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POVZETEK

Zaviralci monoamin oksidaz (MAOQ) se z namenom povisanja ravni zivénih prenasalcev v
mozganih Vv terapiji uporabljajo ze nekaj desetletij. Ker pri encimskih reakcijah z MAO
nastaja H20, njihovo zaviranje privede tudi do znizanja ravni oksidativnega stresa v
telesu. Izsledki najnovejsih raziskav hkrati kazejo, da N-propargilaminska skupina, ki je
strukturni fragment selegilina in razagilina, ireverzibilnih selektivnih zaviralcev encimske
izooblike MAO-B, deluje antiapoptoticno. Posledica obojega je nevroprotektivno
delovanje tak$nih uéinkovin, s katerimi bi lahko wucinkovito zdravili vrsto
nevrodegenerativnih bolezni sodobnega ¢asa.

Da bi pridobili nove potencialne selektivne ireverzibilne zaviralce izooblik MAO-A in
MAO-B z nevroprotektivnim delovanjem, smo v okviru magistrske naloge sintetizirali in
ovrednotili delovanje 6 konénih spojin. Sintezo smo nacrtovali na osnovi predhodno
sintetizirane spojine 4-(4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina z N-propargilaminskim
fragmentom, ki je na encimskih testih selektivno zavirala delovanje MAO-B. S
strukturnimi spremembami smo skusali ojacati zaviralno delovanje. Naértovali smo dve
seriji potencialnih u¢inkovin: pri spojinah prve serije smo ohranili piperidinski osnovni
skelet in s spremembo substituentov na aromatskem obroc¢u ciljali na ve¢jo polarnost
spojin, pri drugi pa smo piperidinski skelet zamenjali z azetidinskim, s ¢imer smo ciljali na
boljse prileganje aktivnemu mestu encima. Po 7-stopenjski sintezni poti smo uspe$no
sintetizirali piperidinske analoge, razen analogov s sulfonamidnimi substituenti, za katere
se je izkazalo, da zahtevajo drugac¢no sintezno pot; ter uspesno razvili postopek za sintezo
analogov z azetidinskim osnovnim skeletom. Kot osnovno reakcijo za sintezo dvojne vezi
v molekulah smo uporabili Wittigovo reakcijo, s katero smo pridobili nenasi¢ene cis in
trans derivate produktov, sintetizirali pa smo tudi reducirane derivate.

Rezultati bioloskega vrednotenja konénih spojin na MAO-A in MAO-B so pokazali, da so
spojine z azetidinskim skeletom bistveno manj aktivne od piperidinskih analogov, zato z
njihovo sintezo ni smiselno nadaljevati. (E)-4-(4-(metilsulfonil)stiril)-1-(prop-2-in-1-
il)piperidin (spojina 21), ki selektivno zavira delovanje MAO-B ze v nanomolarnih
koncentracijah in je hkrati manj lipofilna od spojine, iz katere smo izhajali, pa je mocan
zaviralec MAO-B in predstavlja dobro izhodi$¢e za nadaljnje raziskovalno delo.

Kljué¢ne besede: zaviralci MAO, N-propargilamin, Wittigova reakcija, nevrodegenerativne

bolezni
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ABSTRACT

In order to increase the levels of neurotransmitters in the brain, the monoamine oxidase
(MAO) inhibitors have been used in therapy for decades. Since H20 is formed in the
enzymatic reactions with MAO, their inhibition also decreases the levels of oxidative stress
in the body. Furthermore, the latest findings show that N-propargylamine group, which is a
structural fragment of irreversible selective MAO-B inhibitors selegiline and rasagiline,
has anti-apoptotic properties. Consequently, such compounds have neuroprotective
properties and could be used for treatment of numerous modern age neurodegenerative
diseases.

Our aim was to obtain new potential selective irreversible inhibitors of MAO-A and MAO-
B with neuroprotective properties. Accordingly, we successfully synthesized a series of 6
final compounds and evaluated their activity. The synthesis was performed according to
the previously synthesized N-propargylamine based selective MAO-B inhibitor 4-(4-
fluorostyryl)-1-(prop-2-yn-1-yl)piperidine. To improve the inhibitory activity selected
structural changes were used. Two sets of compounds were designed: in the first set we
retained the piperidine scaffold and changed the substituents to decrease the lipophilicity of
the compounds. In the second set we substituted the piperidine ring with azetidine to
improve binding into the active site of the enzyme. In the 7-step synthetic route, we
successfully synthesized piperidine analogues, except the ones with sulfonamide
substituents, which require a different synthetic procedure. Moreover, we also developed
and performed the synthesis of analogues with the azetidine scaffold. The main method for
the double bond formation was the Wittig reaction, which yielded unsaturated cis and trans
derivatives. And last but not least, we also synthesized the reduced derivatives.

