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KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica I Rezultati bioloskega testiranja



. POVZETEK

Ksantinska oksidaza je flavoproteinski encim, ki ima glavno vlogo v metabolizmu purinov.
Nahaja se v razli¢nih organih, in sicer predvsem v jetrih, prebavilih, pljucih, ledvicah, srcu
in mozganih ter tudi v plazmi. Encim katalizira oksidacijo hipoksantina v ksantin in
nadalje ksantina v se¢no kislino, ki je kon¢ni produkt metabolizma purinov. Preveliko
nastajanje ali nasicenje poti izlo¢anja vodi v povisano koncentracijo secne Kkisline
(hiperurikemija), ki je lahko vzrok za razli¢na bolezenska stanja. Poleg tega pri reakcijah
ksantinske oksidaze nastajajo tudi reaktivne kisikove zvrsti, ki imajo pomembno vlogo pri
mnogih patoloskih procesih. Zaradi majhnega Stevila registriranih zaviralcev ksantinske
oksidaze, ki imajo hkrati Se Stevilne nezelene stranske ucinke, in zaradi vpliva encima na
Sirok spekter patofiziologije, raziskovalci veliko pozornosti namenjajo iskanju novih,

ucinkovitejsih in bolj varnih zdravilnih ué¢inkovin.

V magistrskem delu smo nacrtovali in sintetizirali razli¢ne 3,5-disubstituirane derivate
1,2,4-oksadiazola kot potencialne zaviralce ksantinske oksidaze in ovrednotili njihovo
inhibitorno aktivnost. Kot spojino vodnico smo izbrali zaviralec febuksostat, ki smo mu
zamenjali centralni obro¢ z bioizosterno zamenjavo tiazola z 1,2,4-oksadiazolom. Centralni

obroc¢ pa smo nato substituirali z razli¢nimi arilnimi in heteroarilnimi skupinami.

Uspesno smo sintetizirali in karakterizirali enaindvajset razlicnih spojin, izmed katerih sta
10 in 22 pokazali $ibko inhibitorno delovanje. Sklepamo lahko, da sta v nasi seriji spojin
za inhibitorno aktivnost poleg ustrezne prostorske razporeditve potrebni prosta karboksilna
in dodatna elektron-akceptorska skupina. Aktivni spojini bi lahko nadalje optimizirali e z
dodatkom lipofilne verige, ki bi tvorila dodatne hidrofobne interakcije v vezavnem mestu.
Vecina spojin ni bila aktivna, zato bi bilo v nadaljnjih raziskavah vredno razmisliti tako o
drugacnem vzorcu substitucije (hetero)aromatskih obrocev na mestih 3 in 5 centralnega
1,2,4-oksadiazolnega obroca kot mogoce tudi o bioizosterni zamenjavi tiazola z drugim

centralnim obro¢em.

Kljuéne besede: ksantinska oksidaza, inhibicija, alopurinol, febuksostat, 1,2,4-oksadiazol



1. ABSTRACT

Xanthine oxidase is a flavoprotein enzyme that plays a major role in the purine
metabolism. It is located in various organs, mainly in the liver, gut, lungs, kidneys, heart
and brain and also in the plasma. The enzyme catalyzes the oxidation of hypoxanthine to
produce xanthine and further catalyzes the oxidation of xanthine to produce uric acid,
which is the final product of purine metabolism. Excessive uric acid formation or
saturation of the elimination pathway leads to elevated uric acid level (hyperuricemia),
which may be the underlying cause of various disease conditions. Furthermore, xanthine
oxidase reactions generate reactive oxygen species, which play an important role in many
pathological processes. Because of the small number of registered xanthine oxidase
inhibitors, which simultaneously have many unwanted side effects, and due to the effect of
the enzyme on the wide spectrum of pathophysiology, researchers are devoting a lot of

attention to finding new, more effective and safer active substances.

In this Master’s thesis, various 3,5-disubstituted derivatives of 1,2,4-oxadiazole were
designed and synthesized as potential xanthine oxidase inhibitors. New compounds were
later evaluated for their inhibitory activity. The design and synthesis were based on the
structure of the lead compound — febuxostat. Within the scope of this thesis, the central
thiazole ring was replaced with 1,2,4-oxadiazole. The central ring was then substituted

with various aryl and heteroaryl groups.

We successfully synthesized and characterized twenty-one different compounds, of which
10 and 22 showed weak inhibitory activity. We can conclude that besides the appropriate
spatial arrangement of the molecule, a free carboxyl group and an additional electron
acceptor group are required for inhibitory activity in our series of compounds. Both active
compounds could be further optimized by addition of a lipophilic chain that would form
additional hydrophobic interactions in the binding site. Most of the compounds were
inactive, therefore it would be worthwhile to consider both a different substitution pattern
of (hetero) aromatic rings at positions 3 and 5 of the central 1,2,4-oxadiazole ring, as well

as another central ring as a bioisosteric replacement of thiazole in further studies.

Key words: xanthine oxidase, inhibition, allopurinol, febuxostat, 1,2,4-oxadiazole
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1. UvVOD

1.1 SECNA KISLINA IN HIPERURIKEMIJA

Sec¢na kislina je kon¢ni produkt metabolizma purinov v telesu. Purini se najprej
metabolizirajo do inozina, nato do hipoksantina, ¢emur sledi se metabolna pretvorba do
ksantina in v zadnji stopnji Se do se¢ne kisline (1, 2). Se¢na kislina ima heterocikli¢no
strukturo in je pri fizioloSkem pH-ju v obliki soli, urata. Ta se iz telesa izlo¢a preko urina
in gastrointestinalnega trakta. Preveliko nastajanje in nasienje poti eliminacije vodi v
povisano koncentracijo sec¢ne kisline v telesu, ¢emur pravimo hiperurikemija, ki je lahko

vzrok za razli¢na bolezenska stanja (2).

Stanje hiperurikemije v telesu se pojavi zaradi povecanega nastajanja secne kisline ali pa
njenega zmanjSanega izlocanja iz telesa. Dejavniki tveganja za povefano nastajanje so
razli¢ni, med najpomembnejse sodijo: hrana, bogata s purini (rde¢e meso, skoljke, s
fruktozo sladkane pijace), prekomerno uzivanje alkohola, debelost ter mieloproliferativne
in limfoproliferativne motnje. Tudi vzroki za zmanj$ano izloCanje iz telesa so Stevilni in
zelo raznoliki, najpomembnej$i med njimi so: metabolni sindrom, diabetes, kroni¢na
ledvi¢na bolezen in zdravilne uéinkovine, ki povecCujejo raven urata v krvi (diuretiki,

ciklosporin in nizki odmerki acetilsalicilne kisline) (2).

Hiperurikemija je definirana kot vrednost se¢ne kisline oz. urata v plazmi, ki presega 6,8
mg/dL. Pri tej koncentraciji se namre¢ poveta moznost reakcije deprotoniranega urata z
natrijevimi ioni in s tem zacetek obarjanja kristalov mononatrijevega urata (MSU), ki
imajo klju¢no vlogo pri nastanku protina. Pri tej bolezni pride do nabiranja kristalov MSU
v tkivih in sklepih, kar aktivira tkivne makrofage, ki za¢nejo izlocati vnetne citokine, kot je
na primer interlevkin 1 (IL-1). Sledi aktivacija sistema komplementa, vdor nevtrofilcev in
spros¢anje derivatov arahidonske kisline, posledica vsega nastetega pa je vnetna reakcija v
tkivu ali sklepu, kar privede do bole¢e otekline. Posledica hiperurikemije je lahko tudi
tvorba kristalov v ledvicah, ¢emur sledi nastanek ledviénih kamnov in v najhujSem primeru

tudi akutna ledvi¢na odpoved (2, 3).

Pri zdravljenju akutnega napada protina je potrebno najprej zmanjsati vnetje, kar lahko
dosezemo z nesteroidnimi antirevmatiki (NSAID), ki so prva izbira zdravljenja, ali pa s

kortikosteroidi oziroma celo z alkaloidom kolhicinom, ki zmanjSuje aktivacijo vnetnih in



povecuje koncentracijo protivnetnih mediatorjev (4, 5). Za dolgoro¢no uravnavanje nivoja
secne kisline v plazmi se priporoca izguba telesne teze, zmanjSan vnos fruktoze, rdecega
mesa, $koljk in prenchanje uzivanja alkohola. Priporo¢eno je uzivanje zelenjave in manj
mastnih mleénih izdelkov. Ce nefarmakoloski ukrepi ne zadostujejo, lahko hiperurikemijo
zdravimo z razli¢nimi zdravilnimi u¢inkovinami. Dale¢ najve¢ se uporabljata alopurinol in
febuksostat, zaviralca ksantinske oksidaze, encima, ki katalizira nastanek se¢ne kisline kot
kon¢nega produkta metabolizma purinov. Poleg kolhicina se lahko uporabljata Se
probenecid in peglotikaza (4). Probenecid je zdravilna ucinkovina, ki poveca urinarno
izloCanje secne kisline prek inhibicije proksimalnega tubularnega prenaSalca URATI v
ledvicah (blokira ponovni privzem se¢ne kisline nazaj v kri). Uéinkovina zato ni primerna
za bolnike z ledvi¢no insuficienco (6, 7). Peglotikaza spada v skupino urikaz in katalizira
oksidacijo se¢ne kisline v alantoin, ki je bolj topen kot urat in se laZje izlo¢a prek ledvic.
Zdravilo se uporablja v obliki intravenske infuzije in je namenjeno bolnikom, pri katerih so

moznosti zdravljenja z drugimi zdravili omejene (7, 8).

1.2 KSANTINSKA OKSIDAZA

Ksantinska oksidaza (XO) je flavoproteinski encim, ki ima glavno vlogo v metabolizmu
purinov. Za svoje delovanje uporablja redoks kofaktor flavin adenin dinukleotid (FAD), ki
sluzi kot prenasalec elektronov. Je ena izmed dveh oblik ksantinske oksidoreduktaze
(XOR), pri ¢emer drugo predstavlja ksantinska dehidrogenaza (XDH). Gre za dve obliki
istega encima, ki se razlikujeta v tem, da ksantinska oksidaza lahko reducira le Kkisik,
ksantinska dehidrogenaza pa ima zaradi svoje oblike veéjo afiniteto do kofaktorja NAD™
(9). Razlika v njunem delovanju je posledica razlike v njunih strukturah. V sesal¢jih
celicah se encim sintetizira v obliki XDH, ki se nato v XO lahko pretvori s proteolizo ali pa
z oksidacijo sulfhidrilnih ostankov do disulfidnih vezi. Na ta nacin se spremeni struktura
proteina in prekrije skupino FAD, zato je steriéno onemogocen prenos elektrona do veéje
molekule NAD" (10, 11).

Ksantinska oksidoreduktaza je homodimer, sestavljena iz dveh 145 kDa velikih podenot.
Vsaka podenota je sestavljena iz treh delov, in sicer iz (i) C-terminalnega dela, v velikosti
85 kDa, ki vsebuje molibdopterinski kofaktor, ki je tudi aktivno mesto encima; (ii) N-
terminalnega 20 kDa velikega dela, v kateri se nahaja feredoksinski kompleks Fe2S»; in
(iii) osrednjega dela v velikosti 40 kDa, ki vsebuje FAD (Slika 1). XOR se nahaja v



razli¢nih organih, predvsem v jetrih, prebavilih, pljucih, ledvicah, srcu in mozganih ter tudi

v plazmi (12).
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Slika 1 Strukturni model ene podenote XDH in XO. Prirejeno po Smelcerovic et al. (12)

Tako ksantinska dehidrogenaza kot ksantinska oksidaza katalizirata oksidacijo
hipoksantina v ksantin in nadalje ksantina v se¢no kislino. Ob tem v reakcijah ksantinske

oksidaze nastajata tudi vodikov peroksid (H20:) in superoksidni anion (O2”) (Slika 2) (12).
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Slika 2 Shematski prikaz delovanja XDH in XO. Prirejeno po Smelcerovic¢ et al. (12)

Obe obliki encima sodelujeta v vrsti biokemi¢nih procesov, kot npr. v hidroksilaciji
purinov, pterinov, aromatskih heterociklov, alifatskih in aromatskih aldehidov, in tako
pripomoreta tako k detoksifikaciji kot tudi aktivaciji razlicnih endogenih snovi (10).
Encima sta pomembna tudi pri oksidaciji raznih zdravilnih u¢inkovin, predvsem tistih, Ki

po strukturi sodijo med derivate purina (13).



1.3 BOLEZENSKA STANJA, POVEZANA S KSANTINSKO
OKSIDAZO

Pri poskodbi jeter in prebavnega trakta se povisa koncentracija XO v Kkrvi, zato se
uporablja kot biomarker pri ugotavljanju poskodb. Nivo encima v krvi lahko, poleg
poskodb jeter in prebavil, kaze tudi na druge patofizioloske procese, kot so jetrna ishemija,
hemoragi¢ni Sok, anemija srpastih celic in ateroskleroza. V krvnem obtoku ima XO v teh
procesih vlogo mediatorja, ki lahko povzroc¢i poskodbe v drugih organih, saj se veze na
glikozaminoglikane na povrsini endotelijskih celic, kjer za¢ne spro$cati oksidante, kar

privede do endotelijske disfunkcije in poskodbe oddaljenih organov (10).

Poleg endotelijske disfunkcije je preveliko nastajanje secne kisline skupaj z nastajajocimi
reaktivnimi snovmi povezano tudi s kardiovaskularnimi obolenji, z akutnim artritisom in z
ledvi¢nimi boleznimi. Urat sproza intrinzi¢no koagulacijo in lahko stimulira nastanek
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) v nevtrofilcih (9). Nastali superoksidni anion lahko hitro
reagira z vnetnim mediatorjem dusSikovim oksidom in tvori citotoksi¢ni oksidant
peroksinitrit, ki lahko poSkoduje beljakovine, lipide in DNA v neposredni blizini encima
XO ter tako povzroca celi¢ne poSkodbe in iniciira razna patofizioloska stanja. Superoksidni
anion in ostale ROS imajo pomembno vlogo pri mnogih patoloskih procesih, kot npr. pri
vnetju, aterosklerozi, kancerogenezi in staranju (10, 14). Po drugi strani pa ima ksantinska
oksidaza, poleg vloge pri nastanku reaktivnih Kisikovih zvrsti, tudi antioksidativno
delovanje. Se¢na kislina, ki nastaja v reakcijah XO, je namre¢ glavni plazemski
antioksidant, ki se lahko oksidira do relativno stabilnih oksidacijskih produktov, in tako
ucinkovito §¢iti bioloSke tarCe pred oksidacijo, povzroceno s hidroksilnimi radikali,

hipokloriti, peroksinitriti in singletnim kisikom (15, 16).

Alopurinol in njegov metabolit oksipurinol, sta v Studijah pokazala pozitiven ucinek pri
zdravljenju kardiovaskularnih obolenj in razli¢nih vnetij, zato v zadnjih desetletjih
strokovnjaki vedno ve¢ pozornosti namenjajo raziskovanju ksantinske oksidaze in vlogi

tega encima pri drugih bolezenskih stanjih (9, 10).

1.3.1 Sindrom tumorske lize povezan s kemoterapijo

Zaradi hitrega razpada tumorskih celic po kemoterapiji pride v telesu do metabolnih

sprememb. Povisa se koncentracija purinov, zato nastaja vse vec secne kisline, kar se



odrazi v tezki klini¢ni sliki (slabost, bruhanje, oslabelost, kr¢i), ki jo omilimo z zaviralci
ksantinske oksidaze (17). Potrebni so razmeroma veliki odmerki, ki pa imajo v primeru
alopurinola veliko pogostost nezelenih ucinkov — vrocina, izpuscaji, levkocitoza,
eozinofilija, vaskulitis, asepti¢ni meningitis, nefritis in ledvi¢na odpoved, odpoved jeter ter
smrt (10, 18).

1.3.2 Ishemija s sledeco reperfuzijo

Reaktivne kisikove zvrsti, ki nastajajo pri reakcijah kataliziranih s strani ksantinske
oksidaze, pripomorejo k ishemi¢nim poskodbam organov. Pri ishemiji pride zaradi
povisane koncentracije intracelularnega kalcija do aktivacije proteaz, ki XDH pretvorijo v
XO, in hkrati do povisane vrednosti hipoksantina, ki nastaja iz porabljenega ATP-ja. Pri
sledeci reperfuziji XO hipoksantin pretvarja v ksantin in nadalje v se¢no kislino, pri tem pa
zaradi porabljanja kisika nastajajo tudi ROS (10, 19). Po stevilnih $tudijah, v katerih so
raziskovali prisotnost XO v ishemi¢nem srcu in vpliv alopurinola, je zdaj dokazano, da sta
po ishemiji v srcu prisotna tako XO kot tudi povecana koncentracija substrata (20, 21).
Navkljub velikemu $tevilu $tudij, ki govorijo v prid zdravljenju z alopurinolom, so nekateri
raziskovalci ugotovili, da le-ta nima ucinka na potek bolezni oz. jo lahko celo poslabsa (22,
23). Pozitiven vpliv alopurinola ni zanesljivo dokazan, zato bi bile za dokon¢no ugotovitev
potrebne nove in bolj obsezne randomizirane Studije. Je pa alopurinol v §tudijskih modelih
uspes$no zmanjsal ishemiéne poskodbe mozganov in deloval zas¢itno tudi pri ishemiji in
sledeci reperfuziji prebavil (24, 25). Pri ishemi¢ni poSkodbi jeter so raziskovalci dokazali
tako povecano vrednost XO kot tudi povecano pretvorbo XDH v XO (26). V ve€ini Studij
so dokazali za$¢itno delovanje alopurinola, zmanj$anje izloCanja jetrnih encimov in
izboljsanje ledviéne funkcije pri ishemiénih poskodbah ledvic (27, 28). Studije kaZejo, da
naj bi alopurinol imel zas¢itno vlogo tudi pri ishemijsko — reperfuzijski poskodbi pljuc, ne

pa pri poskodbah skeletnih misic (29, 30).

1.3.3 Cirkulacijski Sok

Raziskovalci so na razliénih modelih hudega hemoragi¢nega Soka dokazali, da alopurinol
S¢iti pred poskodbami organov in zmanjSuje smrtnost (31). V Studijah na razli¢nih modelih

je uspesno preprecil posSkodbe jeter, zmanjSal raven DNA poskodb in bakterijsko



translokacijo ter S$citil pred vaskularnimi obolenji in napredujo¢o hemodinamic¢no
dekompenzacijo (31-35). Pri drugih oblikah Soka alopurinol ni izrazil teh pozitivnih
u¢inkov. V klini¢nih $tudijah zaenkrat $e niso uspeli dokazati nobenega izmed zgoraj

navedenih pozitivnih u¢inkov alopurinola (10).

