS: 255,0880 (izra¢unana: 255,0882)
za C13H11N4O2
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4.12 Sinteza 4-(3-(2-metoksipiridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzonitrila
(Spojina 12)

CN
Ny N 1) HOOC N-O
EDCxHCI, HOBt, Et;N, DMAP )
DMF . NN CN
=

\O N/ 2.) KF, dioksan, A N

8 12
V 1 mL DMF smo raztopili 117 mg (0,7 mmol) spojine 8, 103 mg (0,7 mmol)
4-cianobenzojske kisline, 148 mg (1,1 eq; 0,77 mmol) EDCxHCI in 104 mg (1,1 eq; 0,77
mmol) HOBt. Dodali smo $e 195 uL (2 eq; 1,4 mmol) trietilamina in konico spatule DMAP.
Raztopino smo 2 uri mesali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 122 mg (3 eq; 2,1
mmol) KF in 4,5 mL dioksana. Reakcijsko zmes smo 21 ur segrevali pri temperaturi refluksa,
nato smo pod znizanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 30 mL etil acetata
in spirali najprej z 10 mL nasic¢ene raztopine NaHCOs, nato pa $e z 10 mL nasicene raztopine
NaCl. Organsko fazo smo posusili nad NaSOg, filtrirali in uparili topilo pod znizanim
tlakom. Suh preostanek smo prekristalizirali iz 12 mL etanola in ga ¢ez no¢ posusili v

susilniku na 60 °C. Dobili smo 88 mg spojine 12.

Spojina 12: 4-(3-(2-metoksipiridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzonitril

Elementna sestava: C1sH10N4O> Mr (izraCunana): 278,27

Opis Beli kristali

Izkoristek 45,2%

Talisce 162-166 °C

IH NMR § [ppm] = 3.94 (s, 3H, OCH3), 7.41 (d, 1H, J = 0,8 Hz, Ar-H),

(400 MHz, DMSO-ds) | 7.61 (dd, 1H, J1 = 5,2 Hz, J, = 1,6 Hz, Ar-H), 8.16 (d, 2H, J =
8,8 Hz, Ar-H), 8.37 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H), 8.43 (dd, 1H, J;
= 5,2 Hz, Jo = 0,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 5 [ppm] = 53.69, 108.19, 114.28, 115.51, 117.91, 126.91,

(100 MHz, DMSO-ds) | 128.79, 133.48, 136.09, 148.63, 164.28, 166.99, 174.73

IR (ATR) 2956, 2231, 1617, 1516, 1460, 1447, 1398, 1342, 1270, 1127,
1031, 990, 977, 873, 849, 840, 759, 702 cm™*

HPLC (254 nm) 98,9 %, tr = 15,27 min
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MS (ESI): m/z = 279,1 [M+H]* HR-MS: 279,0886 (izracunana: 279,0882)
za C15H11N402

4.13 Sinteza 2-metoksi-4-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridina
(Spojina 13)

(0]

OH
N NH, cl
1y ON N-O
X ) N
Et;N, DMAP, THF LU N NO,

~ 2 2.) KF, dioksan, A |

V 6 mL THF smo raztopili 117 mg (0,7 mmol) spojine 8 in 143 mg (1,1 eq; 0,77 mmol)
4-nitrobenzoil klorida. Dodali smo Se 195 pL (2 eq; 1,4 mmol) trietilamina in konico spatule
DMAP. Raztopino smo 2 uri mesali pri sobni temperaturi, nato smo pod znizanim tlakom
uparili THF. Suh preostanek smo raztopili v 4,5 mL dioksana in dodali 122 mg (3 eq; 2,1
mmol) KF. Reakcijsko zmes smo 21 ur segrevali pri temperaturi refluksa, nato smo pod
znizanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 30 mL etil acetata in spirali
najprej z 10 mL nasi¢ene raztopine NaHCO3, nato pa $e z 10 mL nasi¢ene raztopine NaCl.
Na fazni meji se je pojavila oborina, ki smo jo odnucali. Organsko fazo smo posusili nad
Na2SOg, filtrirali in uparili topilo pod znizanim tlakom. Suh preostanek smo zdruzili s prej
odnucano oborino, ga suspendirali v 30 mL etanola in odfiltrirali nastalo oborino, ki smo jo

¢ez no¢ posusili v susilniku na 60 °C. Dobili smo 125 mg spojine 13.

Spojina 13: 2-metoksi-4-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin

Elementna sestava: C14H10N4O4 Mr (izracunana): 298,25

Opis Bel prah

Izkoristek 59,9%

Talisce 171-173 °C

'HNMR d [ppm] = 3.95 (s, 3H, OCH3), 7.43 (dd, 1H, J1 = 1,6 Hz, J. =

(400 MHz, DMSO-ds) | 0,8 Hz, Ar-H), 7.63 (dd, 1H, J1 = 5,6 Hz, J> = 1,6 Hz, Ar-H),
8.44-8.50 (m, 5H, Ar-H)
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3C NMR 5 [ppm] = 53.70, 108.20, 114.30, 124.67, 128.43, 129.63,
(100 MHz, DMSO-ds) | 136.08, 148.66, 150.13, 164.30, 167.07, 174.50
IR (ATR) 3077, 2964, 1616, 1574, 1557, 1528, 1514, 1472, 1388, 1367,
1342, 1306, 1282, 1223, 1028, 976, 865, 851, 743, 696 cm™
HPLC (254 nm) 100,0 %, t; = 16,66 min
MS (ESI): m/z = 299,1 [M+H]* HR-MS: 299,0783 (izracunana: 299,0780)
za C14H11N4O4

4.14 Sinteza 4-(5-(4-hidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-ola
(Spojina 14)

N-O o
I HBr N~
A0 N>\©\OH - 0 ' />\©\OH
| CH3COOH, A XN
N~

H

o
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V 1 mL ocetne kisline smo raztopili 30 mg (0,111 mmol) spojine 9 in dodali 2 mL 33%
(m/m) raztopine HBr v ocetni kislini. Reakcijsko zmes smo 2 uri segrevali pri temperaturi
refluksa, nato smo pod znizanim tlakom skoncentrirali topilo na minimalen volumen. Na
ledeni kopeli smo dodali 20 mL nasic¢ene raztopine NaHCOz. Izpadlo oborino smo filtrirali

in sprali z dietil etrom, ter posusili na zraku. Dobili smo 17 mg spojine 14.