The results from biological evaluation of final compounds on MAO-A and MAO-B
showed that compounds with the azetidine scaffold are significantly less potent than
piperidine analogues, which makes them less interesting for further research. (E)-4-(4-
(methylsuphonil)styryl)-1-(prop-2-yn-1-yl)piperidine (compound 21), which selectively
inhibits the activity of MAO-B in the nanomolar concentrations and is at the same time
less lipophilic than the original compound, is a potent inhibitor of MAO-B and represents a

good starting point for further research.
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1. UVOD

1.1 MONOAMINSKI ZIVCNI PRENASALCI

Monoaminski zivéni prenasalci so pomembna skupina zivénih prenasalcev, ki vsebujejo
eno amino skupino. NajpomembnejSi predstavniki so kateholamini (adrenalin,
noradrenalin, dopamin), serotonin in histamin, v to skupino pa spadajo tudi monoamini, Ki
se v telesu nahajajo v sledovih, kot so fenilamini, tiramin, triptamin in oktopamin. Njihova
vloga je prenos signalov med zivénimi celicami, ki uravnava mnogo procesov Vv telesu,
vkljuéno z miselnimi, vedenjskimi in gibalnimi procesi, spanjem, funkcijo sréno-Zilnega
sistema in drugimi. Spremembe v njihovi izgradnji, delovanju in razgradnji so zato lahko
vzrok mnogih bolezni, kot so depresija, Parkinsonova bolezen, Alzheimerjeva bolezen,
srénozilne bolezni in druge (1, 2).

Nastanejo iz razliénih prekurzorjev (aminokislin) v presinapti¢ni zivéni celici, kjer so
shranjeni v membranskih meSickih. Ko presinapticna celica prejme signal v obliki
akcijskega potenciala, se odpre ionski kanal, preko katerega v celico vstopijo kalcijevi ioni,
ki povzrocijo zlitje meSicka z membrano presinapticne celice in eksocitozo Zivenega
prenaSalca v sinapti¢no Spranjo. PrenaSalec se nato veZe na receptorje na postsinapticni
celici in tako prenese signal nanjo. Nato se z receptorja sprosti in inaktivira po dveh poteh:
po prvi poti, ki jo imenujemo ponovni privzem, z endocitozo vstopi nazaj v presinapti¢no
celico, se znova shrani v membranskih mesickih in postopek se ponovi, po drugi poti pa ga
razgradijo presnovni encimi. Najpomembnejsi encimi, ki presnavljajo monoaminske
Zivéne prenasalce, SO monoamin oksidaze (MAO), katehol O-metiltransferaze (COMT) in
aldehid dehidrogenaze (AD) (3).

1.2 MONOAMIN OKSIDAZE AinB

Monoamin oksidaze (MAO) so encimi iz druzine oksidoreduktaz, ki se nahajajo na
zunanjih mitohondrijskih membranah vecine telesnih tkiv. V telesu imajo pomembno
vlogo, saj s presnavljanjem predvsem primarnih, v nekoliko manj$i meri pa tudi
sekundarnih in terciarnih monoaminov skrbijo za inaktivacijo monoaminskih Zziv¢énih
prenasalcev in tako uravnavajo njihovo koncentracijo v mozganih, hkrati pa uravnavajo
raven telesnih in zunajtelesnin monoaminov tudi v perifernih tkivih (4, 5). Presnavljajo

predvsem kateholamine, serotonin in monoamine v sledovih, medtem ko imajo za diamine
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in histamin obc¢utno manjSo afiniteto (3). V telesu se nahajajo v dveh izoencimskih
oblikah: MAO-A in MAO-B. Kodirata ju razli¢cna gena na kromosomu X, kar se odraza v
razli¢ni tkivni razporeditvi in substratni specifi¢nosti izoencimov, kljub temu pa imata
podobni strukturi in molekulski masi, saj si delita 70 % aminokislinskega zaporedija (6).

Kljuéno vlogo pri njunem delovanju ima prosteticna skupina - kovalentno vezani kofaktor
flavin-adenin-dinukleotid (FAD), ki na flavinskem delu omogoca katalizirane encimske

reakcije (7).