1.3.4 Kroni¢no popuscanje srca

Pri bolnikih s kroni¢nim sr¢nim popusc¢anjem so odkrili poviSane vrednosti se¢ne kisline in
tudi povecano aktivnost XO v miokardu (36). V in vitro studijah so dokazali, da obstaja
povezava med povecanjem ravni XO v miokardu in napredovanim razvojem srénega
popuscanja. Posledica povecanja ravni XO je povecanje oksidativnega stresa v srcu (37).
Alopurinol je v $tudijah zmanjsal porabo kisika v miokardu, povecal sréno kontraktilnost
in mehansko uc¢inkovitost ter zmanjsal kontraktilnost sréne misice med srénim napadom in
nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti (38, 39, 40). Ker je alopurinol hkrati zelo dober
antioksidant, ni povsem jasno, v koliksni meri je z inhibicijo ksantinske oksidaze
pripomogel k zgornjim rezultatom. Vseeno pa so zaviralci XO zanimiva moznost pri
zdravljenju srénega popusCanja, saj je poviSana raven secne kisline v telesu dokazano
povecala umrljivost pri srénem popuscanju, hkrati pa njihov mehanizem delovanja ni enak
kot pri ostalih zdravilih, ki se uporabljajo pri srénem popuscanju, in bi tako u€inek samo

potencirali (10, 41).

1.3.5 Hipertenzija, hiperholesterolemija, ateroskleroza in diabetes

Serumska vrednost se¢ne kisline je pomemben dejavnik tveganja za kardiovaskularne in
ledvi¢ne bolezni, Se posebej pri ljudeh s srénim popuscanjem, diabetesom in hipertenzijo
(42). Bolniki s hiperurikemijo imajo ve¢jo moznost za nastanek endotelijske disfunkcije, Ki
je zaCetna znacilnost ateroskleroze, diabetesa, hipertenzije in srénega popuscanja in lahko
vodi lahko v kardiovaskularne zaplete ter nastanek mikrotrombov. K nastanku endotelijske
disfunkcije pripomore tudi lokalni nastanek reaktivnih kisikovih in dusikovih zvrsti v
okolici zilnega endotelija (43). Dokazi kazejo na to, da bi z inhibicijo XO lahko zmanjsali
nivo ROS in s tem ugodno vplivali na potek nastetih bolezni (20). Zaradi previsoke
aktivnosti XO pride do nastanka ROS, kar vodi do striznega stresa in poSkodbe endotelija s

posledi¢no aterosklerozo (44). Tudi na modelu hiperholesterolemije na zajcih so z



inhibicijo XO z oksipurinolom dokazali zmanjSanje nastanka prostih radikalov (45).
Podobno je raven aktivnosti XO povisana tudi pri diabetesu tipa 1 in tipa 2, zato je
zdravljenje z alopurinolom zmanj$alo oksidativni stres in izboljSalo endotelijsko funkcijo
(46, 47). Raziskovalci so v tkivih in srcu hipertenzivnih podgan nasli povecano aktivnost
X0, ki so jo po terapiji z oksipurinolom uspe$no zmanijsali (48, 49). Studije izbolj$anja
zilne funkcije po zdravljenju z alopurinolom so dale nejasne rezultate, zato obstaja
verjetnost, da XO pri patogenezi zilnih poSkodb pri hipertenzivnih bolnikih nima

pomembne vioge (10, 47, 50).

1.3.6 Vnetja

Pri pacientih z revmatoidnim artritisom so izmerili povisano plazemsko koncentracijo XO
(51). Alopurinol neposredno zmanjSuje simptome artritisa z inhibicijo XO in posledi¢no
zmanjsanim nastankom Kkristalov ter tudi zaradi svojega antioksidativnega delovanja (52).
Inhibicija XO se je izkazala kot dober nacin zdravljenja Se pri nekaterih drugih vnetnih
boleznih: plju¢nica, akutni respiratorni sindrom, KOPB, nefritis, pankreatitis, peritonitis in

peritonealne adhezije, uveitis in dermatitis (53-60).

1.4 ZAVIRALCI KSANTINSKE OKSIDAZE

Alopurinol (1,5-dihidro-4H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-on) je najpogosteje predpisana
zdravilna u¢inkovina iz skupine zaviralcev ksantinske oksidaze, ki se uporablja predvsem v
terapiji zdravljenja protina. Odkrili so ga v okviru projekta iskanja novih protitumornih
u¢inkovin, kjer je potencialna protitumorna ucinkovina 6-merkaptopurin zaradi
metabolizma, ki ga katalizira ksantinska oksidaza, izgubila uéinkovitost. Inhibicija
ksantinske oksidaze bi tako neposredno inhibirala metabolizem 6-merkaptopurina in
ojaCala protitumorno delovanje. Na podlagi poskusov so znanstveniki odkrili analog
hipoksantina, alopurinol, ki je u¢inkovito zaviral delovanje ksantinske oksidaze. Leta 1966
je ameriska FDA alopurinolu odobrila dovoljenje za promet in je Se danes najbolj
uporabljano zdravilo za zdravljenje hiperurikemije (10, 61). V telesu se preko ksantinske
oksidaze hitro oksidira do svojega aktivhega metabolita, oksipurinola (1,2-
dihidropirazolo[4,3-e]pirimidin-4,6-dion), ki prav tako inhibira XO (Slika 3). Pri nizkih

koncentracijah je alopurinol substrat in kompetitivni zaviralec encima, pri visjih



koncentracijah pa nekompetitivni zaviralec, tako kot oksipurinol. Mehanizem delovanja je
preprost: alopurinol oz. oksipurinol nadomestita hidroksilni ligand na ionu molibdena in s
tem preprecita oksidacijo hipoksantina do ksantina in le-tega do se¢ne kisline. Kljub svoji
veliki u¢inkovitosti pri zdravljenju hiperurikemije je alopurinol razmeroma $ibak zaviralec
XO, zato ne ¢udi teznja raziskovalcev po odkrivanju novih, u¢inkovitejsih spojin. Zaradi
uspeha alopurinola so se zacetne raziskave usmerjale k iskanju novih sinteznih derivatov
purina in pirimidina, a so kmalu ugotovili, da so neZeleni stranski ucinki alopurinola,
predvsem izpuscaji, neposredno povezani z njegovim purinskim skeletom. Encim
fosforibozil transferaza namre¢ metabolizira purinske derivate do ustreznih nukleotidov, ki
lahko v telesu povzrocajo hude izpuséaje. Razvoj novih zaviralcev XO se je zato v

kasnejsih letih usmeril v spojine, ki se strukturno razlikujejo od purinov (9, 10).

Slika 3 Strukturni formuli alopurinola (levo) in njegovega aktivnega metabolita oksipurinola (desno)

Leta 2009 je ameriska FDA japonskemu podjetju Takeda izdala dovoljenje za promet za
zdravilo  Uloric, z  zdravilno  ucinkovino  febuksostat  (2-(3-ciano-4-[2-
metillpropoksil]fenil)-4-metilltiazol-5-karboksilna Kislina) (Slika 4). Gre za nepurinski
zaviralec XO, derivat tiazola, ki se tesno prilega na aktivno mesto encima in tako
prepreCuje vezavo hipoksantina oz. ksantina. Pri tem ne pride do interakcije z
molibdopterinskim kompleksom, zato je njegov mehanizem delovanja drugacen kot pri

alopurinolu (9).
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Slika 4 Strukturna formula febuksostata



Leta 2003 so raziskovalci preucili interakcije febuksostata z XO iz govejega mleka in
ugotovili, da se v vezavnem mestu tvori mo¢an kompleks (Slika 5). Najpomembnejse so
interakcije med karboksilno skupino febuksostata in gvanidinsko skupino na Arg880,
amidnim delom Thr1010 ter njegovo stransko hidroksilno skupino. Prav tako pride do
tvorbe vodikovih vezi med amidno skupino Asn768 in nitrilno skupino febuksostata ter
med stranskim karboksilnim delom ostanka GIu802 in tiazolnim dusikom febuksostata. K
stabilizaciji kompleksa pripomorejo tudi n—= interakcije med tiazolom in aromatskim
obrocem Phe914 in Phel1009. Pomembne so Se hidrofobne interakcije med benzonitrilom
in Leu873 in Leul014 ter med 4-izobutoksi delom febuksostata in ostanki aminokislin
Leu648, Leul013, Phe649 in Val1011 (12, 62). Leu648 in Phe649 sta prisotna zgolj pri
goveji XO, v ¢loveski pa sta na njunem poloZaju izolevcin in cistein. Kljub temu pa
hidrofobne interakcije ostajajo enake, zato lahko mehanizem vezave prenesemo tudi na
¢loveka (62).
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Slika 5 Interakcije febuksostata v vezavnem mestu. Prirejeno po Okamoto et al. (62)

Japonska agencija za zdravila PMDA je leta 2013 zdravilni uc¢inkovini topiroksostat (3-(3-
ciano-4-piridil)-5-(4-piridil)-1,2,4-triazol) odobrila dovoljenje za promet z zdravili na
Japonskem. Podobno kot febuksostat tudi topiroksostat, Ki je strukturno derivat triazola,
sodi med nepurinske zaviralce XO (Slika 6). Gre za hibridni tip zaviralca, ki se najprej
obnasa kot kompetitivni, nato pa kot ireverzibilni zaviralec, saj s ksantinsko oksidazo tvori
mocan kompleks. Pri svojem delovanju tvori interakcije z aminokislinskimi ostanki encima

in se hkrati preko kisika kovalentno veze na molibdenski kompleks (63).

Uc¢inkovina, za katero se pri¢akuje, da bo v naslednjih letih postala nova alternativa za

zdravljenje hiperurikemije in je trenutno $e v klini¢nih $tudijah, je Y-700 ([1-[3-ciano-4-



(2,2-dimetilpropoksi)fenil]-1H-pirazol-4-karboksilna kislina]) (Slika 6). Gre za spojino, ki
je v strukturnem smislu derivat pirazola in se, tako kot febuksostat, tesno prilega v aktivno
mesto encima in preprecuje dostop substrata (64). Febuksostat, topiroksostat in tudi Y-700
so v Studijah na podganah in ljudeh pokazali visoko biolosko razpolozljivost, ugodnejsi
toksikoloski profil ter mocnejSe in dalj Casa trajajoe hiperurikemi¢no delovanje kot
alopurinol. Te uc¢inkovine se v vecji meri izloCajo s fecesom, zato prilagajanje doze za
ledvi¢ne bolnike ni potrebno (10, 65, 66). Pri tistih s hudo ledvi¢no disfunkcijo je uporaba

alopurinola namre¢ odsvetovana, saj se oksipurinol skoraj v celoti izlo¢a preko ledvic (67).
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Slika 6 Strukturni formuli topiroksostata (levo) in Y-700 (desno)

1.5 ZAMENJAVA SKELETA (SCAFFOLD HOPPING)

Zamenjava skeleta oz. t.i. skeletni preskok (ang. scaffold hopping) je ena izmed strategij za
odkrivanje novih zdravilnih uc¢inkovin. Metodo skeletnega preskoka je leta 1999 Schneider
s sodelavci predstavil kot tehniko iskanja spojin, ki imajo podoben bioloski ucinek, a
razli¢no centralno ogrodje (skelet). Bistvo metode je zamenjava osrednjega skeleta znane
aktivne molekule, pri ¢emer kot rezultat dobimo potencialno biolosko aktivno spojino z
drugac¢no kemijsko strukturo. Strategija se uporablja tako pri zaCetnem nacrtovanju spojin,

kot tudi pri njihovi kasnej$i optimizaciji (68).
V splo$nem obstajajo Stiri razlicne kategorije skeletnega preskoka:

e zamenjava heterocikla
e odprtje oz. zaprtje obrocne strukture
e nacrtovanje peptidomimetikov

e preskok na osnovi topoloskih znacilnosti (redki primeri uspesnega preskoka)
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1.5.1 Zamenjava heterocikla

Heterocikel, ki ima vlogo osrednjega ogrodja spojine, s svojo prostorsko usmeritvijo
omogoca interakcije med ligandom in taréno molekulo. Zamenjava skeleta je uspe$na, Ce
uspemo ohraniti to usmeritev in hkrati obdrzati biolosko aktivnost. To lahko tudi

izboljsamo, ¢e novi skelet omogoca dodatne interakcije in Se izbolj$a vezavo na tarco.

Rimonabant je bil prvi odobreni selektivni antagonist kanabinoidnega receptorja CB1 za
uporabo na ljudeh. Zaradi varnostnih zadrzkov ta zdravilna ucinkovina nikoli ni dobila
dovoljenja za promet s strani ameriSke FDA, zato so raziskovalci s pomocjo strategije
skeletnega preskoka poskusali odkriti nove selektivne CB1 antagoniste z boljSimi
farmakokineti¢nimi lastnostmi (68). Metilpirazolno ogrodje so nadomestili z raznimi pet-
in SestClenskimi obro¢i (tiazoli, piroli in pirazini) (69, 70, 71). S tem so uspeli zadrzati

biolosko aktivnost, rezultati varnosti pri cloveku pa $e niso znani (Slika 7).
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cl cl cl

Cl Cl Cl Cl Cl
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Slika 7 Rimonabant (a) in strukturni derivati tiazola (b), pirola (c) in pirazina (d). Prirejeno po Sun et al. (68)

Na podoben nacin so raziskovalci iz Merck-a s pomocjo skeletnega preskoka razvili tudi
boljse CB2 selektivne antagoniste (Slika 8). Triarilni bis-sulfonski antagonist CB2 je imel
zaradi svojega skeleta Se nekatere neZelene ucinke, ki so jih izni€ili z bolj hidrofobnim,
biarilnim analogom (centralni fenilni obro¢ so zamenjali s spirociklopropilpiperidinom)
(72).
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Slika 8 Zamenjava fenilnega obroca (a) s spirociklopropilpiperidinom (b). Prirejeno po Sun et al. (68)
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1.5.2 Odprtje ali zaprtje obrocne strukture

Zaprtje obroc¢a lahko molekulo zaklene v njeno bioaktivno konformacijo in tako zmanjsa
entropijo pri interakciji s tar¢no molekulo. Po drugi strani pa lahko odprtje obroca, ¢e je le-
teh v molekuli ve¢, izbolj$a njene farmakokineticne in farmakodinamicne lastnosti (68).
Raziskovalci so leta 1977 na podlagi strukture morfina sintetizirali tramadol. Ta se v
primerjavi z morfinom sicer Sibkeje veze na opioidne receptorje, a ima tudi manjsi
potencial za zasvojenost. Z odprtjem treh obro¢nih struktur so uspeli zadrzati klju¢ne
farmakofore, ki so odgovorni za analgeticno delovanje in hkrati zmanjsali nezelene

stranske u¢inke morfina ter povecali absorpcijo (Slika 9) (68, 73).

HO

Slika 9 Odprtje obrocev na osnovni strukturi morfina (levo) in tramadol (desno). Prirejeno po Sun et al. (68)

1.5.3 Nacdrtovanje peptidomimetikov

Biolosko aktivni endogeni peptidi imajo pomembno vlogo v naSem telesu, saj lahko
njihovo neravnovesje privede do razli¢nih patoloskih stanj. Ker biogenih peptidov zaradi
slabe metabolne stabilnosti in absorpcije ne moremo uporabljati kot zdravila, lahko z
ustreznim nacrtovanjem peptidomimetikov prikrijemo nekatere slabe lastnosti osnovne
molekule. Gre za molekule, ki posnemajo bioaktivno konformacijo izbranega peptida. S
skeletnim preskokom lahko zamenjamo nekatere dele peptidov, ki bi bili drugace

podvrzeni hitremu metabolizmu ali pa izboljsamo njihovo vezavo (Slika 10) (68, 74).

Slika 10 Nacrtovanje peptidomimetika. Prirejeno po Sun et al. (68)
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1.6 OVREDNOTENJE NOVIH POTENCIALNIH ZAVIRALCEV
KSANTINSKE OKSIDAZE

Z namenom iskanja novih zaviralcev ksantinske oksidaze so znanstveniki v zadnjih letih
sintetizirali in ovrednotili mnogo spojin, z razli¢nimi kemijskimi strukturami. V ¢lanku, ki
ga je aprila 2017 objavil Smelcerovi¢ s sodelavci, so se raziskovalci osredotoéili na pregled
in vrednotenje 240 razli¢nih analogov petclenskih in Sest¢lenskih obrocev ter na razli¢ne
spojine z bicikli¢nimi, triciklicnimi in kondenziranimi obroc¢i. Vsem spojinam so najprej
izracunali relativno inhibitorno jakost (RIP = ICso standarda/ 1Cso izbrane spojine; ICso =
koncentracija, pri kateri izbrana spojina zavre 50% aktivnosti encima), v drugem delu pa
so z in silico metodami napovedali fizikalno-kemijske lastnosti, farmakokinetiko in
toksi¢nost izbranih spojin. Med vsemi preuc¢enimi spojinami SO Se kot najbolj potencialni

izkazali analogi imidazola, 1,3-tiazola in pirimidona (12).

Chen s sodelavci je leta 2015 sintetiziral serije derivatov 1-hidroksi/metoksi-4-metil-2-
fenil-1H-imidazol-5-karboksilne kisline (Slika 11) (75). Njihova struktura je podobna
febuksostatu, razlikuje se le v drugaénem centralnem obrocu in dodatni hidroksilni skupini
na mestu 1, ki tvori dodatno vodikovo vez s Thrl1010 v vezavnem mestu encima. Med
vsemi sintetiziranimi spojinami imata najvecji potencial spojini, ki imata na mestu Rz na
fenilnem obrocu hidrofobni skupini (1-metilpropil oz. 2-metilpropil), kot del etrne
funkcionalne skupine. Poleg ugodnih fizikalno-kemijskih in farmakokineti¢nih lastnosti
imata tudi 1,67 oz. 3,33-krat vecjo relativno inhibitorno jakost kot febuksostat (pozitivna
kontrola - 1Csp = 0,01 uM) (12).

NC
) 1
RO~ ™  OH R' R? ICso [uM] RIP;
\ i N [
Sty -f"\“\\o OH CH(CH5)CH>CHs 0.003 3.33
N— OH CH,CH(CH3), 0006  1.67

Slika 11 Derivati imidazola kot potencialni zaviralci XO. Prirejeno po Smelcerovic et al. (12)

Song in sodelavci so leta 2015 sintetizirali serije tri-substituiranih 2-(indol-5-il)-tiazolnih
derivatov, pri katerih so fenilno skupino febuksostata nadomestili s substituiranim indolom
(Slika 12) (76). Podobno kot pri febuksostatu tudi pri teh spojinah karboksilat omogoca
ionsko in vodikovo vez med zaviralcem in Arg880 in Thr1010 v vezavnem mestu encima.

Najve¢ obetajo spojine, ki imajo v svoji strukturi na indolnem mestu R4 pripeto nitrilno
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skupino, ki tvori vodikovo vez z aminokislinskim ostankom Asn768. Med vsemi temi so
najvecjo biolosko razpolozljivost v seriji pokazale spojine, ki na mestu Rz nimajo
substituentov, na mestu R> pa imajo hidrofobno skupino. Njihova relativna inhibitorna
jakost je priblizno enaka 0z. malo vecja kot pri febuksostatu (pozitivna kontrola - 1Cso =
0.0043 + 0.0012 pM) (12).