Spojina 14: 4-(5-(4-hidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-ol

Elementna sestava: C13HgN3z03 Mr (izraCunana): 255,23

Opis Svetlo rjav prah

Izkoristek 59,8%

Talisce >300 °C

IHNMR & [ppm] = 6.65-6.70 (m, 3H, Ar-H), 6.95 (d, 1H, J = 1,2 Hz,

(400 MHz, DMSO-ds) | Ar-H), 7.55 (d, 1H, J = 6,8 Hz, Ar-H), 7.81-7.83 (m, 2H, Ar-
H) *signala za OH skupini sta skrita pod signalom za vodo pri
3.3 ppm

13C NMR o [ppm] =102.20, 107.84, 117.90, 118.14, 130.15, 137.11,
(100 MHz, DMSO-ds) | 138.47, 162.33, 166.13, 169.60, 176.74
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IR (ATR) 2812, 1660, 1593, 1545, 1499, 1437, 1378, 1320, 1279, 1234,
1170, 1123, 1065, 1007, 980, 878, 838, 761, 701 cm™

HPLC (254 nm) 97,8 %, tr = 3,70 min
MS (ESI): m/z = 256,1 [M+H]* HR-MS: 256,0726 (izracunana: 256,0722)
za C13H10N303

4.15 Sinteza 5-(3-(2-metoksipiridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzen-1,3-
diola (Spojina 15)

\O
OH
N'O N—O
0 I, BBr; o |,
- AN N T -
| DKM | R
N~ 0] N~ OH
0 /

10 15

V 1 mL diklorometana smo raztopili 40 mg (0,128 mmol) spojine 10. Med me$anjem smo
na ledeni kopeli pocasi dodali 1,53 mL (12 eq; 1,53 mmol) 1M raztopine BBrs v
diklorometanu. Nato smo odstranili ledeno kopel in pri sobni temperaturi mesali Se
nadaljnjih 23 ur. Reakcijo smo ustavili z dodatkom 8 mL nasi¢ene raztopine NaHCO:s.
Produkt smo ekstrahirali v 30 mL etil acetata, organsko fazo spirali z 10 mL nasicene
raztopine NaCl, posusili nad Na>SOg, filtrirali in uparili pod znizanim tlakom ter na koncu

dobili 33 mg spojine 15.

Spojina 15: 5-(3-(2-metoksipiridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzen-1,3-diol

Elementna sestava: C14H11N304 Mr (izracunana): 285,25

Opis Bel prah

Izkoristek 90,6%

Talisce 222-225 °C

IH NMR & [ppm] = 3.94 (s, 3H, OCH3), 6.53 (t, 1H, J = 2,4 Hz, Ar-H),

(400 MHz, DMSO-ds) | 7.03-7.04 (m, 2H, Ar-H), 7.37 (dd, 1H, J1 = 1,2 Hz, J, = 0,8
Hz, Ar-H), 7.58 (dd, 1H, J1 = 5,2 Hz, J> = 1,2 Hz, Ar-H), 8.41
(dd, 1H, J1 = 5,2 Hz, J, = 0,8 Hz, Ar-H), 9.96 (s, 2H, -OH)
13C NMR & [ppm] = 53.64, 105.76, 107.50, 108.08, 114.30, 124.24,
(100 MHz, DMSO-ds) | 136.46, 148.52, 159.26, 164.25, 166.66, 176.19
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IR (ATR) 3270, 1613, 1578, 1560, 1514, 1481, 1453, 1373, 1317, 1224,

1170, 1123, 1086, 1043, 1004, 943, 876, 864, 845, 761, 667
-1

cm
HPLC (254 nm) 99,2 %, tr = 8,38 min
MS (ESI): m/z = 286,1 [M+H]* HR-MS: 286,0822 (izra¢unana: 286,0828)

za C14H12N304

4.16 Sinteza 5-(3-(2-hidroksipiridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzen-1,3-
diola (Spojina 16)

N-O OH
-0
o Iy HBr N
-~ X N > 0 / Y/,
| CH3COOH, A XN
N~ OH
N~

V 1 mL ocetne kisline smo raztopili 25 mg (0,0876 mmol) spojine 15 in dodali 2 mL 33%

(m/m) raztopine HBr v ocetni kislini. Reakcijsko zmes smo 2 uri segrevali pri temperaturi
refluksa, nato smo pod znizanim tlakom skoncentrirali topilo na minimalen volumen. Na
ledeni kopeli smo dodali 20 mL nasi¢ene raztopine NaHCOs3. lIzpadlo oborino smo

odfiltrirali, sprali z dietil etrom in posusili na zraku. Dobili smo 14 mg spojine 16.