1.2.1 Kataliti¢na aktivnost monoamin oksidaz

Reakcije potekajo po mehanizmu oksidativnega deaminiranja, pri katerem kot kon¢na
produkta nastajata ustrezni aldehid in amoniak, hkrati pa se kot stranski produkt sprosca
H>0> (Slika 1).

/\ /\\\(D —HZO—> RCHO -+ §H4

R NH,

Slika 1: Shema reakcije z MAO (prirejeno po 7)

Reakcija z vecino substratov poteka v dveh korakih: v prvem iz amina nastane iminski
intermediat, pri cemer se FAD reducira, v drugem pa ga kisik znova oksidira v prvotno
obliko, pri ¢emer nastaja H>O», iminski intermediat pa v prisotnosti vode neencimsko
hidrolizira do amoniaka (Slika 2) (7).

Pri reakciji nastajata potencialno toksi¢na aldehid, ki ga takoj presnovijo aldehid-
dehidroksigenaze (ADH) do karboksilne kisline, in H2O2, ki ga za zaS€ito pred nastankom

radikalov inaktivirajo superoksid-dismutaze (SOD), katalaze in glutation-peroksidaze (8).

1.2.2 Struktura in substratna specifi¢nost izoencimov

Strukturi obeh izoencimov lahko v grobem razdelimo na tri klju¢ne dele, to so mesto za
vezavo na mitohondrijsko membrano, vezavno mesto za kofaktor FAD in aktivno mesto -

vezavno mesto za substrate oziroma zaviralce (Slika 2) (7).
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Slika 2: Molekulski strukturi MAO-A in MAO-B (prirejeno po 6)

Pri vezavi na membrano oba izoencima kristalizirata v obliki dimera (9). Vsak monomer je
s transmembransko regijo, sestavljeno iz C-terminalnih delov aminokislin v obliki o-
vija¢nice, vsidran v zunanjo membrano mitohondrija, pri ¢emer je preostali del encima
obrnjen proti citoplazmi (4). Za vezavo substrata je klju¢en kofaktor FAD, ki je na encim
vezan s kovalentnimi ter hidrofobnimi in vodikovimi vezmi (7). Substrat se veze na N-5
dusikov atom flavina v FAD v aktivnem mestu in z njim tvori nestabilen kompleks, Ki
razpade do produkta, v primeru ko se nanj veze ireverzibilni zaviralec, pa med njima
nastane kovalentna vez, ki onemogoc¢i delovanje encima (6). Aktivno mesto obeh
izoencimov je hidrofobna votlina, obdana z aminokislinskimi ostanki §tevilnih aromatskih
in alifatskih aminokislin na enem in FAD na drugem koncu. Izoencima se razlikujeta v
Stirih aminokislinskih ostankih, ki votlino obdajajo, kar je razlog za razlicno obliko,
velikost in substratno specifi¢nost aktivnih mest. Ostanki Tyr 326, lle 199 in Leu 171 pri
MAO-B namre¢ predstavljajo prostorske ovire in delujejo kot pregrada, ki aktivno mesto
deli na dva dela — na Sirsi substratni del prostornine 42 nm in ozji vstopni del prostornine
29 nm, ki se nahaja blizje povrsini encima. Ko substrat uspesno doseze vstopni del, pride
do zasuka lle 199 in posledi¢cnega premika pregrade, kar vodi do zlitja votlin v eno in
omogoci difuzijo substrata do aktivnega mesta. V primeru MAO-A so ostanki Tyr 326, lle
199 in Leu 171 zamenjani z lle 335, Phe 208 in Ile 180, ki ne predstavljajo vecjih
prostorskih ovir za aktivno mesto, ki ga tako sestavlja le ena hidrofobna votlina prostornine

55 nm. MAO-A posledi¢no presnavlja ve¢je in hidroksilirane molekule, kot sta serotonin



in noradrenalin, substrati MAO-B pa morajo biti majhni ali dovolj ozki, da se lahko
prebijejo skozi ozek vstopni del. MAO-B tako presnavlja endogena benzilamin in 2-
fenetilamin in majhne eksogene amine, medtem ko sta dopamin in tiramin skupna substrata
obeh izoencimov. Pri visokih koncentracijah substratov ali zaviralcev encima substratno
specifi¢nost izgubita (4, 6, 7, 10).