\* @ 2 R R R® R* ICso[uM] RIP
3- Pk — ‘“\
i &’."»\/ ,34? H CH(CHy), H CN 00044 098
R o CH; CH(CHs), H CN 00035 123

CH; CH(CH;)CH,F H CN 0.0049 0.88

Slika 12 Derivati 1,3—tiazola kot potencialni zaviralci XO. Prirejeno po Smelcerovic et al. (12)

Leta 2014 so Evenas in sodelavci sintetizirali novo skupino moznih zaviralcev ksantinske
oksidaze s 4-arilpirimidonskim osnovnim skeletom (Slika 13) (77). Najbolj sta se izkazali
spojini, ki sta na mestu R4 brez substituenta, na mestu Ry in R, imata pripeto nitrilno
skupino in na mestu Rs $e alkoksi skupino, ki tvori fenolni eter. Hidrofobni del alkoksi
skupin, ki sta bili del najbolj potencialnih spojin, sta sestavljala izobutilni in
etilciklopropanski fragment. Inhibitorna aktivnost je bila v primeru spojine z 2-izobutilnim
fragmentom 2,6-krat vecja kot vrednost ICso febuksostata (pozitivna kontrola - 1Cso =
0,0013 uM) (12).

R? R’ /O

RSW <NH RI R* R R* 1Cso [uM] RIP;
)= N CN CN OCH,CH(CHs); H 00005 260
R NH2 N N H 00013 1.00

N
v

Slika 13 Derivati pirimidona kot potencialni zaviralci XO. Prirejeno po Smelcerovié et al. (12)

Vecina spojin z biciklicnimi, triciklicnimi in ostalimi strukturami s prikondenziranimi
obro¢i se ni izkazala kot zanimiva za potencialne nove zaviralce ksantinske oksidaze, kljub
temu, da jih je kar precej imelo mnogo boljse inhibitorne aktivnosti (nizje vrednosti 1Cso)
kot standarda febuksostat in alopurinol. Razlog ti¢i v njihovih toksikoloskih profilih, saj jih
je kar nekaj med njimi bilo toksi¢nih ali pa so raziskovalci z in silico metodami napovedali
njihov vpliv na P-glikoprotein, ki igra pomembno vlogo pri metabolizmu zdravil. Prav tako

so se nekateri v in silico napovedi izkazali tudi kot endokrini motilci in bi tako motili

14



delovanje hormonskega sistema. Med tistimi z najve¢ omejitvami so derivati benzopirana,

karbazola, pirazolo-pirimidina in pirazolo-kinazolina (12).

1.7 OKSADIAZOLI

Oksadiazoli so petélenski heterocikli¢ni obroc¢i z dvema ogljikovima, dvema dusikovima in
enim kisikovim atomom. Obstajajo v razli¢nih regioizomernih oblikah; dva 1,2,4-izomera,
1,3,4-izomer in 1,2,5-izomer (Slika 14). Najpogosteje uporabljena oblika oksadiazola v
zdravilnih uéinkovinah je 1,3,4-oksadiazol, najmanj pa 1,2,5-oksadiazol. Oba 1,2,4-
izomera kot tudi 1,3,4-izomer zaradi skoraj identicne geometrije usmerjajo mozne

substituente v zelo podoben polozaj, zato je pri¢akovati, da se vezejo na podoben nacin

(78).

O-N N-O N—N W’«
R1/<\N»\R2 R1/4N/)\R2 R /4 )\R

N_ N
17 70 2 o)
(a) (b) (c)

Slika 14 Izomerne oblike oksadiazolov - (a) 1,2,4-oksadiazol, (b) 1,3,4-oksadiazol, (c) 1,2,5-oksadiazol (78)

Njihov pomen v farmaciji in medicini vsako leto narasca, saj je na trgu ali v poznih fazah
klini¢nih $tudij vedno ve¢ ucinkovin z oksadiazolnim obrofem, ki izkazujejo razlicne
uc¢inke, kot npr: antiinfektivi, antidiabetiki, protitumorne, protivnetne, protimikrobne in
nevroprotektivne uc¢inkovine (78). Oksadiazolni obroc¢i se pri odkrivanju in nacrtovanju
novih ucinkovin uporabljajo na ve¢ nacinov. Raziskovalci lahko z njimi modulirajo
farmakokineti¢ne lastnosti molekul, kot so to storili v primeru raltegravirja, kjer so z
bioizosterno zamenjavo estra z oksadiazolnim obro¢em izboljsali biolosko razpolozljivost.
Raltegravir, protiretrovirusna u¢inkovina, ki deluje proti virusu HIV, je leta 2007 pridobila
dovoljenje za promet tako s strani FDA kot Evropske agencije za zdravila (78, 79). EMA
je pogojno dovoljenje za promet odobrila tudi atalurenu za zdravljenje Duchennove
misi¢ne distrofije (80). V tem primeru ima oksadiazol vlogo centralnega ogrodja molekule,
ki sluzi kot planaren aromatski most, ki skrbi za primerno orientiranost subsituentov (Slika

15) (78).

15



F o
O-N o Noy N OH F
N —¢ \ H I H
N OH O%{N%N N
o) o)

Slika 15 Zdravilne ucinkovine z vsebujoc¢im oksadiazolnim obrocem. Ataluren (levo) in raltegravir (desno)

Navsezadnje pa lahko oksadiazolni obroc¢i predstavljajo tudi glavni del farmakoforja, ¢e
prispevajo k boljsi vezavi liganda na vezavno mesto (78). Na splosno so dobra bioizosterna
zamenjava za estre, karbamate in amide, prav tako pa se uporabljajo tudi pri nacrtovanju

novih spojin z metodo skeletnega preskoka med Sest- ali petélenskimi obro¢i (81).
V sploSnem obstaja pet glavnih sinteznih metod za pripravo 1,2,4-oksadiazolnega obroca:

e ciklizacija O-acilamidoksimov

e ciklizacija N-acilamidoksimov

e oksidacija 4,5-dihidro-1,2,4-oksadiazolov

e 1 3-dipolarna cikloadicija nitril oksidov z nitrili in sorodnimi spojinami

e preureditev drugih heterocikli¢nih obrocev

Najpogosteje uporabljena metoda je ciklizacija O-acilamidoksimov, ki se jih predhodno
sintetizira v postopku aciliranja amidoksimov s karboksilno kislino ali njenimi aktiviranimi
derivati (81). V prvi stopnji se sintetizira amidoksim z adicijo hidroksilamina na izbrani
nitril ob prisotnosti baze, ¢emur sledi O-aciliranje amidoksima z aktiviranim derivatom
karboksilne kisline. Najpogosteje se uporablja kislinski klorid ali karboksilna kislina v
prisotnosti »coupling« reagenta (npr. CDI (N,N'-karbonildiimidazol)). Nastali O-aciliran
amidoksim lahko nato izoliramo ali pa takoj nadaljujemo z reakcijo intramolekulske
ciklodehidracije ob visoki temperaturi ali mikrovalovih. Tako prvo kot druga stopnjo

sinteze lahko izvedemo pod razli¢nimi reakcijskimi pogoji (81, 82).
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2. NAMEN DELA

V okviru magistrske naloge bomo nacrtovali in sintetizirali ve¢ spojin s potencialnim
uc¢inkom zaviranja encima ksantinske oksidaze. Nacrtovanje bomo izvedli na osnovi ze
znanega liganda, kot spojino vodnico bomo namre¢ izbrali uc¢inkovino febuksostat (2-(3-
ciano-4-[2-metilpropoksil]fenil)-4-metiltiazol-5-karboksilna  kislina). Kot  dodatno
usmeritev pri nacrtovanju spojin nam bodo nudile ugotovitve raziskovalcev Fakultete za
farmacijo, Univerze v Ljubljani, ki so ugotovili dobre antioksidativne in protivnetne
lastnosti razli¢nih 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolnih analogov resveratrola, zato nam
bo oksadiazolni skelet teh spojin sluzil kot bioizosterna zamenjava tiazola v febuksostatu
(83). Na podlagi ze poznanih interakcij febuksostata v vezavnem mestu ksantinske
oksidaze, ki smo jih predstavili v uvodu, bomo nacrtovali spojine s substituiranim 1,2,4-
oksadiazolnim obro¢em, ki mu bomo na mestih 3 in 5 pripeli dva (hetero)aromatska

obroca, na katera bomo pripeli razli¢ne funkcionalne skupine (Slika 16).

Vse sintetizirane spojine bomo fizikalno-kemijsko in spektroskopsko ovrednotili ter jih

poslali na biolo§ko vrednotenje tujim partnerjem, ki bodo dolo¢ili njihove ICsp vrednosti.

Na obro¢, ki bo pripet na mesto 3, bomo dodali karboksilno skupino, ki se je zaradi
interakcij z Arg880 in Thrl010 izkazala kot eden izmed klju¢nih delov farmakoforja
febuksostata. Na mesto 5 oksadiazolnega obro¢a bomo v primeru vezave fenila nanj pripeli
hidroksilno, nitrilno ali pa dve metoksi skupini. Sintetizirali bomo tudi serije spojin, ki
bodo imele na mestu 5 1,2,4-oksadiazolnega obroca pripet piridin. Piridinski dusik,
hidroksilna in nitrilna skupina lahko tvorijo dodatne vodikove vezi z vezavnim mestom
encima, podobno kot febuksostat. Dve metoksi skupini bi lahko izboljsali tudi lipofilnost
spojin in njihovo absorpcijo. Tako fenil kot tudi piridin bi lahko s 7—m in hidrofobnimi

interakcijami povecala stabilnost kompleksa med spojino in vezavnim mestom encima.

Izhajali bomo iz treh osnovnih spojin s karboksilno skupino (3-cianobenzojska kislina, 5-
cianopiridin-2-karboksilna kislina, 4-cianopiridin-2-karboksilna kislina), ki jih bomo
najprej z etanolom in tionil kloridom pretvorili v etilni ester. V naslednji stopnji bomo
izbrano spojino z adicijo hidroksilamina na nitrilno skupino pretvorili v amidoksim, na
katerega bomo vezali s pomocjo sklopitvenega reagenta aktivirano karboksilno kislino.

Sintezo 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov bomo dokoncali z reakcijo ciklodehidracije
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O-acilamidoksimov v dioksanu ob prisotnosti kalijevega fluorida na temperaturi 110 °C. V

zadnji stopnji bomo z LiOH izvedli $e hidrolizo estra in z BBrz odstranili metilne etre.

o] N-0, o N-©,

Ho/tk@/LN OH HO N CN
OMe N-0

OH N N OMe
N-Q o 21 (o] 20 N-Q
| = l
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i Xy N | N
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Slika 16 Nacrt sinteze spojin na podlagi febuksostata (a) in oksadiazolnega analoga resveratrola (b)
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3. MATERIALI IN METODE

Reagenti in topila

Pri delu smo uporabljali reagente in topila razli¢nih prozvajalcev (Acros Organics,

Sigma-Aldrich, Fluka, Carlo Erba, Panreac, Merck, Janssen). Brezvodni diklorometan

(DKM) smo pripravili po standardnem postopku in ga hranili nad molekularnimi siti z

velikostjo por 0.4 nm.

Laboratorijska oprema

tehtnica METTLER TOLEDO® PB403-S/FACT Precision Balance
magnetno mesalo IKA® RCT basic IKAMAG Magnetic stirrer
rotavapor BUCHI® type R-114

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

Kromatografske metode

Tankoplastna kromatografija (TLC)

Za izvedbo tankoplastne kromatografije smo uporabljali kromatografske plosce
proizvajalca Merck Kieselgel 60 F254 z 0,20 mm nanosom silikagela na
aluminijastem nosilcu z dodanim fluorescen¢nim indikatorjem, Kot mobilno fazo
smo uporabljali razlicna topila in njihove kombinacije. Za detekcijo spojin na
kromatografski plos¢i smo uporabljali UV svetilko valovnih dolzin A =254 nm in A
=366 nm.

Kolonska kromatografija

Za CisCenje konénih spojin s kolonsko kromatografijo smo kot stacionarno fazo
uporabljali silikagel z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm, proizvajalca Merck, kot
mobilno fazo pa ustrezna topila oz. mesanice le teh. Kromatografijo smo izvajali v
steklenih kolonah razli¢nih velikosti, ki smo jih izbrali glede na koli¢ino zmesi

produktov.

Tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (HPLC)

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 pm delci) ob uporabi predkolone in pri pretoku 1 mL/min. Kot

eluent smo izbrali zmes 0,1% raztopine trifluoroocetne Kisline v vodi in
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acetonitrila, pri ¢emer smo gradient spreminjali s ¢asom: od 0-30 min se je sestava
spreminjala od 30% acetonitrila do 80%, od 30-35 minut pa Se od 80% acetonitrila
do 90%.

Dolocevanje talis¢

Talis¢a spojin smo dolocili na Kofflerjevem mikroskopu z ogrevalno mizico proizvajalca

Leica. Temperature talis¢ niso korigirane.

Jedrska magnetna resonanca (NMR)

'H in 3C NMR spektri so bili posneti pri 400 MHz (*H) in 100 MHz (}C) na
spektrometru Bruker Avance DPXasoo na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani.
Vzorce smo raztopili v DMSO-ds, CDCl3 ali devteriranem metanolu in kot interni standard

uporabili tetrametilsilan. Za procesiranje spektrov smo uporabili program MestReC.

Masna spektrometrija (MS)

Masni spektri so bili posneti z ESI tehniko ionizacije na masnem spektrometru Q-TOF
Premier, proizvajalca Micromass, v Centru za masno spektrometrijo na Institutu Jozef
Stefan v Ljubljani.

Infrardeca spektroskopija (IR)

IR spektri so bili posneti na spektrometru Nexus FT-IR (ATR nacin) na Fakulteti za
farmacijo, Univerze v Ljubljani.

Nomenklatura in risanje spojin

Za poimenovanje in risanje spojin ter reakcijskin shem smo uporabili program
ChemBioDraw Ultra 12.0 proizvajalca CambridgeSoft.

Biolosko testiranje spojin

Novosintetizirane spojine smo dali bioloSko ovrednotiti tujim partnerjem na Center za
biomedicinsko znanost na Medicinski fakulteti Univerze v NiSu. Za testiranje so uporabili
ksantinsko oksidazo v govejem mleku, proizvajalca Sigma-Aldrich. Metoda je podrobneje

opisana v ¢lanku (84).

Reakcijska zmes (skupni volumen 2150 uL) v epruveti je vsebovala 0,01 enoto ksantinske

oksidaze (ena enota pretvori 1,0 pmol ksantina v se¢no kislino na minuto pri pH = 7,5 in
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temperaturi 25 °C), 232,5 uM ksantina, 46,5 mM pufra TRIS-HCI (pH = 7,8) in naSo
izbrano spojino, raztopljeno v DMSO (kon¢na koncentracija DMSO-ja v epruveti je
znaSala 4,65% v/v). Kontrolni vzorec topila je vseboval enako koli¢ino ksantinske
oksidaze in ustrezne koli¢ine ksantina, pufra TRIS-HCI in DMSO-ja. Epruvete z naSimi
vzorci in ustrezno pripravljenimi slepimi vzorci so bile inkubirane 15 min pri temperaturi
37 °C, nato je sledila zaustavitev reakcije z dodatkom 100 mL perklorne kisline. Sledila je
spektrofotometri¢na meritev nastanka secne kisline. Absorbanca vzorcev je bila izmerjena
pri 293 nm. Odstotek encimske inhibicije je bil izra¢unan iz razlike med meritvami
absorbanc testnega in kontrolnega vzorca pri koncentraciji 150 uM. Ob ve¢ kot 50%
inhibiciji je sledila ponovitev merjenja pri SirSem razponu koncentracij, da so na podlagi
umeritvene krivulje lahko izracunali ICso vrednost. Za pozitivno kontrolo so bili

uporabljeni alopurinol, febuksostat in kvercetin.
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4. EKSPERIMENTALNO DELO

4.1 Sinteza etil 3-cianobenzoata (spojina 1)

Reakcija:
CN CN
SOCl,, EtOH
_
OH OEt
o) o)
1
Postopek:

3001 mg (20,39 mmol) 3-cianobenzojske kisline smo natehtali v 100 mL bucko in dodali
40 mL brezvodnega etanola. Raztopino smo 10 min mesali na sobni temperaturi, jo nato
ohladili na ledeni kopeli in dodali 1,7 mL (1,1 eq: 23,43 mmol) tionil klorida (SOCI,).
Reakcijsko zmes smo prenesli na oljno kopel in 20 ur segrevali pri temperaturi refluksa (T
= 80 °C). Po koncani reakciji smo pod znizanim tlakom uparili topilo in dobili oljnat
zaostanek, ki smo ga raztopili v dietil etru in nato uparili pod znizanim tlakom. Produkta se
ni dalo upariti do suhega, zato smo dodali 50 mL etilacetata in s presesalno erlenmajerico
odnucali oborino, ki smo jo pozneje zavrgli, mati¢nico pa spirali z 2 x 50 mL NaHCOs, 20
mL NaCl in posusili z NapSOs. Organsko fazo smo uparili pod znizanim tlakom in na

sobni temperaturi je produkt presel iz tekocega v trdno agregatno stanje, pri ¢emer smo

dobili 2540 mg spojine 1.

Rezultati:

Izgled: bela amorfna snov
Izkoristek: 71,1 %

Mr: 175,18

Elementna sestava: C10HoNO>

Rf: 0,69 (MF: etilacetat/heksan = 1/1)
Ttatisea: 56 °C (85)

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 1.33 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH2-CHs), 4.31-4.36
(m, 2H, CH2-CHs), 7.73 (¢, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 8.09-8.27 (m, 3H, 3 x H-Ar)
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4.2 Sinteza etil 3-(N'-hidroksikarbamimidoil)benzoata (spojina 2)

Reakcija:
OH
N NH
CN N2
NHonxHCL K2CO3
OEt OEt
o) o)
1 2
Postopek:

1923 mg (10,98 mmol) spojine 1 smo natehtali v 100 mL buc¢ko in dodali 1527 mg (2 eq:
21,97 mmol) hidroksilaminijevega klorida (NH2OH x HCI) in 3034 mg (2 eq: 21,95 mmol)
kalijevega karbonata (K2CO3). Reakcijsko zmes smo v 10 mL etanola mesali na oljni
kopeli in segrevali pri temperaturi refluksa (T = 80 °C) preko noci. Reakcijski zmesi smo
pod znizanim tlakom uparili topilo, k preostanku dodali 100 mL etilacetata in spirali z 20
mL vode, 10 mL nasi¢ene NaCl in posusili z Na2SO4. Organski fazi smo uparili topilo in
dobili 1623 mg spojine 2.