Spojina 16: 5-(3-(2-hidroksipiridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzen-1,3-diol

Elementna sestava: C13HoN3O4 Mr (izraCunana): 271,23

Opis Temno rjav prah

Izkoristek 58,9%

Talisce >300 °C

IH NMR 8 [ppm] = 6.46 (t, 1H, J = 2 Hz, Ar-H), 6.69 (dd, 1H, J1 = 6,4

(400 MHz, DMSO-ds) | Hz, J2 = 1,6 Hz, Ar-H), 6.91-6.93 (m, 3H, Ar-H), 7.61 (d, 1H,
J = 6,8 Hz, Ar-H) *signali na OH skupine so skriti pod
signalom za vodo pri 3.3 ppm

3C NMR 8 [ppm] = 102.26, 105.12, 108.32, 117.25, 123.82, 137.41,
(100 MHz, DMSO-ds) | 139.05, 161.02, 163.74, 166.73, 176.61
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IR (ATR) 2943, 1659, 1593, 1545, 1498, 1437, 1378, 1320, 1279, 1234,
1169, 1115, 1065, 1006, 980, 877, 839, 760, 700 cm™

HPLC (254 nm) 99,5 %, tr = 2,51 min
MS (ESI): m/z = 270,1 [M-H] HR-MS: 270,0511 (izraunana: 270,0515)
za C13HsN304

4.17 Sinteza 4-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridina-2-ola
(Spojina 17)

N-O
— -0
o I, N HBr N —
~ I\ N \_ o) [ 4 \ N

CH;COOH, A X7 N

V 1 mL ocetne kisline smo raztopili 30 mg (0,118 mmol) spojine 11 in dodali 2 mL 33%
(m/m) raztopine HBr v ocetni kislini. Reakcijsko zmes smo 2 uri segrevali pri temperaturi
refluksa, nato smo pod znizanim tlakom skoncentrirali topilo na minimalen volumen. Na
ledeni kopeli smo dodali 20 mL nasi¢ene raztopine NaHCOs3. Izpadlo oborino smo filtrirali

in sprali z dietil etrom, ter posusili na zraku. Dobili smo 21 mg spojine 17.

Spojina 17: 4-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridina-2-ol

Elementna sestava: C12HgN4O> Mr (izraCunana): 240,22

Opis Rjav prah

Izkoristek 74,1%

Talisce >300 °C

H NMR & [ppm] = 6.69 (dd, 1H, J: = 6,4 Hz, J> = 1,6 Hz, Ar-H), 6.94

(400 MHz, DMSO-ds) | (d, 1H, J = 0,8 Hz, Ar-H), 7.66 (d, 1H, J = 6,4 Hz, Ar-H), 8.10
(d, 2H, J = 6,4 Hz, Ar-H), 8.92 (d, 2H, J = 6,4 Hz, Ar-H)
*signal za OH skupino je skrit pod signalom za vodo pri 3.3
ppm

3C NMR 8 [ppm] = 79.11, 102.01, 121.38, 127.55, 128.81, 130.09,
(100 MHz, DMSO-de) | 137.50, 151.18, 166.93, 174.44
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IR (ATR)

2957, 2832, 1664, 1622, 1581, 1549, 1451, 1412, 1375, 1296,
1242, 1125, 1069, 1007, 983, 912 873, 835, 794, 753, 728 cm™*

HPLC (254 nm)

96,4 %, tr = 1,98 min

MS (ESI): m/z = 241,1 [M+H]* HR-MS: 241,0728 (izraCunana: 241,0726)

za C12H9N4O2

4.18 Sinteza 4-(3-(2-hidroksipiridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-

il)benzonitrila (Spojina 18)

I\II’O N-O
/4 HBr
0 N N>\©\CN 0 ' />\©\CN
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CH3COOH, A X7 ON

V 1,5 mL ocetne kisline smo raztopili 40 mg (0,144 mmol) spojine 12 in dodali 2 mL 33%

(m/m) raztopine HBr v ocetni kislini. Reakcijsko zmes smo 2 uri segrevali pri temperaturi

refluksa, nato smo pod znizanim tlakom skoncentrirali topilo na minimalen volumen. Na

ledeni kopeli smo dodali 20 mL nasi¢ene raztopine NaHCOs3. Izpadlo oborino smo filtrirali

in sprali z dietil etrom, ter posusili na zraku. Dobili smo 27 mg spojine 18.

Spojina 18: 4-(3-(2-hidroksipiridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzonitril

(400 MHz, DMSO-d)

Elementna sestava: C14HsN4O> Mr (izraCunana): 264,24

Opis Bel prah

Izkoristek 71,1%

Talisce >300 °C

H NMR o [ppm] = 6.68-6.69 (m, 1H, Ar-H), 6.94 (s, 1H, Ar-H), 7.65

(d, 1H, J = 6,8 Hz, Ar-H), 8.14 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8.35
(d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H) *signal za OH skupino je skrit pod

signalom za vodo pri 3.3 ppm

13C NMR
(100 MHz, DMSO-ds)

& [ppm] = 101.74, 115.47, 117.61, 117.92, 127.01, 128.77,
133.48, 136.81, 139.31, 145.91, 167.22, 174.47
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IR (ATR) 2962, 2231, 1660, 1625, 1586, 1545, 1498, 1449, 1373, 1278,
1231, 1116, 1071, 1007, 981, 921, 875, 856, 834, 799, 760,

697 cm!
HPLC (254 nm) 100,0 %, tr = 6,01 min
MS (ESI): m/z = 265,1 [M+H]" HR-MS: 265,0730 (izraCunana: 265,0726)

za C14HoN4O2

4.19 Sinteza 4-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-ola

(Spojina 19)

Nfo N-O
Y/ HBr
| CH3COOH, A X N 2
N~

V 1 mL ocetne kisline smo raztopili 40 mg (0,134 mmol) spojine 13 in dodali 2 mL 33%
(m/m) raztopine HBr v ocetni Kislini. Reakcijsko zmes smo 2 uri segrevali pri temperaturi
refluksa, nato smo pod znizanim tlakom skoncentrirali topilo na minimalen volumen. Na
ledeni kopeli smo dodali 20 mL nasi¢ene raztopine NaHCOs. Izpadlo oborino smo filtrirali

in sprali z dietil etrom, ter posusili na zraku. Dobili smo 27 mg spojine 19.