Kristalni strukturi obeh aktivnih mest z vezanima selektivnima zaviralcema sta prikazani

na Sliki 3 (kristalna struktura aktivnega mesta humane MAO-A s klorgilinom $e ni znana).
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Slika 3: Strukturi aktivnih mest MAO-A in MAO-B (prirejeno po 4)

1.2.3 Tkivna razporeditev in vloga posameznega izoencima

Oba izoencima se nahajata tako v moZganih kot v perifernih tkivih. Studije kaZejo, da med
razvojem zarodka v moZganih prevladuje MAO-A, po rojstvu pa zacne mocno narascati
raven MAO-B, ki naras¢a tudi med procesom staranja. Najvi§ja aktivnost MAO v
mozganih je v hipotalamusu in bazalnih ganglijih, kjer prevladuje MAO-B. MAO-B sicer
prevladuje predvsem v serotoninergi¢nih nevronih, astrocitih in celicah glije, MAO-A pa v
kateholaminergi¢nih nevronih. Njuna vloga je ohranjanje znotrajcelicne zaloge lastnih
zivénih prenasalcev in prekinitev prenosa signalov, hkrati pa nevrone §citita pred vdorom
eksogenih monoaminov (4). 1zoencima se namre¢ v nekaterih predelih mozganov nahajata
na nevronih zivénih prenasalcev, ki jih prvenstveno presnavlja drugi izooencim, s ¢imer
eksogenim monoaminom onemogocita dostop do sinaps in preprecita, da bi delovali kot

lazni zivéni prenasalci (7). Tako lahko, na primer, MAO-B, ki v splosSnem ne presnavlja
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serotonina, najdemo na serotoninergi¢nih nevronih, Kjer razgradi druge monoamine, ki bi
pomotoma zasli do serotonergi¢nih nevronov, na drugi strani pa v primeru previsokih
koncentracij serotonina izgubi substratno specifi¢nost in ga presnovi (9). V zilicah krvno-
mozganske pregrade prevladuje MAO-B, ki mozgane §¢iti pred vdorom monoaminov iz
krvnega obtoka. Zas¢itno vlogo ima tudi MAO v perifernih tkivih, kjer bodisi preprecuje
vdor monoaminov iz tkiv v kri ali presnavlja monoamine v krvi (4). Nahaja se v veéini
perifernih tkiv, pri ¢emer MAO-B prevladuje v trombocitih, v placenti in ¢revesju pa
prevladuje MAO-A (3). Nekoliko manj je raziskana vloga stranskih produktov
kataliziranih reakcij, vendar nekatere Studije kazejo, da aldehidi, nastali pri presnovi
serotonina in noradrenalina, sodelujejo pri uravnavanju spanja in budnosti, medtem ko ima

H>02 pomembno vlogo pri presnovni in signalni funkciji mozganov (4).

1.2.4. Monoamin oksidaze kot taréa zdravilnih u¢inkovin

Vloga MAO je razgradnja monoaminov, iz Cesar sledi, da zmanjSana aktivnost MAO
pomeni vi§jo raven monoaminskih zivénih prenasalcev in obratno, kar sta pomembna
dejavnika pri nastanku stevilnih nevrodegenerativnih in duSevnih boleznih. Aktivnost
MAO se povecuje s staranjem, glavni razlog za povecano ali zmanjSano aktivnost encima
pri posameznikih pa je polimorfizem v genih za MAO (4, 5).

Povecana aktivnost MAO lahko vodi v nastanek degenerativnih bolezni. Pri kataliziranih
reakcijah namre¢ nastaja stranski produkt H202, ki je v ve¢jih koli¢inah lahko toksicen, v
prisotnosti prehodnih kovin pa z njimi vstopa v Fentonovo reakcijo, pri kateri nastajajo
reaktivne Kkisikove zvrsti (ROS), ki povzroCijo nastanek oksidativnega stresa in s
sprozenjem lipidne peroksidacije poskodujejo okoliska tkiva (9). Zaradi oksidativnega
stresa se lahko zmanjsa tudi aktivnost ADH, kar vodi v poviSane ravni nastalih aldehidov
in dodatno pripomore k poskodbam tkiv (11). S staranjem se hkrati z aktivnostjo MAO-B
povecuje tudi koncentracija zelezovih ionov v moZzganih, kar pomeni vecjo verjetnost
nastanka nevrodegenerativnih bolezni pri starostnikih (8). Ker je MAO prisotna tudi v
perifernih tkivih, pa lahko njena povecana aktivnost zaradi degeneracije celic perifernih
tkiv vodi tudi v nastanek plju¢nih, ledvicnih in srénozilnih bolezni (4, 10).