Rezultati:

Izgled: bela amorfna snov
Izkoristek: 71,1 %

Mr: 208,21

Elementna sestava: C10H12N203

Rf: 0,30 (MF: etilacetat/heksan = 1/1)

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.32-1.34 (m, 3H, CH2-CHs), 4.31-4.36 (m,
2H, CHo-CHs), 5.96 (s, 2H, -NH2), 7.54 (t, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 7.92-7.97 (m, 2H, 2 x
H-Ar), 8.30 (t, 1H, J = 1,6 Hz, H-Ar), 9.79 (s, 1H, -N-OH)

MS (ESI): 209 [M+H]" (86)
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4.3 Sinteza etil 3-(5-(4-hidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)benzoata
(spojina 3)

Reakcija:
(l)H
N« NH, _
1.) RCOOH, coupling O '\; (i>\©\
2.) KF, dioksan, refluks= EtO N OH
OEt
0]
2 3
Postopek:

314 mg (1,51 mmol) spojine 2 smo natehtali v 25 mL bucko in dodali 208 mg (1 eq: 1,51
mmol) 4-hidroksibenzojske kisline, 318 mg (1,1 eq: 1,66 mmol) EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid), 224 mg (1,1 eq: 166 mmol) HOBt
(hidroksibenzotriazol), 0,42 mL (2 eq: 3,02 mmol) trietilamina, konico spatule DMAP (4-
dimetilaminopiridin) in vse skupaj raztopili v 1,5 mL DMF (dimetilformamid) ter mesali
na sobni temperaturi. Po dveh urah smo s tankoplastno kromatografijo zaznali nastanek
vmesnega produkta, zato smo zaceli z reakcijo ciklizacije. Dodali smo 263 mg (3 eq: 4,53
mmol) kalijevega fluorida (KF) in 6 mL dioksana ter reakcijsko zmes refluktirali na oljni
kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in izvedli
izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod znizanim tlakom upareli dioksan in nato produkt
raztopili v 40 mL etilacetata, ki smo ga spirali z 2 x 15 mL -1M HCI, nato z 2 x 15 mL
nasi¢ene NaHCOs3, 10 mL nasi¢ene NaCl in posusili z Na>SO4. Organski fazi smo pod
znizanim tlakom uparili topilo in nastali produkt odistili s kolonsko kromatografijo (MF:
heksan/etilacetat = 3/1). Dobili smo 58 mg surovega produkta, ki smo ga se prekristalizirali

iz etanola in dobili 16 mg Ciste spojine 3 (n = 3,4 %)

Sintezo spojine 3 smo ponovili Se enkrat S 150 mg spojine 2 in dobili e dodatnih 33 mg
spojine 3. Pri tem nismo izvedli kolonske kromatografije, ampak smo produkt takoj po
izolaciji o€istili s prekristalizacijo. Izkoristek je bil v primerjavi s prvim postopkom vi§ji (n
= 14,7 %)

Rezultati:
Izgled: rjav prah
Izkoristek: 7,1 % (celokupni)
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Mr: 310,30

Elementna sestava: C17H14N204
Rf: 0,69 (MF: etilacetat)

Ttanisea: 158-161 °C

IR (cm™): 1689, 1616, 1575, 1499, 1445, 1374, 1350, 1266, 1169, 1148, 1101, 1014, 842,
749, 737, 719.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.37 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH2-CHs), 4.39 (g,
2H, J = 7.2 Hz, CHo-CH3), 7.01 (d, 2H, J = 9.2 Hz, 2x H-Ar), 7.74-7.78 (m, 1H, H-Ar),
8.06 (d, 2H, J = 8.8 Hz, 2x H-Ar), 8.17-8.19 (m, 1H, H-Ar), 8.32-8.35 (m, 1H, H-Ar), 8.61
(t, 1H, J = 2.0 Hz, H-Ar), 10.61 (s, 1H, Ar-OH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 14.14, 61.21, 113.91, 116.35, 126.93,
127.39, 129.99, 130.24, 130.80, 131.44, 131.93, 162.19, 165.00, 167.32, 175.85

HPLC: Cistost spojine 98,3 % pri 254 nm (tr = 15,43 min)
MS (ESI): 311,1 [M+H]*
HR-MS za C17H15sN204 [M+H]*: 311,1025 (izracunana: 311,1032)

4.4 Sinteza etil 3-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)benzoata
(spojina 4)

Reakcija:
OH
N NH: OMe
1.) RCOOH, coupling o) N-O
2.) KF, dioksan, refluks I
> EtO N
OEt
OMe
o)
2 4
Postopek:

300 mg (1,44 mmol) spojine 2 smo natehtali v 25 mL bucko in dodali 262 mg (1 eq: 1,44
mmol) 3,5-dimetoksi benzojske kisline, 304 mg (1,1 eqg: 1,58 mmol) EDC, 214 mg (1,1 eq:
1,58 mmol) HOBt, 0,40 mL (2 eq: 2,88 mmol) trietilamina, konico spatule DMAP in vse

skupaj raztopili v 2 mL DMF ter mesali na sobni temperaturi. Po dveh urah smo s
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tankoplastno kromatografijo zaznali nastanek vmesnega produkta, zato smo zaceli z
reakcijo ciklizacije. Dodali smo 251 mg (3 eq: 4,32 mmol) KF in 6 mL dioksana ter
reakcijsko zmes refluktirali na oljni kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo s TLC
zaznali konec reakcije in izvedli izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod zniZzanim tlakom
uparili dioksan in nato produkt raztopili v 40 mL etilacetata, ki smo ga spirali z 2 x 15 mL
1M HCI, nato z 2 x 15 mL nasi¢ene NaHCOs3, 10 mL nasi¢ene NaCl in posusili z Na>SOa.
Organski fazi smo pod zniZzanim tlakom uparili topilo, nato smo surov produkt

prekristalizirali iz etanola, pri ¢emer smo dobili 123 mg spojine 4 (n = 24,1 %).

Celoten postopek smo ponovili $e enkrat S 140 mg spojine 2 in dobili §e dodatnih 40 mg
spojine 4 (n = 16,8 %).

Rezultati:

Izgled: beli kristali

Izkoristek: 21,8 % (celokupni)

Mr: 354,36

Elementna sestava: C19H1sN2Os

Rf: 0,70 (MF: etilacetat/heksan = 1/1)
Ttanisea: 106-109 °C

IR (cm?): 1719, 1607, 1565, 1456, 1371, 1296, 1242, 1208, 1148, 1067, 1046, 1001, 925,
855, 824, 744, 706

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): § [ppm] = 1.37 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH,-CHs), 3.88 (s,
6H, 2 x O-CHs), 4.39 (q, 2H, J = 7.2 Hz, CH,-CHs), 6.87 (t, 1H, J = 2.0 Hz, H-Ar), 7.31
(d, 2H, J = 2.4 Hz, 2x H-Ar), 7.78 (t, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 8.18-8.21 (m, 1H, H-Ar),
8.35-8.38 (m, 1H, H-Ar), 8.62 (t, 1H, J = 1,6 Hz, H-Ar)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 14.13, 55.74, 61.25, 105.59, 124.76, 125.01,
126.59, 127.42, 130.06, 130.85, 131.57, 132.11, 161.05, 164.98, 167.61, 186.27

HPLC: Cistost spojine 96,7 % pri 254 nm (tr = 21,43 min)
MS (ESI): 355,1 [M+H]"
HR-MS za C19H19N20s [M+H]*: 355,1292 (izracunana: 355,1294)
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4.5 Sinteza etil 3-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il)benzoata (spojina
)

Reakcija:

OH

|
N _NH, o
1.) RCOOH, coupling 0o N- =

o
2

I

Postopek:

208 mg (1,00 mmol) spojine 2 smo natehtali v 25 mL bucko in dodali 123 mg (1 eqg: 1,00
mmol) piridin-4-karboksilne kisline, 211 mg (1,1 eq: 1,10 mmol) EDC, 149 mg (1,1 eq:
1,10 mmol) HOB, 0,28 mL (2 eq: 2,00 mmol) trietilamina, konico spatule DMAP in vse
skupaj raztopili v 2 mL DMF ter meSali na sobni temperaturi. Po dveh urah smo s
tankoplastno kromatografijo zaznali nastanek vmesnega produkta, zato smo zaceli z
reakcijo ciklizacije. Dodali smo 174 mg (3 eq: 3,00 mmol) KF in 6 mL dioksana ter
reakcijsko zmes refluktirali na oljni kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo s TLC
zaznali konec reakcije in izvedli izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod zniZzanim tlakom
uparili dioksan in nato produkt raztopili v 60 mL etilacetata, ki smo ga spirali z 10 mL
nasi¢ene NaHCOs3, 10 mL nasi¢ene NaCl in posusili z Na>SO4. Organski fazi smo pod
znizanim tlakom uparili topilo, nato smo surov produkt prekristalizirali iz etanola, pri

¢emer Smo dobili 42 mg spojine 5.

Rezultati:

Izgled: beli kristali

Izkoristek: 14,2 %

Mr: 295,29

Elementna sestava: C16H13N303
Rf: 0,43

Ttanisea: 101-104 °C

IR (cmt): 1714, 1573, 1545, 1519, 1416, 1350, 1270, 1144, 1108, 1025, 935, 889, 846,
824, 745, 729, 692

27



IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.37 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH2-CHs), 4.40 (q,
2H, J = 7.2 Hz, CHo-CHs3), 7.80 (t, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 8.15 (d, 2H, J = 6.0 Hz, 2 x H-
Py), 8.20-8.23 (m, 2H, H-Ar), 8.37-8.40 (m, 1H, H-Ar), 8.93 (d, 2H, J = 6.0 Hz, 2x H-Py)

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): 14.14, 61.27, 121.39, 126.33, 127.49, 130.17, 130.93,
131.55, 132.29, 151.20, 164.92, 166.91, 167.87

HPLC: Cistost spojine 99,5 % pri 254 nm (tr = 12,43 min)
MS (ESI): 296,1 [M+H]*
HR-MS za C16H14N303 [M+H]*: 296,1036 (izratunana: 296,1035)

4.6 Sinteza etil 3-(5-(4-cianofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)benzoata (spojina
6)

Reakcija:

(l)H

N _NH, _0
1.) RCOOH, coupling O '\; )\@\
2.) KF, dioksan, refluks= EtO N CN

OEt
@]
2 6
Postopek:

300 mg (1,44 mmol) spojine 2 smo natehtali v 25 mL buc¢ko in dodali 212 mg (1 eq: 1,44
mmol) 4-ciano benzojske kisline, 304 mg (1,1 eq: 1,58 mmol) EDC, 214 mg (1,1 eq: 1,58
mmol) HOBt, 0,40 mL (2 eq: 2,88 mmol) trietilamina, konico spatule DMAP in vse skupaj
raztopili v 2 mL DMF ter mesali na sobni temperaturi. Po dveh urah smo s tankoplastno
kromatografijo zaznali nastanek vmesnega produkta, zato smo zaceli z reakcijo ciklizacije.
Dodali smo 251 mg (3 eq: 4,32 mmol) KF in 6 mL dioksana ter reakcijsko zmes
refluktirali na oljni kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo s TLC zaznali konec
reakcije in izvedli izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod znizanim tlakom uparili dioksan in
nato produkt raztopili v 40 mL etilacetata, ki smo ga spiraliz2 x 10 mL 1M HCI, nato z 2

x 10 mL nasi¢ene NaHCO3, 10 mL nasi¢ene NaCl in posusili z Na,SO4. Organski fazi smo
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pod znizanim tlakom uparili topilo, nato smo surov produkt prekristalizirali iz etanola, pri

¢emer sSmo dobili 102 mg spojine 6.

Rezultati:

Izgled: umazano beli kristali

Izkoristek: 22,2%

Mr: 319,31

Elementna sestava: C1gH13N303

Rf: 0,71

Ttalisea: 89-93 °C

IR (cm™): 2232, 1716, 1578, 1555, 1491, 1446, 1369, 1345, 1262, 1172, 1139, 1106,
1014, 928, 878, 846, 789, 748, 722

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.38 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH2-CHs), 4.40 (q,
2H, J = 7.2 Hz, CH,-CHs), 7.78-7.82 (m, 1H, H-Ar), 8.16 (d, 2H, J = 8.8 Hz, 2 x H-Ar),
8.21-8.23 (m, 1H, H-Ar), 8.37-8.42 (m, 3H, 3x H-Ar), 8.65-8.66 (m, 1H, H-Ar)

13C NMR (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.13, 61.27, 115.45, 126.39, 127.08, 127.48,
128.80, 130.15, 130.92, 131.53, 132.11, 132.26, 133.49, 138.26, 164.48, 164.94

HPLC: Cistost spojine 100 % pri 254 nm (tr = 18,80 min)
MS (ESI): 320,1 [M+H]"
HR-MS za C18H14N3O3 [M+H]*: 320,1029 (izra¢unana: 320,1035)

4.7 Sinteza 3-(5-(4-hidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)benzojske kisline
(spojina 7)

Reakcija:
0 r\; -0 0 r\;~0
V V
EtO)J\©/L N@OH 2MLIOH _ HOJKQ/LN OH
3 1
Postopek:

V 10 mL bucko smo natehtali 37 mg (0,119 mmol) spojine 3, jo raztopili v 1,5 mL THF in
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dodali 477 upL (8 eq: 0,952 mmol) 2M LIOH. Po 24 urah smo s tankoplastno
kromatografijo zaznali, da v reakcijski zmesi ni ve¢ izhodne spojine in reakcijo prekinili.
1z reakcijske zmesi smo nato uparili THF (tetrahidrofuran), dodali 2 mL destilirane vode in
na ledeni kopeli Se 1 mL 1M HCI za nevtralizacijo LiOH. Nastala je rjava oborina, ki smo

jo odnucali in posusili v susilniku. Dobili smo 30 mg spojine 7.

Rezultati:

Izgled: temno rjav prah

Izkoristek: 89,1%

Mr: 282,25

Elementna sestava: C15sH10N204

Rf: 0,26 (MF: heksan/etilacetat= 1/1)

Ttanisea: 223-226 °C

IR (cm™): 3292, 1707, 1613, 1574, 1525, 1499, 1466, 1444, 1383, 1352, 1229, 1169,
1113, 1078, 966, 920, 838, 749, 719, 706

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): § [ppm] = 7.02 (s, 2H, 2 x H-Ar-OH), 7.74 (s, 1H, H-
Ar), 8.07 (5, 2H, 2 x H-Ar), 8.16 (s, 1H, H-Ar), 8.30 (s, 1H, H-Ar), 8.62 (d, 1H, J = 0.8 Hz,
H-Ar), 10.64 (s, 1H, Ar-OH), 13.37 (s, 1H, COOH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 92.55, 95.40, 113.94, 116.34, 129.83,
130.22, 131.05, 132.08, 136.74, 147.57, 162.18, 167.42, 176.13

HPLC: Cistost spojine 100 % pri 254 nm (tr = 9,04 min)
MS (ESI): 283,1 [M+H]"
HR-MS za C1sH11N204 [M+H]*: 283,0716 (izra¢unana: 283,0719)
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4.8 Sinteza 3-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)benzojske

kisline (spojina 8)

Reakcija:
OMe OMe
O N-O (o) N-O
| / . / %
EtO N 2M LiOH HO N
OMe OMe
4 8
Postopek:

V 10 mL bucko smo natehtali 60 mg (0,169 mmol) spojine 4, jo raztopili v 1,5 mL THF in
dodali 678 upL (8 eq: 1,352 mmol) 2M LiOH. Po 24 urah smo s tankoplastno
kromatografijo zaznali, da v reakcijski zmesi ni ve¢ izhodne spojine in reakcijo prekinili.
Iz reakcijske zmesi smo nato uparili THF, dodali 2 mL destilirane vode in na ledeni kopeli
Se 1,5 mL 1M HCI za nevtralizacijo LiOH. Nastala je svetlo rjava oborina, ki smo jo

odnucali in posusili v susilniku. Dobili smo 27 mg spojine 8.

Rezultati:

Izgled: svetlo rjav prah

Izkoristek: 48,9 %

Mr: 326,30

Elementna sestava: C17H14N20s

Rf: 0,46 (MF: heksan/etilacetat = 1/1)

Ttalisea: 245-247 °C

IR (cm™): 1686, 1591, 1561, 1472, 1428, 1367, 1302, 1273, 1206, 1155, 1110, 1065,
1049, 926, 841, 746, 708

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 3.88 (s, 6H, 2 x O-CHs), 6.87 (t, 1H, J = 2.0
Hz, H-Ar), 7.32 (d, 2H, J = 2.4 Hz, 2 x H-Ar), 7.75 (t, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 8.16-8.19
(m, 1H, H-Ar), 8.32-8.35 (m, 1H, H-Ar), 8.63 (t, 1H, J = 1.6 Hz, H-Ar), 13.39 (s, 1H,
COOH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 55.74, 105.55, 125.42, 126.43, 127.74,
129.87, 131.14, 136.46, 136.52, 157.15, 161.04, 166.55, 173.25
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HPLC: Cistost spojine 95,0 % pri 254 nm (tz = 14,50 min)
MS (ESI): 325,1 [M-H]"
HR-MS za C17H13N20s [M-H]: 325,0828 (izracunana: 325,0824)

4.9 Sinteza 3-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il)benzojske kisline
(spojina 9)

Reakcija:
0 N-O — 0 r\;’O —
I, Y
Etoy\ng%@N Lo HOwN@N
5 9
Postopek:

V 10 mL bucko smo natehtali 22 mg (0,075 mmol) spojine 5, jo raztopili v 1,5 mL THF in
dodali 298 uL (8 eq: 0,600 mmol) 2M LiOH. Po 24 urah smo s tankoplastno
kromatografijo zaznali, da v reakcijski zmesi ni ve¢ izhodne spojine in reakcijo prekinili.
Iz reakcijske zmesi smo nato uparili THF, dodali 2 mL destilirane vode in na ledeni kopeli
Se 0,6 mL 1M HCI za nevtralizacijo LIOH. Nastala je rjava oborina, ki smo jo odnucali in

posusili v suSilniku. Dobili smo 19 mg spojine 9.

Rezultati:

Izgled: rjav prah

Izkoristek: 95,4 %

Mr: 267,24

Elementna sestava: C14HgN3O3

Rf: 0,41 (MF: heksan/etilacetat= 1/1)
Ttanisea: 262-265 °C

IR (cmt): 1702, 1612, 1591, 1556, 1414, 1365, 1285, 1260, 1062, 1010, 919, 840, 744,
719

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 7.77 (t, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 8.15 (s, 2H; 2
x H-Py), 8.20 (s, 1H, H-Ar), 8.35 (d, 1H, J = 7.6 Hz, H-Ar), 8.66 (s, 1H, H-Ar), 8.94 (d,
2H, J = 4.0 Hz, 2x H-Py), 13.45 (s, 1H, COOH)
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13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 107.08, 121.47, 126.13, 127.78, 130.03, 130.35,
131.20, 131.77, 132.46, 151.04, 166.53, 167.97, 174.16

HPLC: Cistost spojine 86,6 % pri 254 nm (tr = 5,18 min)

MS (ESI): 266,1 [M-H]

HR-MS za C14HsN3O3 [M-H]: 266,0565 (izracunana: 266,0566)
LC-MS (ESI): 268,2 [M+H]" (87)

4.10 Sinteza 3-(5-(4-cianofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)benzojske kisline
(spojina 10)

Reakcija:
O N-O e) [\;’O
I 4
Eto)Kﬂj/L N>\©\CN 2MLIOH _~ HO N CN
6 10
Postopek:

V 10 mL bucko smo natehtali 50 mg (0,157 mmol) spojine 6, jo raztopili v 1,5 mL THF in
dodali 626 pL (8 eq: 1,256 mmol) 2M LiIOH. Po 24 urah smo s tankoplastno
kromatografijo zaznali, da v reakcijski zmesi ni ve€ izhodne spojine in reakcijo prekinili.
Iz reakcijske zmesi smo nato uparili THF, dodali 2 mL destilirane vode in na ledeni kopeli
Se 1,3 mL 1M HCI za nevtralizacijo LiOH. Nastala je bela oborina, ki smo jo odnucali in

posusili v susilniku. Dobili smo 36 mg spojine 10.