Spojina 19: 4-(5-(4-nitrofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-ol

Elementna sestava: C13HgN4O4 Mr (izraCunana): 284,23

Opis Svetlo rjav prah

Izkoristek 70,8%

Talisce 277-281 °C

'H NMR 8 [ppm] = 6.74-6.76 (m, 1H, Ar-H), 7.04 (s, 1H, Ar-H), 7.62

(400 MHz, DMSO-ds) | (d, 1H, J = 7,6 Hz, Ar-H), 8.44-8.49 (m, 4H, Ar-H), 12.04 (s,
1H, NH)

13C NMR d [ppm] = 101.71, 124.64, 128.50, 129.60, 136.87, 138.03,

(100 MHz, DMSO-dg) | 139.24, 140.13, 150.08, 163.65, 174.23

IR (ATR) 2956, 2823, 1662, 1623, 1569, 1542, 1530, 1379, 1342, 1289,
1241, 1107, 1006, 978, 854, 771, 744, 709 cm™*
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HPLC (254 nm) 98,7 %, tr = 7,36 min
MS (ESI): m/z = 285,1 [M+H]* HR-MS: 285,0626 (izra¢unana: 285,0624)
za C13H9N4O4

4.20 Sinteza 3-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzonitrila
(Spojina 20)

CN

: s
N _NH, CN
1) HOOC N-O
EDCxHCI, HOBt, Et;N, DMAP )
AN
DMF B

N/ 2.) KF, dioksan, A N

1 20

Y

V 1,5 mL DMF smo raztopili 137 mg (1 mmol) spojine 1, 147 mg (1 mmol) 3-
cianobenzojske kisline, 211 mg (1,1 eq; 1,1 mmol) EDCxHCI in 149 mg (1,1 eq; 1,1 mmol)
HOBt. Dodali smo 8¢ 278 uL (2 eq; 2 mmol) trietilamina in konico spatule DMAP.
Raztopino smo 2 uri mesali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 174 mg (3 eq; 3
mmol) KF in 4,5 mL dioksana. Reakcijsko zmes smo 21 ur segrevali pri temperaturi refluksa,
nato smo pod zniZanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 60 mL etil acetata
in spirali najprej z 10 mL nasic¢ene raztopine NaHCOs, nato pa Se z 10 mL nasicene raztopine
NaCl. Organsko fazo smo posusili nad NaxSQg, filtrirali in uparili topilo pod znizanim

tlakom. Suh preostanek smo prekristalizirali iz 6 mL etanola in ga ¢ez no¢ posusili v

suSilniku na 60 °C. Dobili smo 113 mg spojine 20.

Spojina 20: 3-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)benzonitril
Elementna sestava: C14HsN4O Mr (izraCunana): 248,24
Opis Oker prah
Izkoristek 45,6%
Talisce 106-110 °C
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'H NMR

5 [ppm] = 7.89 (dt, 2H, J1 = 0,8 Hz, J; = 8,0 Hz, Ar-H), 8.03

(400 MHz, DMSO-ds) | (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H), 8.21-8.24 (m, 1H, Ar-H), 8.49-8.52

(m, 1H, Ar-H), 8.63 (dt, 2H, J1 = 0,8 Hz, Jo = 1,6 Hz, Ar-H),
8.85 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H)

13C NMR

5 [ppm] = 112.83, 117.61, 121.02, 124.31, 129.70, 130.93,

(100 MHz, DMSO-ds) | 131.57,132.47, 133.14, 136.84, 150.97, 167.09, 174.58

IR (ATR)

3243, 2234, 1613, 1578, 1523, 1486, 1416, 1372, 1191, 1083,
999, 910, 836, 756, 702, 677 cm™™

HPLC (254 nm)

96,6 %, tr = 4,32 min

MS (ESI): m/z = 249,1 [M+H]* HR-MS: 249,0782 (izracunana: 249,0776)

za C14H9N4O

4.21 Sinteza 2-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)-4-piridinkarbonitrila

(Spojina 21)
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V 15 mL DMF smo raztopili 137 mg (1 mmol) spojine 1, 148 mg (1 mmol)
4-cianopikolinske kisline, 211 mg (1,1 eq; 1,1 mmol) EDCxHCI in 149 mg (1,1 eq; 1,1

mmol) HOBt. Dodali smo $e 278 uL (2 eq; 2 mmol) trietilamina in konico spatule DMAP.

Raztopino smo 2 uri mesali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 174 mg (3 eq; 3

mmol) KF in 4,5 mL dioksana. Reakcijsko zmes smo 21 ur segrevali pri temperaturi refluksa,

nato smo pod zniZanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 60 mL etil acetata

in spirali najprej z 10 mL nasicene raztopine NaHCOg3, nato pa Se z 10 mL nasicene raztopine

NaCl. Organsko fazo smo posusili nad NaxSQg, filtrirali in uparili topilo pod znizanim

tlakom. Suh preostanek smo prekristalizirali iz 6 mL etanola in ga ¢ez no¢ posusili v

susilniku na 60 °C. Dobili smo 58 mg spojine 21.
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Spojina 21: 2-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)-4-piridinkarbonitril

Elementna sestava: C13H7NsO

Mr (izraCunana): 249,23

Opis Oker prah

Izkoristek 23,3%

Talisce 123-127°C

IH NMR & [ppm] = 8.06 (d, 2H, J = 6,4 Hz, Ar-H), 8.26 (dd, 2H, J; =

(400 MHz, DMSO-ds)

1,6 Hz, J; = 5,2 Hz, Ar-H), 8.79-8.80 (m, 1H, Ar-H), 8.88 (d,
2H, J = 6,0 Hz, Ar-H), 9.13 (dd, 2H, J; = 0,8 Hz, J; = 4,8 Hz,

Ar-H)
3C NMR d [ppm] = 115.90, 121.04, 121.40, 126.29, 129.42, 133.08,
(100 MHz, DMSO-ds) | 143.52,151.01, 151.75, 167.25, 173.85
IR (ATR) 1706, 1625, 1580, 1545, 1465, 1413, 1364, 1198, 833, 753,