Na drugi strani je prenizka aktivnost MAO-B lahko povezana z osebnostnimi motnjami,
kot sta impulzivnost in iskanje pozornosti ter veéjo nagnjenostjo Kk zlorabi psihoaktivnih
substanc, prenizke vrednosti MAO-A pa lahko povzro¢ijo nagnjenost k nasilnemu in

agresivnemu vedenju, medtem ko lahko povecana aktivhost MAO-A vodi v nastanek
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depresije in anksioznosti. MAO je tako obetavna taréa za zdravljenje najrazlicnejSih
dusevnih bolezni, kot so depresija, anksioznost, shizofrenija, bipolarna motnja,
hiperaktivnost, anoreksija, bulimija, osebnostne motnje in odvisnosti, migren,
nevrodegenerativnih bolezni, kot so Parkinsonova, Alzheimerjeva in Huntingtonova
bolezen, ter vrste bolezenskih stanj, ki nastanejo kot posledica oksidativnega stresa v telesu
4,9).

1.3 ZAVIRALCI MAO

1.3.1 Ireverzibilni neselektivni zaviralci MAO in hipertenzivna Kriza

Zacetki raziskovanja MAO segajo v pozna dvajseta leta prejSnjega stoletja, prve zaviralce
MAO pa so po naklju¢ju odkrili dobro desetletje pozneje, ko so pri pacientih na terapiji z
antituberkulotikom izoniazidom opazili nepri¢akovani antidepresivni ucinek. Iproniazid,
derivat izoniazida, je nato postal prvi uc¢inkoviti zaviralec MAQO pri zdravljenju depresije in
hkrati eden prvih antidepresivov na trgu (8, 12). Zaradi hepatotoksi¢nosti so ga, hkrati z
ve¢ino drugih hidrazinskih ucinkovin, s trga kmalu umaknili, njegovi nehidrazinski
nasledniki pa so povzrocali drugi nezeleni ucinek: hipertenzivno (tiraminsko) krizo (8, 9).
Prvi zaviralci MAO so bili namre¢ ireverzibilni in neselektivni, zato so zavirali tudi MAO
v prebavilih in jetrih, ki presnavlja tiramin (Slika 4) in druge simpatikomimeti¢ne amine iz
hrane. Ce encim zaviramo, lahko nerazgrajeni doseZejo sistemski krvni obtok in periferne
adrenergicne nevrone, kjer povzroCijo sprosc¢anje noradrenalina in hudi hipertenzivni
odziv, ki se lahko konc¢a s smrtjo. Odziv, ki se je pojavil predvsem pri hkratnem uzivanju
ve¢jih koli¢in sira, po ¢emer so ga poimenovali tudi »ucinek sira«, je bil glavni razlog za

upad nacrtovanja zaviralcev MAO.

HO\@\/\
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Slika 4: Struktura tiramina

Kljub temu pa se nekateri neselektivni ireverzibilni zaviralci MAO, kot so fenelzin,
tranilcipromin in izokarboksazid (Slika 5), ponekod se danes uporabljajo pri zdravljenju
atipi¢nih oblik depresije ter ob hkratnem upostevanju prehranskih omejitev z izogibanjem

hrani z visoko vsebnostjo tiramina (8).
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Slika 5: Strukture izbranih neselektivnih ireverzibilnih zaviralcev MAO

Zacetek razvoja selektivnih zaviralcev MAO

Ko so v poznih Sestdesetih letih prejSnjega stoletja ugotovili, da MAQO obstaja v dveh
izooblikah, so z namenom izogniti se nezelenim ucinkom neselektivnih zaviralcev zaceli
sintetizirati ireverzibilne selektivne zaviralce MAO-A, kot je klorgilin, ki pa je kljub
varnejSemu profilu §e vedno povzrocal tiraminsko krizo. Razvoj antidepresivov se je zato
nadaljeval v smeri delovanja na druge tarCe, nekateri raziskovalci pa so kljub temu
nadaljevali z naértovanjem zaviralcev MAO, ki ne bi povzrocali hipertenzivne krize, kar je
privedlo do razvoja ireverzibilnih selektivnih zaviralcev MAO-B ter reverzibilnih
kompetitivnih selektivnih zaviralcev MAO-A (8).