Rezultati:

Izgled: bel prah

Izkoristek: 78,9 %

Mr: 291,26

Elementna sestava: C16HoN3O3

Rf: 0,51 (MF: heksan/etilacetat= 1/1)
Tanisea: 286-290 °C

IR (cm?): 3393, 1686, 1612, 1579, 1556, 1523, 1499, 1412, 1352, 1273, 1169, 1082, 921,
853, 821, 750, 715

33



IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 7.76 (t, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 8.12-8.20 (m,
3H, 3 x H-Ar), 8.33-8.40 (m, 3H, 3 x H-Ar), 8.65 (t, 1H, J = 1.6 Hz, H-Ar), 13.42 (s, 1H,
COOH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 115.43, 126.22, 127.11, 127.80, 128.77,
129.94, 131.11, 132.40, 133.47, 166.48, 167.92, 174.38

HPLC: Cistost spojine 97,0 % pri 254 nm (tr = 12,02 min)

MS (ESI): 290,1 [M-H]

HR-MS za C16HsN3O3 [M-H]: 290,0564 (izra¢unana: 290,0566)
LC-MS (ESI): 292,08 [M+H]" (87)

4.11 Sinteza 3-(5-(3,5-dihidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)benzojske
kisline (spojina 11)

Reakcija:

-0 -0
N ; BBy N y

Postopek:

60 mg (0,169 mmol) spojine 4 smo natehtali v 25-mL bucko, jo raztopili v 1 mL DKM in
na ledeni kopeli ohladili na 0 °C. Dodali smo 2,03 mL (12 eq: 2,028 mmol) BBr3z in mesali
na ledeni kopeli Se 10 min, nato Smo kopel odstavili in pustili, da je reakcija potekala na
sobni temperaturi. Cez 20 ur smo s tankoplastno kromatografijo zaznali konec reakcije. V
reakcijsko zmes smo dodali 6 mL NaHCOs in 30 mL etilacetata ter fazi loc¢ili. Vecina
produkta se je nahajala v vodni fazi, zato smo jo reekstrahirali s 3 x 10 mL etilacetata. Vse
organske faze smo zdruzili, uparili topilo in suh preostanek z 1 M HCI nakisali do pH = 3

ter odnucali nastalo oborino. Dobili smo 8 mg spojine 11.

Rezultati:
Izgled: temno siv prah
Izkoristek: 15,9 %
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Mr: 298,25

Elementna sestava: C1sH10N2Os

Rf: 0,15 (MF: etilacetat)

Ttatisea: > 300 °C

IR (cm™): 3284, 1702, 1611, 1567, 1522, 1456, 1368, 1240, 1162, 1005, 944, 861, 847,
747,708

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 6.53 (s, 1H, H-Ar), 7.05 (s, 2H, 2 x H-Ar),
7.74 (t, 1H, J = 7.6 Hz, H-Ar), 8.16 (d, 1H, J = 7.2 Hz, H-Ar), 8.30 (d, 1H, J = 7.6 Hz, H-
Ar), 8.61 (s, 1H, H-Ar), 9.94 (s, 2H, 2 x Ar-OH), 13.37 (s, 1H, COOH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): 5 [ppm] = 105.72, 107.36, 124.43, 126.58, 127.72,
129.88, 131.07, 131.75, 132.18, 159.26, 159.29, 166.52, 167.53, 175.83

HPLC: Cistost spojine 98,6 % pri 254 nm (tr = 6,41 min)
MS (ESI): 297,0 [M-H]
HR-MS za C1sH9N20s [M-H]: 297,0518 (izra¢unana: 297,0511)

4.12 Sinteza etil 5-cianopiridin-2-karboksilata (spojina 12)

Reakcija:
CN CN
[ SOCL EtoOH [
N . _N
0~ “OH Et0” SO
12
Postopek:

1129 mg (7,62 mmol) 5-cianopiridin-2-karboksilne kisline smo natehtali v 100 mL buc¢ko
in jo raztopili v 15 mL brezvodnega etanola. Raztopino smo 10 min mes$ali na sobni
temperaturi, nato smo jo ohladili na ledeni kopeli in dodali 0,6 mL (1,1 eqg: 8,39 mmol)
tionil klorida. Reakcijsko zmes smo dve uri mesali na sobni temperaturi, nato smo jo
prenesli Se na oljno kopel in 20 ur segrevali pri temperaturi refluksa (T = 80 °C). Po

koncani reakciji smo pod znizanim tlakom uparili topilo in dobili oljnat zaostanek, ki smo
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ga najprej raztopili v dietil etru in nato uparili pod znizanim tlakom. Produkta se ni dalo
upariti do suhega, zato smo ga raztopili v 30 mL etilacetata, ki smo ga sprali z 10 mL vode.
Vodno fazo smo reekstrahirali s 3 x 10 mL etilacetata ter vse organske faze zdruzili, jih
posusili z nasi¢eno raztopino NaCl ter Na;SOs in pod znizanim tlakom uparili topilo. Na
sobni temperaturi je produkt presel iz tekoCega v trdno agregatno stanje, pri ¢emer smo

dobili 1123 mg spojine 12.

Rezultati:

Izgled: bela amorfna snov
Izkoristek: 83,6%

Mr: 176,17

Elementna sestava: CoHgN20>
Rf: 0,63 (MF: etilacetat)
Tralisea: 62-64 °C (88)

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.34 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH,-CHs), 4.38 (g,
2H, J = 7.2 Hz, CH2-CH3), 8.20 (dd, 1H, J1 = 0.8 Hz, J» = 8.0 Hz, H-Ar), 8.53 (dd, 1H, J1 =
2.4 Hz, J,= 8.0 Hz, H-Ar), 9.16 (s, 1H, H-Ar)

4.13 Sinteza etil 5-(N'-hidroksikarbamimidoil)piridin-2-karboksilata
(spojina 13)

Reakcija:
OH
oN N NH,
X X
| _N NHonxHCL K2003 | _N

Et0” SO Et0” SO

12 13
Postopek:

1110 mg (6,30 mmol) spojine 12 smo natehtali v 50 mL bucko in dodali 657 mg (1,5 eq:
9,45 mmol) hidroksilaminijevega klorida (NH2OH x HCI) in 1306 mg (1,5 eq: 9,45 mmol)

kalijevega karbonata (K2COz). V bucko smo dodali Se 20 mL etanola in reakcijsko zmes
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mesali na sobni temperaturi preko noci. Naslednji dan smo zmes dve uri segrevali Se pri
temperaturi 40 °C, dodali Se 0,5 eq obeh reagentov in povisali temperaturo na 50 °C. Po
eni uri smo s TLC-jem zaznali konec reakcije. Reakcijski zmesi smo pod znizanim tlakom
uparili topilo, k preostanku dodali 40 mL etilacetata in spirali z 10 mL vode. Vodno fazo
smo reekstrahirali s 3 x 10 mL etilacetata, vse organske faze zdruzili, jih posusili z
nasiceno raztopino NaCl in Na2SOg ter uparili topilo pod znizanim tlakom. Dobili smo 959

mg spojine 13.

Rezultati:

Izgled: bela amorfna snov
Izkoristek: 72,8%

Mr: 209,20

Elementna sestava: CoH11N303
Rf: 0,28 (MF: etilacetat)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.33 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH,-CH3), 4.35 (q,
2H, J = 7.2 Hz, CH2-CH3), 6.12 (s, 2H, -NH2), 10.12 (s, 1H, -N-OH), 8.06 (dd, 1H, J1 =
0.8 Hz, J, = 8.4 Hz, H-Ar), 8.20 (dd, 1H, J1 = 2.0 Hz, J> = 8.0 Hz, H-Ar), 8.99 (dd, 1H, J1
= 0.8 Hz, J2 = 2.0 Hz, H-Ar)

4.14 Sinteza etil 5-(5-(4-hidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilata (spojina 14)

Reakcija:
(l)H
N N\ NH2 N’O
| />\©\0H
2 1.) RCOOH, coupling | X N
N 2.) KF, dioksan, refluks  Et0 _
2 > N
¢
EtO” SO
B 14
Postopek:

210 mg (1,51 mmol) spojine 13 smo natehtali v 25 mL bucko in dodali 166 mg (1,2 eq:
1,81 mmol) 4-hidroksi benzojske kisline, 231 mg (1,2 eq: 1,81 mmol) EDC, 185 mg (1,2
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eq: 1,81 mmol) HOBt, 0,28 mL (2 eq: 3,02 mmol) trietilamina, konico spatule DMAP in
vse skupaj raztopili v 1,5 mL DMF in mesali na sobni temperaturi. Po dveh urah smo s
tankoplastno kromatografijo zaznali nastanek vmesnega produkta, zato smo zaceli z
reakcijo ciklizacije. Dodali smo 175 mg (3 eq: 4,53 mmol) KF in 6 mL dioksana ter
reakcijsko zmes refluktirali na oljni kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo s TLC
zaznali konec reakcije in izvedli izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod znizanim tlakom
upareli dioksan in nato produkt raztopili v 30 mL etilacetata, ki smo ga spirali z 10 mL
nasi¢ene NaHCO3, 10 mL nasi¢ene NaCl in posuSili z Na;SOs. Organski fazi smo pod
znizanim tlakom uparili topilo. Surov produkt smo prelili z dietil etrom in metanolom ter

odnucali nastalo oborino in dobili 33 mg ¢iste spojine 14.

Rezultati:

Izgled: svetlo rjav prah
Izkoristek: 10,6%

Mr: 311,29

Elementna sestava: C16H13N304
Rf: 0,57 (MF: etilacetat)

Ttanisea: 258-261 °C

IR (cm?): 1728, 1597, 1561, 1506, 1445, 1389, 1369, 1310, 1286, 1242, 1151, 1030, 974,
916, 848, 760, 699.

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 [ppm] = 1.37 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH2-CHs), 4.41 (q,
2H, J = 7.2 Hz, CH,-CH3), 7.02 (d, 2H, J = 8.8 Hz, 2 x H-Ar), 8.08 (d, 2H, J = 8.4 Hz, 2 x
H-Ar), 8.27 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 8.63 (dd, 1H, J1 = 2.0 Hz, J, = 8.4 Hz, H-Ar), 9.34
(t, 1H, J = 0,8 Hz, H-Ar), 10.67 (s, 1H, Ar-OH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): 14.09, 61.57, 113.67, 116.40, 125.24, 125.45, 130.38,
136.06, 147.77, 149.58, 162.36, 164.08, 165.73, 176.14

HPLC: Cistost spojine 97,3 % pri 254 nm (tr = 10,20 min)
MS (ESI): 312,1 [M+H]*
HR-MS za C16H14N304 [M+H]": 312,0989 (izrac¢unana: 312,0984)
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4.15 Sinteza etil 5-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilata (spojina 15)

Reakcija:
OH
N« _NH, N-O OMe
I,
N 1.) RCOOH, coupling N N@
| 2.) KF, dioksan, refluks |
_N > EtO N/ OMe
o)
Et0” 0
13 15
Postopek:

250 mg (1,20 mmol) spojine 13 smo natehtali v 25 mL bucko in dodali 261 mg (1,2 eq:
1,44 mmol) 3,5-dimetoksi benzojske kisline, 275 mg (1,2 eq: 1,44 mmol) EDC, 220 mg
(1,2 eq: 1,44 mmol) HOBt, 0,33 mL (2 eq: 2,40 mmol) trietilamina, konico spatule DMAP
in vse skupaj raztopili v 1,5 mL DMF ter mesali na sobni temperaturi. Po dveh urah smo s
tankoplastno kromatografijo zaznali nastanek vmesnega produkta, zato smo zaceli z
reakcijo ciklizacije. Dodali smo 208 mg (3 eq: 3,60 mmol) KF in 6 mL dioksana ter
reakcijsko zmes refluktirali na oljni kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo s TLC
zaznali konec reakcije in izvedli izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod zniZzanim tlakom
upareli dioksan in nato produkt raztopili v 30 mL etilacetata, ki smo ga spirali z 10 mL
nasi¢ene NaHCOs3, 10 mL nasi¢ene NaCl in posusili z Na;SO4. Organski fazi smo pod
znizanim tlakom uparili topilo. Surov produkt smo prelili z dietil etrom, , odnucali nastalo

oborino ter dobili 135 mg ¢iste spojine 15.

Rezultati:

Izgled: bel prah

Izkoristek: 31,8%

Mr: 355,34

Elementna sestava: C1gH17N3Os
Rf: 0,61 (MF: etilacetat)

Trtalisea: 127-130 °C

IR (cm): 1708, 1599, 1553, 1450, 1385, 1311, 1251, 1205, 1146, 1069, 1048, 970, 943,
854, 758, 698
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IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 [ppm] = 1.37 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH,-CHs), 3.88 (s,
6H, 2 x O-CHs), 4.40 (q, 2H, J = 7.2 Hz, CH,-CH3), 6.89 (t, 1H, J = 2.0 Hz, H-Ar), 7.32
(d, 2H, J = 2.0 Hz, 2 x H-Ar), 8.27 (dd, 1H, Ji = 0.8 Hz, J2= 8.0 Hz, H-Ar), 8.65 (dd, 1H,
J1 = 2.0 Hz, J, = 8.0 Hz, H-Ar), 9.37 (dd, 1H, J1 = 0.8 Hz, J» = 2.0 Hz, H-Ar)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 14.07, 55.75, 61.64, 105.68, 125.15, 125.26, 136.25,
147.83, 161.07, 164.07, 166.02, 175.84

HPLC: Cistost spojine 100 % pri 254 nm (tr = 16,06 min)
MS (ESI): 356,1 [M+H]"
HR-MS za C18H1sN3Os [M+H]*: 356,1241 (izraunana: 356,1246)

4.16 Sinteza etil 5-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilata (spojina 16)

Reakcija:
(|)H
N _NH, N-O —
N 1.) RCOOH, coupling X N /
| 2.) KF, dioksan, refluks |
- EtO ¥
_N N
O
EtO” ~O
13 16
Postopek:

120 mg (0,574 mmol) spojine 13 smo natehtali v 25 mL bucko in dodali 85 mg (1,2 eq:
0,689 mmol) piridin-4-karboksilne kisline, 132 mg (1,2 eq: 0,689 mmol) EDC, 105 mg
HOBt (1,2 eqg: 0,689 mmol), 0,16 mL (2 eq: 1,148 mmol) trietilamina, konico spatule
DMAP in vse skupaj raztopili v 1,5 mL DMF ter mesali na sobni temperaturi. Po dveh
urah smo s tankoplastno kromatografijo zaznali nastanek vmesnega produkta, zato smo
zaceli z reakcijo ciklizacije. Dodali smo 100 mg (3 eq: 1,722 mmol) KF in 6 mL dioksana
ter reakcijsko zmes refluktirali na oljni kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo s
TLC zaznali konec reakcije in izvedli izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod znizanim
tlakom upareli dioksan in nato produkt raztopili v 30 mL etilacetata, ki smo ga spirali z 10
mL nasi¢ene NaHCO3, 10 mL nasi¢ene NaCl in posusili z Na,SO4. Organski fazi smo pod
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znizanim tlakom uparili topilo. Surov produkt smo prelili z dietil etrom, odnucali nastalo

oborino ter dobili 63 mg Ciste spojine 16.

Rezultati:

Izgled: bel prah

Izkoristek: 37,1%

Mr: 296,28

Elementna sestava: C15H12N4O3
Rf: 0,28 (MF: etilacetat)

Tratisea: 142-145 °C

IR (cm™): 1727, 1545, 1409, 1309, 1282, 1249, 1151, 1112, 1022, 965, 921, 858, 750,
692.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.37 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH2-CH3), 4.41 (q,
2H, J = 7.2 Hz, CH2>-CHs), 8.15 (d, 2H, J = 5.6 Hz, 2 x H-Py), 8.29 (d, 1H, J = 8.4 Hz, K-
Py), 8.67 (dd, 1H, J: = 2.0 Hz, J> = 8.0 Hz, H-Py), 8.94 (d, 2H, J = 6.0 Hz, 2 x H-Py),
9.39 (d, 1H, J = 1.6 Hz, H-Py)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 14.08, 61.64, 121.41, 124.90, 125.31, 130.05, 136.27,
147.86, 149.88, 151.24, 158.27, 164.03, 166.29, 171.04, 174.55

HPLC: Cistost spojine 100 % pri 254 nm (tr = 5,91 min)

MS (ESI): 297,1 [M+H]*

HR-MS za C15H13N4O3 [M+H]*: 297,0987 (izra¢unana: 297,0988)
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4.17 Sinteza etil 5-(5-(4-cianofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilata (spojina 17)

Reakcija:
OH
N _NH, N-O
. / }\Q\CN
N 1.) RCOOH, coupling X N
| 2.) KF, dioksan, refluks 0. Ul
_N > N
o)
Et0” ~O
13 17
Postopek:

150 mg (0,717 mmol) spojine 13 smo natehtali v 25 mL bucko in dodali 127 mg (1,2 eq:
0,860 mmol) 4-cianobenzojske kisline, 165 mg (1,2 eq: 0,860 mmol) EDC, 132 mg (1,2
eq: 0,860 mmol) HOBt, 0,20 mL (2 eq: 1,434 mmol) trietilamina, konico spatule DMAP in
vse skupaj raztopili v 1,5 mL DMF ter mesali na sobni temperaturi. Po dveh urah smo s
tankoplastno kromatografijo zaznali nastanek vmesnega produkta, zato smo zaceli z
reakcijo ciklizacije. Dodali smo 125 mg (3 eq: 2,151 mmol) KF in 6 mL dioksana ter
reakcijsko zmes refluktirali na oljni kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo s TLC
zaznali konec reakcije in izvedli izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod znizanim tlakom
upareli dioksan in nato produkt raztopili v 30 mL etilacetata, ki smo ga spirali z 10 mL
nasi¢ene NaHCOs3, 10 mL nasi¢ene NaCl in posusili z Na>SO4. Organski fazi smo pod
znizanim tlakom uparili topilo. Produkt smo prelili z dietil etrom in odnucali nastalo

oborino ter dobili 70 mg Ciste spojine 17.