708, 688 cm™

HPLC (254 nm)

96,4 %, tr = 2,54 min

MS (ESI): m/z = 250,1 [M+H]*

HR-MS: 250,0725 (izra¢unana: 250,0729)
za C13HgNs0

4.22 Sinteza 4-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)-2-piridinkarbonitrila

(Spojina 22)

CN
QH | ~N
Ny NH: 1) HOOC™ N N-0 CN
EDCxHCI, HOBt, Et;N, DMAP ) — .
A DMF N N
N/ 2.) KF, dioksan, A N
1 22

V 1,5 mL DMF smo raztopili 137 mg (1 mmol) spojine 1, 148 mg (1 mmol) 2-
cianoizonikotinske kisline, 211 mg (1,1 eqg; 1,1 mmol) EDCxHCI in 149 mg (1,1 eq; 1,1
mmol) HOBt. Dodali smo $e 278 pL (2 eq; 2 mmol) trietilamina in konico spatule DMAP.

Raztopino smo 2 uri mesSali pri sobni temperaturi, nato smo vanjo dodali 174 mg (3 eq; 3

mmol) KF in 4,5 mL dioksana. Reakcijsko zmes smo 21 ur segrevali pri temperaturi refluksa,

nato smo pod zniZanim tlakom uparili dioksan. Preostanek smo raztopili v 60 mL etil acetata

in spirali najprej z 10 mL nasic¢ene raztopine NaHCOs, nato pa Se z 10 mL nasicene raztopine
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NaCl. Organsko fazo smo posusili nad NazSQg, filtrirali in uparili topilo pod znizanim
tlakom. Suh preostanek smo prekristalizirali iz 6 mL etanola in ga ¢ez no¢ posusili v

suSilniku na 60 °C. Dobili smo 97 mg spojine 22.

Spojina 22: 4-(3-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-5-il)-2-piridinkarbonitril

Elementna sestava: C13H7Ns0O Mr (izraCunana): 249,23

Opis Roza prah

Izkoristek 39,0%

Talisce 160-163 °C

IH NMR & [ppm] = 8.03 (d, 2H, J = 6,0 Hz, Ar-H), 8.43 (dd, 2H, J; =

(400 MHz, DMSO-ds) | 1,6 Hz, J» = 4,8 Hz, Ar-H), 8.77-8.78 (m, 1H, Ar-H), 8.65 (d,
2H, J = 6,0 Hz, Ar-H), 9.08 (dd, 2H, J; = 0,8 Hz, J» = 4,8 Hz,

Ar-H)
13C NMR & [ppm] = 117.21, 121.53, 125.88, 127.07, 132.41, 133.37,
(100 MHz, DMSO-ds) | 134.54, 151.52, 153.30, 167.87, 173.76
IR (ATR) 1705, 1579, 1546, 1516, 1466, 1414, 1384, 1366, 908, 833,
754, 709, 700, 687 cmt
HPLC (254 nm) 95,2 %, tr = 2,99 min
MS (ESI): m/z = 250,1 [M+H]* HR-MS: 250,0724 (izra¢unana: 250,0729)

za C13HsNs0
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 TVORBA AMIDOKSIMA

Za kasnejSo sintezo oksadiazolnega obroca je bilo potrebno v prvem koraku sintetizirati
amidoksim, kar smo dosegli z uporabo hidroksilamina. Pri tej reakciji smo izhajali iz dveh
izhodnih spojin: 4-cianopiridina in 2-metoksi-4-cianopiridina. Reakcijo smo izvajali v
etanolu, ki dobro raztaplja tako izhodno spojino kot produkt. Ker je hidroksilamin lahko
nestabilen, se pogosto uporablja v obliki soli s HCI, zaradi ¢esar smo v reakcijsko zmes
dodali Se kalijev karbonat, da smo in situ tvorili neprotonirani hidroksilamin. Reakcija
poteka po principu nukleofilnega napada hidroksilamina na nitrilno skupino. Ker ima
hidroksilamin lastnosti dvojnega nukleofila, lahko napade tako z dusikovim kot s kisikovim
atomom (Slika 12). V obeh primerih dobimo konéni Zeleni produkt, odvisno od reakcijskih

pogojev pa tudi nekaj amidnega stranskega produkta (49,50).

A /\ R\C¢NH
R—C=N + HO—NH, —>» |‘\
O
~N
NH,
R NH, R NH
\C/ \C R\C/NH2
| =— ) SnH
N HN b
(0]
\OH \OH
B
R\ /NH2 R\C/NH
/\ C
R—C=N + HN—OH —> ” -~ |
N HN\
o OH

Slika 12: A: Mehanizem prek oksaziridinskega intermediata, B: Direktna tvorba
amidoksima brez intermediata

Mehanizmu A v prid govori dejstvo, da je v hidroksilaminu kisik mo¢nejsi nukleofil od
dusika. Po vezavi kisika na nitrilno skupino postane nitrilni ogljik zaradi elektron privla¢nih
lastnosti kisika se bolj elektrofilen, kar vodi v dodaten nukleofilni napad dusika in ciklizacijo
do nestabilnega oksaziridinskega intermediata. Slednji se lahko odpre s cepitvijo N2-Cs vezi

ali O1-Cs vezi, s tem da je slednja cepitev termodinamsko preferirana, kar vodi v nastanek
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amidoksimskega produkta. Do tega vodi tudi mehanizem B, ki pa je enostavnejsi in vkljucuje
le direktni nukleofilni napad dusika na nitrilni ogljik. Najverjetnejsa razlaga je, da reakcija
poteka po obeh mehanizmih. V obeh primerih produkt obstaja v dveh tavtomernih oblikah
(49,50).

Pri reakciji v manj$i meri nastaja tudi amidni stranski produkt (Slika 13). V primeru, da
nitrilno skupino napade kisik iz hidroksilamina, lahko z nastalo spojino reagira dodatna
molekula hidroksilamina, kar vodi v nastanek aromatskega amida. Obseg poteka reakcije do
tega stranskega produkta je odvisen od izbire topila in baze. V nasem primeru sta se etanol
in kalijev karbonat izkazala za dobro izbiro, saj smo z njima dosegli visok izkoristek reakcije
(74% pri 4-ciano derivatu in 77% pri 2-metoksi-4-ciano derivatu) in ¢ist produkt (49,50).

R \CQNH
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L H,N < on

_|_
o
Z
|
o
=
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NH,OH

N, + 2H,0 + NH;

Slika 13: Mehanizem nastanka amidnega stranskega produkta

5.2 DVOSTOPENJSKA TVORBA 1,2,4-OKSADIAZOLA

Oksadiazolni obro¢ predstavlja pomemben fragment v farmacevtski kemiji, zato je bila
njegova sinteza podrobno raziskana. Ena izmed bolj enostavnih in uéinkovitih metod je
O-aciliranje amidoksimov s slede¢im zapiranjem obroca, zato smo se za to metodo odlocili

tudi v naSem magistrskem delu.

Tvorba estrske vezi pri blagih pogojih ne potece, saj hidroksilni del karboksilne skupine ni
dobra izstopajoca skupina. Za povecanje reaktivnosti bi morali uporabiti ostrejSe reakcijske
pogoje, kar bi lahko vodilo v nastanek nezelenih produktov. Boljsa moznost je aktivacija
karboksilne kisline. O-aciliranje amidoksima smo zato izvedli z uporabo sklopitvenega
reagenta (Slika 14). Najpogosteje uporabljeni sklopitveni reagenti za tvorbo estrov sodijo v
skupino karbodiimidov. Za na§ namen smo uporabili EDC - 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid, ki najprej reagira z aromatsko karboksilno kislino. Pri tem

dobimo O-acilsecnino, ki je zaradi dobre izstopajoCe skupine bolj reaktivna od izhodne
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karboksilne kisline. VV tem koraku lahko pride do premestitve acilne skupine zaradi
intramolekularnega napada duSika na karbonilno skupino aktivirane kisline. Dobljena
N-acilse¢nina niza izkoristek in predstavlja tezavo pri izolaciji produkta. V izogib tej stranski
reakciji smo v reakcijsko zmes dodali $e pomozni nukleofil HOBt — hidroksibenzotriazol, ki
s hidroksilno skupino napade aktiviran karbonilni ogljik. Dobimo aktivirano kislino in
secninski stranski produkt, ki pa ga je zaradi hidrofilnosti pri izolaciji enostavno odstraniti z

ekstrakcijo v vodno fazo (51,52).
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Slika 14: A: Mehanizem aktivacije karboksilne kisline, B: Mehanizem nastanka
nezelenega produkta

Tako aktivirana kislina je Ze pripravljena za reakcijo z amidoksimom. Ker pa smo Zzeleli
reakcijo Se pospeSiti, smo v reakcijsko zmes dodali $e konico spatule DMAP -
dimetilaminopiridina. Ta kot mo¢an nukleofil reagira z aktivirano kislino (Slika 15), kar e

olaj$a in pospesi napad hidroksilne skupine amidoksima in s tem tvorbe Zelenega produkta

(51).
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Slika 15: Mehanizem katalize z DMAP, X: dobro izstopajoca skupina

Enak postopek smo uporabili pri skoraj vseh spojinah, le pri para-nitro substituiranih
derivatih smo uporabili kislinski klorid. VV tem primeru dobro izstopajo¢o skupino
predstavlja kloridni ion (X na Slika 15), zato nam v reakcijsko zmes ni bilo potrebno dodajati
EDC in HOBt. Potek O-acilacije smo spremljali s tankoplastno kromatografijo in konec
reakcije dolocili, ko na ploséi ni bilo ve¢ vidnega izhodnega amidoksima. V vseh primerih

smo z naslednjim korakom nadaljevali brez vmesne izolacije produtkov.

Ciklizacijo vmesnih O-acilamidoksimov smo sprozili z dodatkom kalijevega fluorida (Slika
16). Fluoridni ioni v aproti¢nih topilih, kot je tudi v naSem primeru uporabljeni dioksan,
delujejo kot mo¢na baza, kar omogoca deprotonacijo in sledeci napad amidinskega aniona
na karbonilni ogljik acilne skupine. Odcep vode v naslednji stopnji privede do tvorbe

kon¢nega 1,2,4-oksadiazolnega obroca (53).
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Slika 16: Mehanizem ciklizacije O-acilamidoksima v 1,2,4-oksadiazol

5.3 DEMETILIRANJE Z BOROVIM TRIBROMIDOM

Z namenom Siritve kemijskega prostora sintetiziranih spojin in s tem boljse dolo¢itve odnosa
med strukturo in delovanjem novih spojin, smo v O-metiliranih spojinah cepili etrne vezi.