Rezultati:

Izgled: rumen prah

Izkoristek: 30,5%

Mr: 320,30

Elementna sestava: C17H12N4O3
Rf: 0,70 (MF: etilacetat)

Ttatisea: 169-172 °C

IR (cm™): 1740, 1712, 1590, 1555, 1494, 1407, 1367, 1332, 1280, 1245, 1172, 1134,
1110, 1024, 966, 860, 757, 726, 698
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IH NMR (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 1.37 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH,-CHs), 4.40 (q,
2H, J = 7.2 Hz, CH>-CHg), 8.17 (dd, 2H, J1 = 2.0 Hz, J, = 6.4 Hz, 2 x H-Ar), 8.28 (dd, 1H,
J1 = 0.8 Hz, J2 = 8.4 Hz, H-Ar), 8.40 (dd, 2H, J1 = 2.0 Hz, J, = 6.4 Hz, 2 x H-Ar), 8.66
(dd, 1H, J; = 2.0 Hz, J2 = 8.4 Hz, H-Ar), 9.39 (dd, 1H, J1 = 0.8 Hz, J> = 2.0 Hz, H-Ar)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 14.08, 61.64, 114.71, 115.59, 117.89,
124.96, 125.30, 126.89, 128.85, 133.53, 136.23, 147.86, 149.85, 164.03, 174.74

HPLC: Cistost spojine 99,0 % pri 254 nm (tr = 12,96 min)
MS (ESI): 321,1 [M+H]"
HR-MS za C17H13N4O3 [M+H]*: 321,0982 (izra¢unana: 321,0988)

4.18 Sinteza litijevega 5-(5-(4-hidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-
2-karboksilata (spojina 18)

Reakcija:
N-O N-O
I, I,
Ao A on
| 2M LiOH =
EtO = ————» LiO z
N N
o)
14 18
Postopek:

V 10 mL bucko smo natehtali 20 mg (0,064 mmol) spojine 14, jo raztopili v 1,5 mL THF
in dodali 257 uL (8 eq: 0,512 mmol) 2M LiOH. Reakcija je potekala pri sobni temperaturi.
Po 20 urah smo nastalo oborino suspendirali v dietil etru in jo odnucali. Po suSenju v

susilniku smo dobili 17 mg spojine 18.

Rezultati:

Izgled: rjav prah

Izkoristek: 91,5%

Mr: 289,17

Elementna sestava: C14HgLiN304
Rf: /

Trtalisea: > 300 °C

43



IR (cm™1): 1582, 1405, 1344, 1289, 1172, 860, 764, 728

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 6.13 (d, 2H, J = 8.4 Hz, 2 x H-Ar), 7.58 (d,
2H, J = 8.8 Hz, 2 x H-Ar), 8.08 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 8.39 — 8.41 (m, 1H, H-Ar), 9.03
(s, 1H, H-Ar) * signal za OH skupino je skrit pod signalom za vodo pri 3.3 ppm

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 120.22, 120.25, 123.65, 123.92, 130.11, 130.30,
135.51, 145.83, 145.93, 166.71, 166.74, 167.27

HPLC: Cistost spojine 99 % pri 254 nm (tr = 4,82 min)
MS (ESI): 282,1 [M-Li]
HR-MS za C14HsN3O4 [M-Li]: 282,0518 (izra¢unana: 282,0515)

4.19 Sinteza litijevega 5-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-
iDpiridin-2-karboksilata (spojina 19)

Reakcija:
OMe OMe
Y ; | /
| N N 2M LiOH | N N
+ =
EtO NG OMe Lio N OMe
0 o]
15 19
Postopek:

V 10 mL bucko smo natehtali 20 mg (0,056 mmol) spojine 15, jo raztopili v 1,5 mL THF
in dodali 225 pL (8 eq: 0,448 mmol) 2 M LiOH. Reakcijo je potekala pri sobni
temperaturi. Po 20 urah smo nastalo oborino suspendirali v dietil etru in jo odnucali. Po
suSenju v susilniku smo dobili 14 mg spojine 19.

Rezultati:

Izgled: bel prah

Izkoristek: 74,6%

Mr: 333,22

Elementna sestava: C1gH12LiN3Os
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Rf:/

Ttalisea: > 300 °C

IR (cm™): 1603, 1577, 1404, 1358, 1336, 1211, 1165, 1136, 1069, 1049, 1029, 931, 860,
760

IH NMR (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 3.88 (s, 6H, 2 x O-CHs), 6.87 (t, 1H, J = 2.4
Hz, H-Ar), 7.32 (d, 2H, J = 2.4 Hz, 2 x H-Ar), 7.98 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-Ar), 8.38 (dd,
1H, J1 = 2.4 Hz, Jo = 8.4 Hz, H-Ar), 9.11 (dd, 1H, J1 = 0.8 Hz, J» = 2.4 Hz, H-Ar)

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): 55.73, 105.60, 122.09, 123.60, 124.70, 135.50, 146.18,
159.85, 161.04, 166.51, 166.68, 175.53

HPLC: Cistost spojine 100 % pri 254 nm (tr = 10,50 min)
MS (ESI): 326,1 [M-Li]
HR-MS za C16H12N3Os [M-Li]: 326,0774 (izraCunana: 326,0777)

4.20 Sinteza litijevega 5-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilata (spojina 20)

Reakcija:
N-C — N-Q —
| / / Y
N N>\©N , N NFCN
| 2M LiOH + -
EtO = —_— LiO =
N N
o} o)
16 20
Postopek:

V 10 mL bucko smo natehtali 35 mg (0,118 mmol) spojine 16, jo raztopili v 1,5 mL THF
in dodali 473 pL (8 eq: 0,944 mmol) 2 M LIOH. Reakcijo je potekala pri sobni
temperaturi. Po 20 urah smo nastalo oborino suspendirali v dietil etru in jo odnucali. Po

susenju v susilniku smo dobili 30 mg spojine 20.

Rezultati:
I1zgled: bel prah
Izkoristek: 92,6%
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Mr: 274,16

Elementna sestava: C13H7LIN4O3

Rf: /

Thalizsea: > 300 °C

IR (cm™): 3566, 2920, 1563, 1547, 1401, 1323, 1138, 997, 858, 751, 735

IH NMR (400 MHz, DMSO-de):  [ppm] = 8.03 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H-Py), 8.14 (dd, 1H,
J1=1.6 Hz, J = 4.4 Hz, 2 x H-Py), 8.42 (dd, 1H, J; = 2.0 Hz, J = 8.0 Hz, H-Py), 8.93 (d,
2H, J = 6.0 Hz, 2 x H-Py), 9.13 (dd, J1 = 0.8 Hz, J; = 2.0 Hz, H-Py)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 121.38, 122.10, 123.25, 123.76, 130.15, 135.74,
146.22, 151.20, 159.50, 166.60, 166.74, 174.26

HPLC: Cistost spojine 100 % pri 254 nm (tr = 2,32 min)
MS (ESI): 269,1 [M-Li+2H]*
HR-MS za C13H9N4O3 [M-Li+2H]?*: 269,0680 (izra¢unana: 269,0675)

4.21 Sinteza litijevega 5-(5-(4-cianofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilata (spojina 21)

Reakcija:
N-O N-O
/ />\©\ / /
CN CN
| > N 2M LiOH e > N
Et — Li
(0] N/ iO N/
o} o)
17 21
Postopek:

V 10 mL bucko smo natehtali 45 mg (0,140 mmol) spojine 17, jo raztopili v 1,5 mL THF
in dodali 562 pL (8 eq: 1,120 mmol) 2 M LiOH. Reakcijo je potekala pri sobni
temperaturi. Po 20 urah smo nastalo oborino suspendirali v dietil etru in jo odnucali. Po

susenju v susilniku smo dobili 37 mg spojine 21.

Rezultati:

I1zgled: bel prah
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Izkoristek: 88,3%

Mr: 298,18

Elementna sestava: C1sH7LiN4O3

Rf: /

Trtalisea: > 300 °C

IR (cm™): 3374, 2235, 1618, 1585, 1384, 1332, 1279, 1255, 1166, 1135, 1026, 974, 860,
846, 758, 728, 704

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 8.07 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-Py), 8.15 (d, 2H, J
= 8.4 Hz, 2 x H-Ar), 8.39 (d, 2H, J = 8.4 Hz, 2 x H-Ar), 8.45 (dd, 1H, J; = 1.6 Hz, J, = 7.6
Hz, H-Py), 9.13 (s, 1H, H-Py)

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): 115.48, 117.91, 122.04, 123.67, 127.01, 128.79,
133.49, 135.61, 146.22, 166.70, 174.42

HPLC: Cistost spojine 96,4 % pri 254 nm (tr = 7,43 min)
MS (ESI): 293,1 [M-Li+2H]*
HR-MS za C1sHsN4Os [M-Li+2H]*: 293,0683 (izracunana: 293,0675)

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

karboksilne kisline (spojina 22)

Reakcija:
OMe OH
N-O N-©
| 7 BBI‘3 | Y
AN N — = X N
£10 | DKM HO |
t N7 OMe N OH
o) O
15 22
Postopek:

60 mg (0,169 mmol) spojine 15 smo natehtali v 25-mL bucko, jo raztopili v 1 mL DKM in
na ledeni kopeli ohladili na 0 °C. Dodali smo 2,02 mL (12 eq: 2,028 mmol) BBr3z in mesali
na ledeni kopeli Se 10 min, nato Smo kopel odstavili in pustili, da je reakcija potekala na
sobni temperaturi. Cez 20 ur smo s tankoplastno kromatografijo zaznali konec reakcije. V

reakcijsko zmes smo dodali 6 mL NaHCOs in 30 mL etilacetata ter fazi locili. Vecina
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produkta se je nahajala v vodni fazi, zato smo jo z 1M HCI nakisali do pH = 3 in jo
reekstrahirali s 3 x 10 mL etilacetata. Vse organske faze smo zdruzili, uparili topilo in

dobili 10 mg spojine 22.

Rezultati:

Izgled: bel prah

Izkoristek: 19,8%

Mr: 299,24

Elementna sestava: C14HoN3Os

Rf: /

Ttanisea: > 300 °C

IR (cm™): 2875, 1650, 1561, 1473, 1386, 1300, 1177, 1132, 1018, 1003, 932, 838, 805.

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 6.55 (s, 1H, H-Ar), 7.06 (d, 2H, J = 2.4 Hz, 2
x H-Ar), 8.24 (dd, 1H, J; = 0.8 Hz, J» = 8.4 Hz, H-Ar), 8.59 (dd, 1H, J1 = 2.4 Hz, J, = 8.4

Hz, H-Ar), 9.32 (dd, 1H, J1 = 0.8 Hz, J> = 2.0 Hz, H-Ar), 9.97 (s, 2H, 2 x Ar-OH), 13.59
(s, 1H, COOH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-des): 105.82, 107.69, 122.71, 124.05, 137.42, 147.43,
159.30, 166.12, 176.63

HPLC: Cistost spojine 97,3 % pri 254 nm (tr = 2,99 min)
MS (ESI): 300,1 [M+H]*
HR-MS za C14H10N3Os [M+H]*: 300,0627 (izra¢unana: 300,0620)
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4.23 Sinteza etil 4-cianopiridin-2-karboksilata (spojina 23)

Reakcija:
CN CN
| A SOCI,, EtOH | ~
OH — = OEt
N" N”
o} 0
23
Postopek:

240 mg (1,62 mmol) 4-cianopiridin-2-karboksilne kisline smo natehtali v 25 mL bucko in

jo raztopili v 7 mL brezvodnega etanola. Raztopino smo 10 min meSali na sobni

temperaturi, nato smo jo ohladili na ledeni kopeli in dodali 129 ul (1,1 eq: 1,78 mmol)

tionil Kklorida. Reakcijsko zmes smo dve uri meSali na sobni temperaturi, nato smo jo

prenesli Se na oljno kopel in 20 ur segrevali pri temperaturi refluksa (T = 80 °C). Po

koncani reakciji smo pod znizanim tlakom uparili topilo in suh preostanek raztopili v 20

mL etilacetata, ki smo ga spirali z 10 mL vode. Vodno fazo smo reekstrahirali s 3 x 10 mL

etilacetata, vse organske faze zdruzili, jih posusili z nasi¢eno raztopino NaCl in Na>SOj ter

uparili topilo pod znizanim tlakom. Dobili smo 245 mg spojine 23.

Rezultati:

Izgled: bela amorfna snov
Izkoristek: 85,8%

Mr: 176,17

Elementna sestava: CoHgN20>
Rf: 0,52 (MF: etilacetat)
Tranisea: 89-93 °C (89)

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.34 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH,-CHs), 4.38 (g,
2H, J = 7.2 Hz, CH,-CHs), 8.14 (dd, 1H, Ji = 1.6 Hz, J; = 4.8 Hz, H-Py), 8.43 (dd, 1H, J;

= 0.8 Hz, J2 = 1.6 Hz, H-Py), 8.98 (dd, 1H, J1 = 1.2 Hz, J, = 4.8 Hz, H-Py)
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4.24 Sinteza etil 4-(N'-hidroksikarbamimidoil)piridin-2-karboksilata
(spojina 24)

Reakcija:
(?H
N N« _NH,
X X
| NHonxHCL K2CO3 |
N/ OEt > N/ OEt

I3 o
[N}
S

Postopek:

230 mg (1,31 mmol) spojine 23 smo natehtali v 25 mL bucko in dodali 136 mg (1,5 eq:
1,97 mmol) hidroksilaminijevega klorida (NH.OH x HCI) in 271 mg (1,5 eq: 1,97 mmol)
kalijevega karbonata (K2COs). V bucko smo dodali ¢ 5 mL etanola in reakcijsko zmes
mesali na sobni temperaturi preko noci. Naslednji dan smo zmes dve uri segrevali e pri
temperaturi 40 °C in nato s TLC-jem zaznali konec reakcije. Reakcijski zmesi smo pod
znizanim tlakom uparili topilo, k preostanku dodali 40 mL etilacetata in spirali z 10 mL
vode. Vodno fazo smo reekstrahirali z 2 x 10 mL etilacetata, vse organske faze zdruzili, jih
posusili z nasiceno raztopino NaCl in Na2SOs ter uparili topilo pod zniZzanim tlakom.

Dobili smo 195 mg spojine 24.

Rezultati:

Izgled: bela amorfna snov
Izkoristek: 71,4%

Mr: 209,20

Elementna sestava: CoH11N303
Rf: 0,23 (MF: etilacetat)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.34 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH2-CH3), 4.35 (q,
2H, J = 7.2 Hz, CH»-CH3), 6.15 (s, 2H, -NH>), 7.87 (dd, 1H, J: =1.6 Hz, J> = 4.8 Hz, H-
Py), 8.34 (t, 1H, J = 0.8 Hz, H-Py), 8.72 (dd, 1H, J1 = 0.8 Hz, J>= 4.8 Hz, H-Py), 10.21 (s,
1H, -N-OH)

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): 14.10, 61.25, 120.51, 122.63, 141.78, 147.79, 148.28,
150.03, 164.59
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4.25 Poskus sinteze etil 4-(5-(4-hidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-
il)piridin-2-karboksilata (spojina 25)
Reakcija:

OH
N _NH,

1.) RCOOH, coupling (@] N-Q
2.) KF, dioksan, refluks I OH
X >  EtO | X N

Postopek:

69 mg (0,330 mmol) spojine 23 smo natehtali v 25 mL buc¢ko in dodali 55 mg (1,2 eq:
0,396 mmol) 4-hidroksibenzojske kisline, 76 mg (1,2 eq: 0,396 mmol) EDC, 61 mg (1,2
eq: 0,396 mmol) HOBt, 67 pL (2 eq: 0,660 mmol) trietilamina, konico spatule DMAP in
vse skupaj raztopili v 1,5 mL DMF ter mesali na sobni temperaturi. Po dveh urah smo s
tankoplastno kromatografijo zaznali nastanek vmesnega produkta, zato smo zaceli z
reakcijo ciklizacije. Dodali smo 58 mg (3 eq: 0,990 mmol) KF in 5 mL dioksana ter
reakcijsko zmes refluktirali na oljni kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo na TLC
ploscici zaznali vecje Stevilo lis, a vseeno izvedli izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod
znizanim tlakom uparili dioksan in nato produkt raztopili v 30 mL etilacetata, ki smo ga
spirali z 10 mL nasi¢ene NaHCO3, 10 mL nasi¢ene NaCl in posusili z Na2SOs. NMR
spekter ni kazal Ciste spojine, zato smo izvedli kolonsko kromatografijo (MF: etilacetat).
Izolirali smo ve¢ Cistih frakeij z razliénimi retencijskimi faktorji, a glede na posnete NMR

spektre nobena ni predstavljala nasega produkta.

Rezultati:

Izgled: siv prah

Izkoristek: /

Mr: 311,29

Elementna sestava: C16H13N304
Rf: /
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4.26 Sinteza etil 4-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilata (spojina 26)

Reakcija:
(l)H
N ~ NH2 . OMe
1.) RCOOH, coupling 0 N-O
2.) KF, dioksan, refluks I,
| A TOEOT YN N
O
24 26
Postopek:

55 mg (0,263 mmol) spojine 24 smo natehtali v 25 mL buc¢ko in dodali 58 mg (1,2 eq:
0,316 mmol) 3,5-dimetoksi benzojske kisline, 61 mg (1,2 eq: 0,316 mmol) EDC, 48 mg
(1,2 eq: 0,316 mmol) HOBt, 73 uL (2 eqg: 0,526 mmol) trietilamina, konico spatule DMAP
in vse skupaj raztopili v 1,5 mL DMF ter mesali na sobni temperaturi. Po dveh urah smo s
tankoplastno kromatografijo zaznali nastanek vmesnega produkta, zato smo zaceli z
reakcijo ciklizacije. Dodali smo 46 mg (3 eq: 0,789 mmol) KF in 5 mL dioksana ter
reakcijsko zmes refluktirali na oljni kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo s TLC
zaznali konec reakcije in izvedli izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod znizanim tlakom
uparili dioksan in nato produkt raztopili v 30 mL etilacetata, ki smo ga spirali z 10 mL
nasi¢ene NaHCOs3, 10 mL nasi¢ene NaCl in posusili z Na2SO4. Nastali surov produkt smo
ocistili s kolonsko kromatografijo (MF: etilacetat) in dobili 45 mg spojine 26.