To smo dosegli z uporabo borovega tribromida v diklorometanu, klasicnega reagenta za
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demetiliranje aromatskih etrov. BBr3 je po naravi mo¢na Lewisova kislina, kar mu omogoca
tvorbo adukta s kisikovim atomom v etrni vezi (Slika 17). Dolgo je veljalo prepricanje, da v
aduktu pride do izgube bromida, ta pa nato nukleofilno napade metilno skupino kationskega
intermediata, kar vodi do nastanka metil bromida in PhOBBTr». Slednji naj bi se nato med

obdelavo z vodo hidroliziral do kon¢nega alkoholnega produkta (54,55).
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ROBBr, + 3H,0 ——» ROH + H;BO; + 2HBr

Slika 17: Termodinamsko nefavoriziran mehanizem demetilacije

Novejse ra¢unske in eksperimentalne raziskave nakazujejo, da je na sliki 17 prikazan odcep
bromida termodinamsko nefavoriziran pri nizkih temperaturah, pri katerih obicajno
izvajamo reakcijo. Dejanski mehanizem je kompleksnejsi in vkljucuje tri cikle, kjer se v
vsakem ciklu odstrani metilna skupina z nove molekule arilnega etra (Slika 18). Dobljeni

triaril boran se nato hidrolizira do konénega alkohola med obdelavo z vodo (54,56).
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Slika 18: Triciklicni mehanizem demetilacije z BBr3
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V naSem primeru smo za reakcijo uporabili velik prebitek BBrs (10 oz. 12 ekvivalentov),
Ceprav lahko po predlaganem mehanizmu vsaka molekula BBr3 cepi tri molekule etra.
Razlog za to je lezal v uporabljeni atmosferi, ki je nismo vzdrzevali strogo brezvodne, BBr3
pa ob stiku z vodo zelo hitro hidrolizira do bromovodikove kisline. Z visokim prebitkom
smo tako vseeno dosegali visoke izkoristke (97% pri spojini 7 in 91% pri spojini 15).
Reaktivnost BBr3 z vodo smo lahko izkoristili tudi pri izolaciji, saj smo s spiranjem z vodo

dobro odstranili ves odvecni reagent.

Prvotno smo pricakovali, da bomo pri reakciji z BBr3 cepili tudi metoksi skupino, ki lezi na
orto mestu glede na piridinski dusikov atom. NMR analiza je pokazala, da temu ni tako, saj
so bili na spektrih e vedno vidni protoni metilne skupine. Razlog za to verjetno lezi v
elektronprivla¢nih lastnostih piridinskega dusika. Elektronska gostota okoli dusika je mnogo
vecja od elektronske gostote okoli ogljikovih atomov in na njih pritrjenih substituentov.
Elektronsko okrnjeni kisikov atom etrne skupine zato ni dovolj nukleofilen, da bi tvoril adukt
z BBrs3. Reakcija na tej skupini zato ne potece kljub velikemu prebitku reagenta. S tem smo
odkrili reakcijske pogoje s katerimi lahko dosegamo selektivno cepitev metoksi skupin na
aromatskih obrocih brez cepitve metoksi skupin na piridinskem obrocu. Verjetno pa do

cepitve ne bi prislo tudi na drugih, piridinu podobnih heteroaromatskih obroc¢ih.
5.4 DEMETILIRANJE Z BROMOVODIKOVO KISLINO

Za cepitev metoksi skupine na orto mestu glede na piridinski dusikov atom smo se morali
posluziti bolj agresivne demetilacijske metode. Uporabili smo 33% raztopino HBr v ocetni
kislini. Kot reakcijsko topilo smo uporabili ocetno kislino, saj le-ta dobro raztaplja tako
izhodne spojine kot HBr. Reakcijo smo izvajali 2 uri pri povisani temperaturi. Visoka
reaktivnost HBr v mnogih primerih vodi do poteka nezZelenih stranskih reakcij, kar je tudi
razlog, da smo v prvem koraku uporabili blazjo metodo z BBr3. Kljub temu se je izkazalo,
da je reakcija potekla le do Zelenega produkta z dobrim izkoristkom (59-74%). HBr v stiku
s piridinom tvori piridinijevo sol, zato smo po koncu reakcije produkt oborili z NaHCOs3, ki

nevtralizira nastalo kislo sol (Slika 19) (51).
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Slika 19: Mehanizem demetilacije s HBr
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5.5 BIOKEMIJSKO VREDNOTENJE

Vsem konc¢nim sintetiziranim spojinam so dolo¢ili njihovo zaviralno aktivnost na izolirani
goveji ksantinski oksidazi. V prvi seriji testov so bile vse spojine ovrednotene pri
koncentraciji 150 uM. V primeru, da je bilo zaviranje encima opazno, so bili testi z namenom
natan¢nejSe dolocitve ICso ponovljeni Se pri vec razli¢nih koncentracijah zaviralca. Rezultati

testiranj so zbrani v Tabela I.

Tabela I: Zaviralna aktivnost sintetiziranih spojin
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13 -OMe EONOZ >150
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EOH 40,61 + 4.06
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Izmed 20 testiranih spojin se je kot aktivna izkazala le spojina 15. Rezultati so presenetljivi,
saj smo kot modelno spojino vzeli topiroksostat, zelo mo¢an zaviralec z vrednostjo ICso
5,3nM (57). Ker smo strukturo topiroksostata spreminjali le v manjSem obsegu, SMo
pricakovali ohranjeno aktivnost, ki bi se spreminjala v odvisnosti od substituentov na obeh

aromatskih obroéih.

Da bi lazje primerjali sintetizirane spojine s topiroksostatom, je potrebno opredeliti bistvene
strukturne elemente, ki botrujejo moc¢nemu delovanju topiroksostata (Slika 20).
Najpomembne;jsi del je 4-piridilni obro¢, preko katerega pride do kovalentne povezave z
molibdenskim kofaktorjem encima, zato mora biti nesubstituirano vsaj eno mesto na orto
poloZaju ob piridinskem dusikovem atomu. Slednji hkrati tvori vodikovo vez z Glu-1261.
Vodikovi vezi tvorita Se Glu-802 in N4 atom triazolnega obroca ter nitrilna skupina in
Asn-768. Osrednji triazolni obro¢ je stisnjen med Phe-914 in Phe-1009, zato je pomembno
ohranjanje planarne strukture srednjega obroca. V kristalni strukturi kompleksa
topiroksostata in ksantinske oksidaze sta vidni $e dve molekuli vode, ki sta od N1 in N2

triazolnih atomov na razdalji, ki ustreza vodikovi vezi (42,57).
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Slika 20: Bistvene interakcije topiroksostata v aktivnem mestu ksantinske oksidaze