Rezultati:

Izgled: temno rjav prah
Izkoristek: 48,2%

Mr: 355,34

Elementna sestava: C1gH17N3Os
Rf: 0,55 (MF: etilacetat)

Ttanisea: 120 - 123 °C

IR (cm): 1741, 1572, 1453, 1367, 1302, 1239, 1207, 1149, 1060, 835, 756, 735, 687

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.38 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH2-CHs), 3.88 (s,
6H, 2 x O-CHs), 4.42 (q, 2H, J = 7.2 Hz, CH,-CH3), 6.89 (t, 1H, J = 2.4 Hz, H-Ar), 7.32
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(d, 2H, J = 2.0 Hz, 2 x H-Ar), 8.28 (dd, 1H, J1 = 1.6 Hz, J1 = 5.2 Hz, H-Py), 8.59 (dd, 1H,
J1=0,8 Hz, J2 = 1.6 Hz, H-Py), 8.98 (dd, 1H, J1 = 0.8 Hz, J2 = 4.8 Hz, H-Py)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 14.09, 55.76, 61.68, 105.67, 110.61, 121.52, 121.70,
124.32, 124.49, 148.86, 151.14, 151.26, 161.07, 164.10

HPLC: Cistost spojine 99,3 % pri 254 nm (tr = 15,97 min)
MS (ESI): 356,1 [M+H]"
HR-MS za C1sH1sN3Os [M+H]*: 356,1239 (izraunana: 356,1246)

4.27 Sinteza etil 4-(5-(3,5-dimetoksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilata (spojina 27)

Reakcija:
OH
N NH: 1.) RCOOH, coupling 0 N-O —
2.) KF, dioksan, refluks I, \ N
| X >~ EtO | X N /
OEt N
N =
o)
24 27

Postopek:

60 mg (0,287 mmol) spojine 24 smo natehtali v 25 mL bucko in dodali 35 mg (1 eq: 0,287
mmol) piridin-4-karboksilne kisline, 61 mg (1,1 eq: 0,316 mmol) EDC, 48 mg (1,1 eq:
0,316 mmol) HOBt, 80 uL (2 eq: 0,574 mmol) trietilamina, konico spatule DMAP-a in vse
skupaj raztopili v 2 mL DMF ter meSali na sobni temperaturi. Po dveh urah smo s
tankoplastno kromatografijo zaznali nastanek vmesnega produkta, zato smo zaceli z
reakcijo ciklizacije. Dodali smo 50 mg (3 eq: 0,861 mmol) KF in 5 mL dioksana ter
reakcijsko zmes refluktirali na oljni kopeli pri temperaturi 110 °C. Po 18 urah smo s TLC
zaznali konec reakcije in izvedli izolacijo. Reakcijski zmesi smo pod znizanim tlakom
uparili dioksan in nato produkt raztopili v 30 mL etilacetata, ki smo ga spirali z 10 mL
nasi¢ene NaHCO3, 10 mL nasic¢ene NaCl in posusili z Na,SOs. NMR spekter ni kazal Ciste
spojine, zato smo izvedli kolonsko kromatografijo (MF: etilacetat ) in dobili 37 mg zmesi
spojin 24 in 27. Zmes smo prelili z dietil etrom, odnucali nastalo oborino in dobili 15 mg

Ciste spojine 27.
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Rezultati:

Izgled: rjav prah

Izkoristek: 17,7%

Mr: 296,28

Elementna sestava: C1sH12N4O3
Rf: 0,23 (MF: etilacetat)

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.38 (t, 3H, J = 7.2 Hz, CH»-CH3), 4.42 (q,
2H, J =7.2 Hz, CH,-CH3), 8.16 (d, 2H, J = 6.0 Hz, 2 x H-Py), 8.30 (dd, 1H, J1: = 1.6 Hz, J>
= 4.8 Hz, H-Py), 8.61 (dd, 1H, J1 = 0.4 Hz, J> = 1.6 Hz, H-Py), 8.94 (d, 2H, J = 6.0 Hz, 2 x
H-Py), 9.00 (dd, 1H, J: = 0.8 Hz, J> = 4.8 Hz, H-Py)

13C NMR (100 MHz, DMSO-de): 14.07, 61.72, 121.44, 121.73, 124.31, 130.03, 134.50,
151.22, 151.35, 151.41, 164.05, 166.74

4.28 Sinteza litijevega 3-(5-(piridin-4-il)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilata (spojina 28)

Reakcija:
0 N-O — 0 N-O —
[ 7 N 2MLOH += L7\ N
EtO” YN N\ LT YN N /
N__— N~
27 28
Postopek:

V 10 mL bucko smo natehtali 14 mg (0,047 mmol) spojine 27, jo raztopili v 1,5 mL THF
in dodali 189 puL (8 eq: 0,376 mmol) 2 M LiOH. Reakcijo je potekala pri sobni
temperaturi. Po 20 urah smo nastalo oborino suspendirali v dietil etru in jo odnucali. Po

susenju v susilniku smo dobili 10 mg spojine 28.

Rezultati:

I1zgled: bel prah

Izkoristek: 79,2%

Mr: 274,16

Elementna sestava: C13H7LiIN4O3
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Rf:/
Ttalisea: > 300 °C

IR (cm): 1653, 1582, 1414, 1385, 1360, 1332, 1279, 1063, 990, 859, 837, 750, 709

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 7.98 (dd, 1H, J1 = 1.6 Hz, J, = 4.8 Hz, H-Py),
8.16 (d, 2H, J = 6.0 Hz, 2 x H-Py), 8.55 (s, 1H, H-Py), 8.72 (d, 1H, J = 5.2 Hz, H-Py), 8.93
(d, 2H, J = 6.0 Hz, 2 x H-Py)

13C NMR (100 MHz, DMSO-ds): 121.40, 124.26, 130.18, 132.46, 132.97, 143.59,

149.19, 151.21, 166.54, 167.47, 174.58

HPLC: Cistost spojine 97,6 % pri 254 nm (tr = 2,20 min)
MS (ESI): 269,1 [M-Li+2H]*
HR-MS za C13HsN4O3 [M-Li+2H]*: 269,0677 ( izraCunana: 269,0675)

4.29 Sinteza 4-(5-(3,5-dihidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilne kisline (spojina 29)

Reakcija:
OMe OH
o) N-O 0 N-O
| / BBr3 | /
X N — X N
EtO | DKM HO |
N~ OMe N~ OH
26 29
Postopek:

40 mg (0,113 mmol) spojine 26 smo natehtali v 25-mL bucko, jo raztopili v 1 mL DKM in
na ledeni kopeli ohladili na 0 °C. Dodali smo 1,35 mL (12 eq: 1,356 mmol) BBr3z in mesali
na ledeni kopeli Se 10 min, nato smo kopel odstavili in pustili, da je reakcija potekala na
sobni temperaturi. Cez 20 ur smo s tankoplastno kromatografijo zaznali konec reakcije. V
reakcijsko zmes smo dodali 6 mL NaHCOg, jo z 1M HCI nakisali do pH = 3 in ekstrahirali
z 3 x 20 mL etilacetata. Zdruzenim organskim fazam smo uparili topilo in dobili 27 mg

spojine 29.

Rezultati:

Izgled: temno rjav prah
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Izkoristek: 33,7%

Mr: 299,24

Elementna sestava: C14HoN3Os

Rf: /

Trtalisea: > 300 °C

IR (cm™): 3213, 1735, 1569, 1454, 1354, 1307, 1164, 1004, 929, 856, 759, 716, 675

IH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 6.54 (t, 1H, J = 2.4 Hz, H-Ar), 7.06 (d, 2H, J
= 2.4 Hz, 2 x H-Ar), 8.22 (dd, 1H, J1 = 1.6 Hz, J» = 4.8 Hz, H-Py), 8.58 (dd, 1H, J; = 0.8
Hz, J, = 1.6 Hz, H-Py), 8.96 (dd, 1H, J1 = 0.8 Hz, J> = 5.2 Hz, H-Py), 9.98 (s, 2H, 2 x Ar-
OH) * signal za COOH skupino je skrit pod signalom za vodo pri 3.3 ppm

13C NMR (100 MHz, DMSO-des): 103.79, 103.88, 105.80, 124.17, 126.65, 128.15,
134.80, 139.13, 141.41, 142.11, 159.30, 176.43

HPLC: Cistost spojine 95,3 % pri 254 nm (tr = 2,75 min)
MS (ESI): 300,1 [M+H]"
HR-MS za C14H10N3Os [M+H]*: 300,0623 (izra¢unana: 300,0620)
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 SINTEZNI POSTOPKI
5.1.1 Esterifikacija

Izhodne spojine (3-cianobenzojska kislina, 5-cianopiridin-2-karboksilna Kislina, 4-
cianopiridin-2-karboksilna kislina) smo v prvi fazi sinteze pretvorili v etilne estre. S tem
smo povecali selektivnost nadaljnjih reakcij, saj smo zas¢itili karboksilno skupino, ki bi
lahko v naslednji stopnji reakcije ob dodatku sklopitvenega reagenta zaradi svoje aktivacije
tvorila nezelene stranske produkte. Kot reagent smo uporabili tionil klorid (SOCIy), ki
karboksilne skupine pretvori v moc¢no reaktivne kislinske kloride, ki nato reagirajo z
alkoholi do ustreznih estrov. Pri nasi sintezi smo kot topilo uporabili brezvodni etanol v
prebitku, ki je s kislinskim kloridom nato reagiral do etilnega estra. Pri tej reakciji je
potrebna uporaba brezvodnega etanola, saj lahko ob prisotnosti vode kislinski klorid
hidrolizira do kisline (90, 91).

Pri sintezi kislinskega klorida s tionil kloridom poteka dvojna zaporedna nukleofilna
adicija s sledeco eliminacijo. Kisik karboksilne kisline napade Zveplov atom tionil klorida.
Pri reakciji nastane kloridni ion, ki napade protoniran acil klorosulfit. Pri tem iz reakcije
kot dobro izstopajoca skupina izstopa SO-Cl, nastane pa kislinski klorid (Slika 17). V
drugi stopnji sinteze estra prosti elektronski par na kisiku v molekuli EtOH napade
karbonilno skupino kislinskega klorida, pri ¢emer izstopita CI" in H* in tako kot kon¢ni
produkt dobimo etilni ester (Slika 18) (90).

‘o’ CI o :Cl: 0) :Cl:

Ll /JF\BSQQ — |C|; + lféi_—p L| + l
r” \,C}'—H "CI/ R \6/(| N R NS \Q”

o :Cl:
ENN

CI O 100 c

e T S

AN N

H l h :Cl: H (oF

HCI + SO,

Slika 17 Sinteza kislinskega klorida z uporabo SOCI,
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Slika 18 Nastanek estra iz kislinskega klorida

Pri izolaciji spojin 1 in 12 smo po uparevanju topila dobili oljnat zaostanek, kar je kazalo,
da imamo v zaostanku prisotnega Se precej tionil klorida. Dodali smo dietil eter in zmes
uparili pod znizanim tlakom, a se produkta Se vedno ni dalo upariti do suhega. Izolacijo
smo nadaljevali z dodatkom etilacetata in spiranjem organske faze z vodo pri spojini 12 in
z NaHCOs3 pri 1. Organsko fazo smo posusili z nasic¢eno raztopino NaCl ter NaxSOjy ter
uparili topilo. Na sobni temperaturi je produkt presel iz tekocega v trdno agregatno stanje.
Izkoristek pri sintezi spojine 12 je bil 83 %, pri 1 pa 71 %, kar je za to reakcijo razmeroma
oborine pri dodatku etilacetata — oborino smo zavrgli, ker ni predstavljala nasega produkta.
Pri izolaciji spojine 23 smo izpustili korak z dodajanjem dietil etra in takoj izvedli

ekstrakcijo z etilacetatom in vodo. Izkoristek se je povecal za priblizno 2 %.

Poleg tionil klorida bi lahko za sintezo kislinskega klorida uporabili $e oksalil klorid
((COCI)y), fosforjev tri- ali pentaklorid (PCls, PCls) ali fosforil klorid (POCIs). Ester bi
lahko pripravili tudi z drugimi aktiviranimi derivati karboksilnih kislin, kot npr. z
anhidridom Kisline, drugim estrom ali z amidom, ki pa so vsi manj reaktivni kot Kislinski
klorid. Prav tako bi se lahko posluzili metode sinteze estrov s pomocjo sklopitvenega
reagenta, ki ga dodamo direktno v zmes karboksilne kisline in alkohola. Prednost te
metode je selektivna aktivacija karboksilne kisline v intermediate, ki v nadaljevanju
reagirajo z alkoholom. Najpogosteje uporabljani sklopitveni reagenti so DCC (N,N'-
dicikloheksilkarbodiimid), = CDI  (N,N'-karbonildiimidazol), @ EDC  (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid) in BOP (benzotriazol-1-il-oksi-tris-(dimetilamino)-
fosfonijev heksafluorofosfat) (92).

Kislinsko katalizirana (Fischerjeva) esterifikacija je zelo enostavna in dokaj pogosta
metoda priprave estrov, pri Kkateri poteka reakcija karboksilne kisline z alkoholom v

prisotnosti mocne kisline, poleg estra pa je med produkti tudi voda. Gre za reverzibilno
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reakcijo, ki jo lahko usmerimo v smer nastajanja estra, ¢e uporabimo prebitek karboksilne
kisline ali alkohola (lahko ga uporabimo kot topilo) ali pa ¢e iz sistema sproti
odstranjujemo vodo (90). To lahko doseZemo z dodatkom raznih suSilnih sredstev ali pa z

uporabo Dean-Starkove pasti ob azeotropni destilaciji (92).

5.1.2 Sinteza amidoksima

Hidroksilaminijev klorid je kristalinicna snov, ki ob dodatku baze (v naSem primeru
K2COg) tvori hidroksilamin, ustrezno sol (KCI), vodo in CO2. V nasem primeru ima vlogo
nukleofila, ki s kisikom napade ogljikov atom nitrila, pri ¢emer nastane intermediat 3.
Zaradi elektrostatske interakcije med aminskim duSikom in iminskim ogljikom pride do
tvorbe nestabilnega oksaziridinskega obroca 4. S cepitvijo vezi C-O nastane intermediat 5,
v zadnji fazi pa s tavtomerizacijo Se kon¢ni produkt, amidoksim 6 (Slika 19) (93).
Hidroksilamin je ambidenten nukleofil, zato bi lahko tako z dusikom kot s kisikom napadel
nitrilni ogljikov atom. Vendarle pa so Studije pokazale, da v ravnotezju nastane zwitterion

*NH3s0", zato mehanizem nukleofilne adicije poteka preko kisika (94).

Ar C——=N + HO——NH, B 5
1 2
A NH
"~ NH,
C Ar /
\
| = C\
o /NH
“SNH, o
3 / 4
Ar NH Ar NH
\C/ 2 \C/
-
| — | + NH,OH
N HN
o OH
6 5

Slika 19 Shema nastanka amidoksima. Prirejeno po Rajendra et al. [93]
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Spojine 2, 13 in 24 smo sintetizirali z adicijo hidroksilamina na nitrilno funkcionalno
skupino, prisotno v predhodnih spojinah. Kot topilo smo izbrali etanol, medtem ko smo
poleg hidroksilaminijevega klorida (NH2OH x HCI) kot reagent uporabili $e kalijev
karbonat (K2CO:s), s katerim smo zagotovili alkalne pogoje in s tem prost hidroksilamin.
Pri sintezi spojine 2 smo uporabili dva ekvivalenta NH2OH x HCI in K>COg, reakcija pa je
potekala pri temperaturi refluksa preko noci (T = 80 °C). Pri poskusu sinteze spojine 13
pod enakimi pogoji smo dobili zmes razli¢nih produktov. Ko smo reakcijski zmesi uparili
topilo, k preostanku pa dodali etilacetat, ki smo ga nato spirali z vodo, NaCl in posusili z
Na>S0Og, je bilo namre¢ izredno malo spojine v organski fazi, velik del pa v vodni, kar kaze
na to, da je hidroksilamin verjetno napadel tudi ester in tako tvoril veliko bolj polarno
spojino (Slika 20). Zaradi tega smo pri nadaljnjih sintezah spojin 13 in 24 uporabili 1,5
ekvivalenta obeh reagentov in milejSe pogoje — reakcija je potekala preko noci pri sobni
temperaturi in potem $e dve uri na 40 °C. Pri spojini 13 smo po dveh urah dodali Se 0,5
ekvivalenta obeh reagentov in povisali temperaturo na 50 °C. Ko smo s TLC-jem zaznali
konec reakcije, smo zaceli z izolacijo. Najprej smo uparili etanol, nato dodali etilacetat in
spirali z vodo. Vodno fazo smo reekstrahirali z etilacetatom, zdruzili vse organske faze, jih
posusili z nasi¢eno raztopino NaCl in NaxSOg4 ter uparili topilo. Izkoristki reakcij so bili

med seboj primerljivi (~ 70 %).

OH
CN N NH,
N
| N NHOHXHCI, K,CO; | A
EtO” ~O HN e}
” OH

Slika 20 Potencialni neZeleni produkt pri stranski reakciji hidroksilamina z estrom

5.1.3 Sinteza 1,2,4-oksadiazolnega obroca

Sintezo razlicno substituiranih 1,2,4-oksadiazolov smo izvedli s ciklizacijo O-

acilamidoksimov.

e 'V prvi stopnji smo uporabili t.i. »coupling« metodo (metodo sklopitve), pri kateri
smo najprej v topilu DMF izbrano karboksilno kislino aktivirali s sklopitvenim
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reagentom in tako omogo¢ili O-aciliranje izbranega amidoksima. Kot sklopitveni
reagent smo uporabili EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid), ki smo
mu kot pomozna nukleofila oziroma katalizatorja reakcije, ki pospesita sklopitev,
dodali $e hidroksibenzotriazol (HOBt) in 4-dimetilaminopiridin (DMAP). Ker smo
uporabili EDC v obliki EDC x HCI, smo v reakcijsko zmes dodali $e bazo
(trietilamin).

e V drugi stopnji smo izvedli intramolekulsko ciklodehidracijo brez predhodne
izolacije produkta. Kot reakcijsko topilo smo uporabili dioksan, kot dehidracijsko
sredstvo pa smo dodali Se¢ KF in vse skupaj 20 ur refluktirali pri temperaturi 110
°C. Izolacijo vseh spojin smo izvedli na podoben nacin: najprej smo reakcijski
zmesi uparili dioksan in dodali etilacetat, ki smo ga spirali z vodnimi raztopinami
kislin ali baz in ustrezno posusili. S tem smo se znebili prebitnih reagentov in
nekaterih moZznih necistot ter zagotovili, da je na$ produkt v celoti presel v
organsko fazo. Etilacetat smo nato uparili in dobili oborino, ki Smo jo po potrebi Se

dodatno o¢istili z razliénimi metodami (izobarjanje, kolonska kromatografija).

Ker so NMR spektri v surovih produktih 14, 15, 16, 17 in 27 pokazali na prisotnost
necistot, Smo oborine prelili z dietil etrom, v katerem so nekatere necistote, za razliko od
nasih spojin, zelo dobro topne. S tem smo na enostaven nacin odistili zelene spojine, kar je
potrdila tudi analiza z NMR spektroskopijo. Konéni izkoristki so bili precej nizki (10.6 %,
31.8 %, 37.1 %, 30,5 %, 17,7 %). Izgube z izobarjanjem so bile v vseh primerih ve¢ kot 50
%, kar kaZe na to, da reakcija ni potekala selektivno in da je bil deleZ necistot razmeroma
visok. Hkrati lahko iz rezultatov sklepamo, da so tudi nase spojine delno topne v dietil etru.
Surove produkte 3, 4, 5 in 6 smo odistili z metodo prekristalizacije iz etanola tako, da smo
jih raztopili v najmanj$em moznem volumnu vrocega etanola. Pri sledeCem ohlajanju so se
zaceli tvoriti kristali iskanih spojin. S tem smo, sode¢ po NMR in ostalih analizah, dobro
ocistili nas produkt. Pri tem postopku so bile izgube malo veéje kot pri konénem ¢is¢enju z
izobarjanjem in zato konéni izkoristki nekoliko nizji (7.1 %, 21.8 %, 14.2 %, 22.2 %).
Podobno lahko tudi pri teh spojinah zaklju¢imo, da je bil delez necistot v surovem
produktu pred kon¢nim ¢is¢enjem dokaj visok. Spojine 3, 26 in 27 smo predhodno ocistili
tudi s kolonsko kromatografijo, a ker se je izolacija s prekristalizacijo oz. spiranje z dietil
etrom izkazalo za hitrejSe in ucinkovitejSe, ¢iSCenja s kolonsko kromatografijo pri

preostalih spojinah nismo ve¢ izvajali.
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S sinteznim postopkom, ki smo ga uporabili pri ostalih spojinah, smo poskusili sintetizirati
tudi spojino 25, a zal neuspesno. Analiza NMR spektrov je pokazala, da imamo v kon¢ni
oborini necist produkt, zato smo ga poskusili o¢istiti s kolonsko kromatografijo in zbrali
skupne frakcije vsake posamezne lise. V nobeni frakciji z NMR analizo nismo uspeli
dokazati nedvoumnega nastanka spojine 25. Ker smo tudi pri sintezah spojin 3 (n = 7.1 %)
in 14 (n = 10.6 %) dosegli najnizje izkoristke med vsemi in ker je vsem trem spojinam
skupna hidroksilna skupina, ki v reakcijah predstavlja kompetitivni nukleofil, lahko
sklepamo, da so se zaradi ostrih reakcijskih pogojev in reaktivnega intermediata tvorili
nezeleni stranski produkti. V tem primeru bi lahko reakcijo poskusili izvesti pod blazjimi
reakcijskimi pogoji. Kot katalizator bi lahko v topilu THF uporabili TBAF (tetra-n-
butilamonijev fluorid), ki olajsa in pospesi ciklodehidracijo (Slika 21), pri ¢emer reakcija

poteka ze na sobni temperaturi (95).