Vse sintetizirane spojine v ve€ji meri ustrezajo vecini strukturnih elementov, ki so
pomembni pri delovanju topiroksostata. Da bi izni¢ili vpliv substituentov na jakost delovanja
in s tem preverili le vpliv zamenjave triazolnega z 1,2,4-oksadiazolnim obroem, Smo
sintetizirali tudi spojino 22. Ta je razen zamenjave enega dusSikovega s kisikovim atomom v
centralnem obrocu strukturno povsem identi¢na spojina topiroksostatu. Ugotovimo, da
zamenjava obroCev vodi v popolno izgubo aktivnosti. Tako triazol kot oksadiazol sta
planarna aromatska obroca, ki sta sposobna tvorbe n-7 interakcij z obema aromatskima
aminokislinskima ostankoma v encimu. Iz teh podatkov lahko sklepamo, da je izguba

aktivnosti posledica spremenjene tvorbe vodikovih vezi.
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Goldberg in sodelavci so v preucevanju razliénih izomerov oksadiazola odkrili, da je N4
dusikov atom zelo slab akceptor vodikove vezi (58). Ti resonanc¢ni vplivi lahko v primeru
sintetiziranih spojin vodijo v izgubo sposobnosti tvorbe vodikove vezi z Glu-802. Hkrati je
oksadiazolni kisikov atom akceptor vodikove vezi in ne donor kot je to N1 triazolni dusikov
atom. Pri zamenjavi obroca pride tudi do ve¢je spremembe dipolnega momenta in s tem
razporeditve elektronske gostote po molekuli. 1,2,4-triazol na obrocu izkazuje dipolni
moment 3,17 D, 1,2,4-oksadizol pa le 1,8 D (59,60). Vse opisane spremembe lahko razlagajo

slabo afiniteto sintetiziranih spojin do aktivnega mesta ksantinske oksidaze.

Glede na neaktivnost vseh ostalih spojin, §e posebej spojine 22, je presenetljivo, da spojina
15 vseeno izkazuje Sibko zaviralno aktivnost. Njeno aktivnost tezko razlozimo s primerjavo
s topiroksostatom, lahko pa njeno strukturo primerjamo z nekaterimi flavonoidi. Le-ti so
zaradi svoje edinstvene antioksidativne narave ze dolgo predmet raziskovanja. Nekatere
izmed spojin v skupini flavonoidov izkazujejo tudi moé¢no zaviralno aktivnost na ksantinsko
oksidazo, ki izvira iz njihove delne podobnosti s ksantinom. Kvercetin, ki spada v to skupino,
je bil uporabljen tudi kot pozitivna kontrola pri biokemijskem vrednotenju sintetiziranih
spojin. Slika 21 prikazuje strukturno podobnost ksantina, spojine 15 in krizina, enega izmed
flavonov — podskupine flavonoidov — ki ksantinsko oksidazo zavira z 1Cso = 5,02 uM. Ce z
obroCa A na krizinu odstranimo obe hidroksilni skupini, dobimo flavon, ki je v smislu
zaviranja ksantinske oksidaze povsem neaktivna spojina. To dokazuje, da sta ti hidroksilni
skupini bistveni za delovanje. Substitucija na obro¢u B je glede aktivnosti tezZje predvidljiva.
Z dodatkom dveh hidroksi in ene metoksi skupine dobimo izoramnetin, ki ima $e izboljSano
aktivnost (ICso = 0,40 uM), medtem ko v drugih primerih dodajanje hidroksi skupin vodi v
znizanje aktivnosti. Podobni u¢inki se kazejo tudi v naSem primeru, saj je spojina 15 aktivna,
spojini 7 in 16 pa ne. Da bi teorijo glede podobnosti s flavonoidi potrdili, bi potrebovali
kristalno strukturo kompleksa spojine 15 in ksantinske oksidaze, kar bi lahko bil predmet
nadaljnjih raziskav (61,62).
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Slika 21: A: Ksantin v enolni tavtomerni obliki, B: Spojina 15, C: Krizin, D: lzoramnetin
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6 ZAKLJUCEK

V sklopu magistrske naloge smo nacrtovali in sintetizirali 20 novih potencialnih zaviralcev
ksantinske oksidaze. Zasnovali smo jih na podlagi strukture znanega in mo¢nega zaviralca
topiroksostata. Z zamenjavo skeleta smo dobili piridil-1,2,4-oksadiazolni osnovni skelet, na
katerega smo pripenjali razlicne substituente. Uporabili smo Ze dobro uveljavljene sintezne
postopke, zato so sinteze v vseh korakih potekle po pri¢akovanjih do produktov visoke
Cistosti.

Vse sintetizirane spojine smo posredovali na in vitro testiranje aktivnosti z govejo ksantinsko
oksidazo. Razen spojine 15 so se vse spojine izkazale kot neaktivne. Tako smo ugotovili, da
zamenjava triazolnega obroca z 1,2,4-oksadiazolnim obrocem v topiroksostatu vodi v izgubo
zaviralne aktivnosti. Razlogi za ta pojav se najverjetneje skrivajo v izgubi sposobnosti tvorbe

vodikovih vezi in spremenjeni elektronski gostoti na centralnem obrocu.

Razloge za Sibko delovanje spojine 15 smo nasli drugje, in sicer v podobnosti strukture z
dolo¢enimi flavonoidi, ki so v preteklosti Ze bili predmet raziskovanja na podro¢ju zaviranja
ksantinske oksidaze. Da bi lahko to teorijo potrdili, bi potrebovali kristalno strukturo
kompleksa spojine 15 in encima. Glede na enostavnost sinteze spojin z oksadiazolnim
obro¢em bi lahko iz kristalne strukture pridobljene podatke uporabili za optimizacijo

strukture in razvoj mocnejsih zaviralcev.
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