Ry
_OH R o. O,
N _ Zj( N | N
| acilator, DIPEA, DKM, 0°C . 0 | TBAF, THF, r.t. . N\/<
Ry "NH, Ry "NH; R
1

Slika 21 Sinteza 1,2,4-oksadiazola z uporabo TBAF kot katalizatorja

Kot u¢inkovit alternativni postopek za sintezo 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov se je
izkazala metoda z uporabo mikrovalov, ki skrajSa reakcijski €as in izboljSa izkoristek
reakcije. V prvi stopnji izbranemu benzonitrilu dodamo hidroksilamin in katalizator KF-
Al>0s ter reakcijsko zmes za 8 minut izpostavimo mikrovalovom. V drugi stopnji »in situ«
nastalemu amidoksimu dodamo $e ustrezno substituiran benzaldehid in zopet izpostavimo
mikrovalovom, dokler s TLC-jem ne zaznamo nastanek koné¢nega produkta 3,5-
disubstituiranega 1,2,4-oksadiazola (Slika 22) (96).

O
-0

OH
g N —
CN I S (I / )\@R
©/ NH,OH x HCI, KF-Al,O3 NH, = N /
MW, 8 min KF-Al,05 MW

Slika 22 Potek sinteze 1,2,4-oksadiazolov z uporabo mikrovalov in KF-Al;O3

MozZnih je ve¢ sinteznih poti za nastanek oksadiazolnega obroc¢a z uporabo mikrovalov.
Adib in sodelavci so leta 2006 porocali o izjemno hitrem nastanku konénega produkta z

odli¢nim izkoristkom (Slika 23). Podobno kot z uporabo KF-Al,O3 so v prvi stopnji
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benzonitrilu in hidroksilaminu kot katalizator dodali ocetno kislino in v drugi stopnji Se

ustrezno substituiran benzaldehid (97).

OH o
. -0
N| H X ,\; P —R
CN | R \ /
©/ NH,OH x HCI, CH;COOH NH, _ N
MW, 1 min MW, 3 min

Slika 23 Potek sinteze 1,2,4-oksadiazolov z uporabo mikrovalov in ocetne kisline

5.1.4 Hidroliza estra

Estre lahko hidroliziramo na razli¢ne nacine. V nasem magistrskem delu smo se odlo¢ili za
alkalno hidrolizo z osmimi ekvivalenti 2M litijevega hidroksida (LiOH), pri cemer smo Kot
sotopilo izbrali THF. Najprej smo pri sintezi spojine 8 poskusili z uporabo S§tirih
ekvivalentov baze, ki smo jim po dveh urah me$anja na sobni temperaturi dodali Se dva, a
reakcija ni potekla do konca. Naslednji dan smo dodali $e dva ekvivalenta in s TLC-jem
zaznali konec reakcije. V vseh sledeCih hidrolizah smo zaradi tega uporabili osem
ekvivalentov LiOH in meSanje na sobni temperaturi. Vse reakcije so potekale z dobrim
izkoristkom (> 75 %), le pri sintezi spojine 8 je bil le-ta niZji (49 %). Razlog ti¢i verjetno
v dejstvu, da je to bila nasa modelna spojina, pri kateri smo postopek hidrolize Sele

razvijali in smo eksperimentirali s koli¢ino reagenta.

Po koncani reakciji smo reakcijskim zmesem, ki so vsebovale spojine 7, 8, 9, in 10 uparili
THF, dodali destilirano vodo in zadostno koli¢ino HCl za nevtralizacijo LiOH. Nas
produkt se je zaradi slabe topnosti v vodni raztopini izoboril, tako da smo ga izolirali z
nucanjem. Pri izolaciji spojin 7, 8 in 10 nismo imeli tezav, saj je v strukturi spojin prisoten
samo en kisli center, ki pri dovolj nizkem pH-ju ne disociira. Zaradi tega te spojine niso
bile topne v vodnih raztopinah in so se takoj po odstranitvi organskega topila oborile. Pri
spojini 9 sta prisotna tako kisel kot bazi¢ni center, zato smo morali biti pri izolaciji se

posebej pozorni na pH, ki je moral biti med 3 in 4, da spojina ne ni bila nabita.

Pri sintezi spojin 18, 19, 20, 21 in 28 se je oborina tvorila Ze ob meSanju na sobni
temperaturi v THF v obliki litijevih soli Zelenih spojin. Vsem tem spojinam je skupno, da
imajo za razliko od spojin 7, 8, 9 in 10 namesto fenilnega obroc¢a v strukturi substituiran
piridin. Zaradi tega so te spojine bolj polarne in so v izbranem organskem topilu (THF)

netopne. Izolacija teh spojin je bila zato preprostejsa, saj smo jih odfiltrirali, oborine sprali
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z dietil etrom in jih posusili v sus$ilniku. Pri spojinah 19, 20, 21 in 28 so bile oborine zelo
lepljiva in se je ni dalo ustrezno posusiti, zato smo dodali 2 mL acetona, metanola in
destilirane vode ter jo raztopili. Topila smo nato popolnoma odstranili in suh preostanek
prelili z dietil etrom, v katerem so bile topne nepolarne necistote. Nastale oborine smo

odnucali in v susilniku posusili do suhega.

Alkalna hidroliza estra, ki jo lahko vcasih imenujemo tudi saponifikacija, poteka po
principu nukleofilne adicije s sledeco eliminacijo na karbonilnem ogljikovem atomu (Slika
24). Mehanizem reakcije je slede¢: hidroksidni ion napade karbonilno skupino estra in
posledi¢no iz nastalega tetraedriCnega intermediata izstopi alkoksidni ion, ki nato s
protonom tvori alkohol. Nastali karboksilatni ion zaradi svojega negativnega naboja ne
vstopa v nadaljnje nukleofilne substitucije, zato je alkalna hidroliza estra prakti¢no
ireverzibilna. Praviloma poteka v raztopini vode ter organskega sotopila, ki se z vodo
dobro mesa, in ob prisotnosti baze (KOH, NaOH, LiOH). Topilo in razmerje med topilom
in vodo morata zagotavljati topnost tako estru, kot tudi bazi. Mozna, a redkejsa, pa je tudi
hidroliza v brezvodnih pogojih, pri ¢emer po koncani reakciji nastaneta alkohol in sol

karboksilne kisline (uporaba nukleofila v aproti¢nem topilu, npr. Lil v DMF) (90).
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Slika 24 Alkalna hidroliza estra
Poznamo tudi kislinsko katalizirano hidrolizo estra, ki pa je reverzibilna. Pri reakciji
nastajata karboksilna kislina in alkohol, kot reagent pa uporabimo vodno raztopino kisline.
Ravnotezje lahko premaknem v smer nastajanja produktov, ¢e pri hidrolizi uporabimo

velik prebitek vode — v praksi to najlazje storimo z refluktiranjem estra z razredéeno vodno
raztopino HCI ali H2SOs (90, 91).
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5.1.5 Odstranitev metilnih skupin z BBr3

Spojinam 4, 15 in 26 smo v zadnji stopnji sinteze odstranili metilni eter. Ker so slednji
izjemno obstojni, smo uporabili raztopino moc¢ne Lewisove Kisline, borovega tribromida
(BBr3), v diklorometanu. Reakcija je najbolje potekala pri spojini 29 (n = 34 %), kjer smo
reakcijsko zmes najprej ohladili na ledeni kopeli na 0 °C, nato pa dodali v prebitku 12
ekvivalentov BBr; v DKM. Reakcija je potekala 10 min na ledeni kopeli, nato pa $e¢ 20 ur
na sobni temperaturi. Z dodatkom NaHCO3z smo reakcijo zaustavili, reakcijsko zmes
nakisali do pH = 3 in ekstrahirali z etilacetatom, ki smo ga nato uparili pod znizanim
tlakom in dobili Zeleno spojino. NMR spekter je pokazal, da se je poleg dveh metilnih
etrov zaradi agresivnih pogojev pri reakciji odstranila Se estrska skupina. Pri spojinah 11 in
22 smo dosegli nizje izkoristke, saj smo pred nakisanjem z 1M HCI dodali etilacetat, da bi
nas produkt presel v organsko fazo, a se je izkazalo, da je zaradi dveh prostih hidroksilnih

in ene proste karboksilne skupine bolj topen v vodni fazi.

Reakcija demetiliranja verjetno poteCe preko nastalega kompleksa med borovim
tribromidom in kisikovim atomom v etru, ¢emur sledi eliminacija metilbromida (Slika 25).
Po slede¢i hidrolizi nastane kon¢ni produkt s prosto hidroksilno skupino (98, 99). V
literaturi najdemo podatke, da je priporoc¢ljivo uporabiti 1 mol BBrs za vsako etrsko
skupino v spojini in Se dodaten mol za vsako skupino, ki vsebuje potencialno bazi¢en
dusikov atom ali kisikov atom (npr. CN, COOH, CHO, v nasem primeru COOEt) (98).
Analogno kot reakcijo demetiliranja bi lahko pojasnili tudi odstranitev estrske skupine.
Zaradi dodane velike koli¢ine (12 eq) borov tribromid kot mocna Lewisova kislina z
lahkoto reagira z estrom, ki donira elektronski par. Sklepamo lahko, da se tudi v tem
primeru tvori kompleks med BBrz in kisikovim atomom alkoholnega dela estra, ¢emur
sledi eliminacija etilbromida. V literaturi lahko zasledimo, da so z BBrz v DKM ze
uspesno pretvorili metilne, etilne, terc-butilne, benzilne in p-nitrobenzilne estre do
pripadajocih karboksilnih kislin (100).
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ArOMe + BBry —» Ar—O+ —»  ArOBBr, + MeBr

BBrj

ArOBBr, + 3H,0 — ArOH + HsBO; + 2HBr
Slika 25 Potek reakcije demetiliranja z uporabo BBrs. Prirejeno po McOmie et al. [98]

Alternativni postopek za odstranitev metilnega etra bi lahko predstavljala reakcija z vodno
raztopino bromovodikove kisline (HBr) oz. z bromovodikovo kislino v etanolu. Prav tako
lahko v literaturi zasledimo, da so z mo¢nimi nukleofili, npr. tiolati v topilu DMF, uspesno
odstranili metilne etre. VV obeh primerih gre za agresivna postopka, ki morata potekati pri

visoki temperaturi in imata po navadi zaradi tega nizjo selektivnost glede na funkcionalne

evee

5.2 REZULTATI TESTIRANJA INHIBITORNE AKTIVNOSTI

Uspeli smo sintetizirati enaindvajset spojin, ki smo jih naértovali kot potencialne zaviralce
ksantinske oksidaze. Na Medicinski fakulteti Univerze v NiSu so spojinam dolocili
inhibitorno aktivnost na delovanje goveje ksantinske oksidaze. Postopek testiranja je
opisan v poglavju Materiali in metode. Poleg spojin s prosto karboksilno skupino so
ovrednotili tudi estrske oblike nac¢rtovanih spojin. Rezultati so podani v spodnji preglednici
I kot ICso vrednost - koncentracija, pri kateri izbrana spojina zavre 50% aktivnosti encima.
Kot pozitivna kontrola so bile uporabljene tri spojine: alopurinol ( 1Cso = 1.33 + 0.14 uM),
febuksostat ( ICso=0.008 = 0.001 uM) in kvercetin (ICso= 15.23 £3.16 uM).

Preglednica | Rezultati bioloskega testiranja
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Po testiranju se je izkazalo, da spojini 10 (3-(5-(4-cianofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-
il)benzojska kislina) in 22 (4-(5-(3,5-dihidroksifenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il)piridin-2-
karboksilna kislina) izkazujeta Sibko inhibitorno delovanje z ICsg nizjim od 150 uM. Obe
spojini imata prosto karboksilno skupino, ki je pri febuksostatu predstavljala
najpomembnejSi del interakcije z aminokislinskima ostankoma Arg880 in Thrl010 v
vezavnem mestu. Nitrilna skupina v spojini 10 in dve hidroksilni skupini v 22 so kot
akceptor vodikove vezi pripomogle k tvorbi vezi s taréno molekulo, najverjetneje z
Asn768. Spojine, ki imajo na fenilnem obrocu, ki je pripet na mestu 5 1,2,4-
oksadiazolnega obroc¢a, vezano samo eno hidroksilno skupino oz. dve metoksi skupini se
niso izkazale kot aktivne. Razlog je verjetno ta, da v tem delu molekule nimajo dovolj
uc¢inkovitega akceptorja vodikove vezi. Neaktivne so bile tudi spojine, ki imajo na mestu 5
1,2,4-oksadiazolnega obroca vezan piridin. Navkljub moZzni tvorbi mo¢ne vodikove vezi,
verjetno prostorska razporeditev molekule ne ustreza dobri vezavi v vezavno mesto. Tudi
spojine, ki imajo na mestu 3 1,2,4-oksadiazola vezan piridin-4-ilni fragment, so se izkazali
kot neaktivne. Mozno je, da pride pri teh spojinah do tvorbe intramolekulskih vodikovih
vezi med piridinskim duSikom in vodikom karboksilne skupine. Obe nasi aktivni spojini
imata poleg funkcionalnih skupin, ki omogocajo interakcije, ocitno tudi ustrezno
orientiranost substituentov v prostoru za vezavo v vezavno mesto. To bi pojasnilo zakaj
spojini 11 in 21 navkljub enakim dodanim fragmentom ne izkazujeta inhibitornega
delovanja. Za inhibitorno aktivnost febuksostata je nenazadnje pomemben tudi tiazolni
obro¢, ki tvori n—r interakcije z Phe914 in Phel009 in hkrati omogoca vodikovo vez med
tiazolnim duSikom in stransko karboksilno skupino Glu802. Ker samo dve od nasSih
enaindvajsetih spojin izkazujeta inhibitorno delovanje, ki je hkrati e zelo Sibko (~ 5.000 x
(spojina 10) oz ~ 7.000 x (spojina 22) vecja ICso vrednost kot febuksostat) bi bilo vredno
razmisliti o nadaljnji optimizaciji nase serije spojin. V prihodnje bi sicer lahko poskusili z
nacrtovanjem Spojin s 3,5-disubstituiranim 1,2,4-oksadiazolnim obrocem, kjer bi na mesto
3 vezali heterocikel s prosto karboksilno skupino in na mesto 5 heterocikel, ki bi vseboval
mocan akceptor vodikove vezi in hkrati Se lipofilno verigo, ki bi poskrbela za dodatne
hidrofobne interakcije z ostanki aminokislin Leu648, Leul013, Phe649 in Vall011,
podobno kot 4-izobutoksi del febuksostata. Po drugi strani pa bi bilo smiselno zgoraj
nastete fragmente pripeti Se na drug centralni obro¢, kot npr. imidazol ali triazol, ki bi prav
tako kot tiazol omogocal interakcije v vezavnem mestu in bi mogoce bolje kot 1,2,4-

oksadiazol usmerjal substituente v prostor.
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6. SKLEP

V okviru magistrske naloge smo nacrtovali in sintetizirali 3,5-disubstituirane derivate
1,2,4-oksadiazola kot potencialne zaviralce ksantinske oksidaze. Kot spojino vodnico smo
izbrali znan zaviralec ksantinske oksidaze febuksostat. Pri na¢rtovanju naSih spojin smo
upostevali Se ugotovitve raziskovalcev Fakultete za farmacijo, Univerze v Ljubljani, ki so
dokazali ugodne antioksidativne in protivnetne lastnosti razlicnih 3,5-disubstituiranih
1,2,4-oksadiazolnih analogov resveratrola, zato nam je ta 1,2,4-oksadiazolni skelet sluzil

kot bioizosterna zamenjava tiazola v strukturi febuksostata.

Sintezo nacrtovanih spojin smo izvedli v ve¢ stopnjah. Najprej smo izbrani spojini z
estrom zas¢itili karboksilno skupino in v naslednji stopnji na nitril vezali hidroksilamin, pri
Cemer je nastal amidoksim. Sledilo je O-aciliranje amidoksima z izbrano karboksilno
kislino in sklopitvenim reagentom EDC. S slede¢o metodo ciklodehidracije O-
acilamidoksima s kalijevim fluoridom smo dobili 3,5-disubstituiran 1,2,4-oksadiazol. V
zadnji stopnji sinteze smo z litijevim hidroksidom izvedli hidrolizo estra in z BBr3
odstranili metilne etre, kjer je bilo to potrebno. S sintezami smo dosegli zadovoljive
izkoristke in z njimi nismo imeli ve¢jih tezav, razen pri spojini 25, kjer bi lahko uporabili
milejSe pogoje reakcije ali pa alternativno metodo sinteze 1,2,4-oksadiazolnega z

mikrovalovi.

Sintetizirali smo enaindvajset spojin, ki so jim ovrednotili njihovo inhibitorno aktivnost in
jo podali kot 1Cso vrednost. Sibko inhibitorno aktivnost sta pokazali dve spojini, 10 (3-(5-
(4-cianofenil)-1,2,4-oksadiazol-3-il) benzojska kislina) in 22 (4-(5-(3,5-dihidroksifenil)-
1,2,4-oksadiazol-3-il) piridin-2-karboksilna kislina), za kateri sta, poleg ustrezne
prostorske razporeditve znacilna tudi prosta karboksilna skupina na prvem heterociklu in
ustrezna elektron — akceptorska skupina na drugem heterociklu. V nadaljnjih raziskavah bi
ju lahko $e potencialno optimizirali z dodatkom lipofilne verige, ki je prisotna tudi v
febuksostatu in tvori hidrofobne interakcije z ostanki aminokislin v vezavnem mestu. Ker
je za delovanje febuksostata, s svojimi interakcijami in usmerjanjem ostalih funkcionalnih
skupin v prostor, pomemben tudi centralni obro¢ tiazol, in ker nase spojine v vecini niso
pokazale inhibitorne aktivnosti, bi lahko v prihodnosti, poleg zgoraj omenjene optimizacije
spojin 10 in 22, mogoce nacrtovali tudi spojine z drugacnim centralnim obrocem, Ki bi

omogocal tako dodatne interakcije v vezavnem mestu kot boljSo prostorsko razporeditev
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substituentov. Zanimivi moznosti bi bila imidazol in triazol, na katera bi nato pripeli

strukturne fragmente, ki so znacilni za aktivni spojini 10 in 22.
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