1.3.2 Selektivni (reverzibilni) zaviralci MAO-A

Selektivni zaviralci MAO-A, ki so trenutno na trgu, so selektivni reverzibilni zaviralci

(RIMA), kot je moklobemid, ki je registriran za zdravljenje depresije in socialne fobije
(Slika 6).
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Slika 6: Struktura moklobemida

Njihova prednost pred ireverzibilnimi zaviralci je, da delujejo po mehanizmu
kompetitivnega zaviranja encima, pri ¢emer lahko monoamini iz hrane v Ccrevesju
tekmujejo z zaviralcem za vezavo na encim in ga pri dovolj visokih koncentracijah
izpodrinejo, se presnovijo in posledicno ne povzrocijo hipertenzivne krize (12). Po
ucinkovitosti pri zdravljenju depresije so RIMA primerljivi s triciklicnimi antidepresivi in
zaviralci ponovnega privzem serotonina, hkrati pa so precej manj ucinkoviti od

ireverzibilnih neselektivnih zaviralcev MAO (13).



1.3.3 Selektivni (ireverzibilni) zaviralci MAO-B

Selegilin in razagilin sta edina na trgu prisotna ireverzibilna selektivna zaviralca MAO-B.

Registrirana sta za uporabo pri zdravljenju Parkinsonove bolezni.

Selegilin so sprva razvili kot potencialni antidepresiv, ki kot selektivni zaviralec MAO-B
ne bi povzrocal tiraminske krize, vendar je ucinkovito deloval samo pri visokih
koncentracijah, pri katerih je zaviral tako MAO-A kot MAO-B, zato so ga zaleli
uporabljati zgolj v eksperimentalne namene, kjer so z njegovo pomocjo raziskovali vlogo
MAO-B v telesu. Na podlagi izsledkov raziskav so pozneje ugotovili, da bi ga kot
zaviralca MAO-B, ki prevladuje v bazalnih ganglijih, lahko uporabljali pri zdravljenju
Parkinsonove bolezni, pri kateri pride do zniZzane koncentracije dopamina v tem predelu (8,
14). V te namene ga, samega ali v kombinaciji z L-DOPO, uporabljamo $e danes. Kot
monoterapija v zgodnjih stadijih bolezni blazi simptome parkinsonizma in odlozi potrebo
po uvedbi L-DOPE, medtem ko v kombinaciji z L-DOPO poveca njen ucinek in omogoci
uporabo manjsih odmerkov, hkrati pa zmanjsa resnost motori¢nih fluktuacij, ki jih jemanje
L-DOPE lahko povzroc¢i. Rezultati retrospektivnih analiz kazejo, da je Stevilo prezivelih
bolnikov, ki so ob L-DOPI jemali Se selegilin, ob¢utno vecje od Stevila tistih, ki so se
zdravili zgolj z L-DOPO (15). V splosnem je sprejet kot varna ucinkovina, saj v
terapevtskih odmerkih ne povzro¢a resnih nezelenih ucinkov (15), vendar je njegova
kljucna slabost hkratno simpatikomimeticno delovanje (8). Je namre¢ derivat R-
metamfetamina, ki se s citokromom P-450 med drugim presnovi v R-amfetamin. R-
enantiomeri amfetaminov so sicer bistveno manj uéinkoviti od S-enantiomerov, kljub temu
pa lahko zavirajo ponovni privzem noradrenalina in dopamina ter tako potencirajo u¢inke
L-DOPE in hkrati povzro¢ajo sréno-zilne in psihiatriéne nezelene uc¢inke (3, 6).

Nasprotno se razagilin, razvit v nadaljnjih raziskavah, zaradi aminoindanske strukture ne
presnavlja do amfetaminskih derivatov in je selektiven zgolj za MAO, kar predstavlja
veliko prednost pred selegilinom. Sicer deluje po enakem mehanizmu kot selegilin in ga
prav tako uporabljamo za zdravljenje Parkinsonove bolezni, pri ¢emer je 10-krat
ucinkovitej$i od selegilina. Pri visokih odmerkih pa oba zavirata obe izoencimski obliki
(6).

Tako selegilin kot razagilin delujeta nevroprotektivno. Razen neposrednega zaviranja
nastajanja H2O» zaradi zaviralnega delovanja na MAO in posledi¢éno zmanjSanja ravni
oksidativnega stresa, delujeta tudi po drugih mehanizmih (Slika 7). PrepreCujeta namre¢

apoptoti¢no celicno smrt, sprozeno po mitohondrijski poti, Ki jo v sploSnem sprozijo
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notranje poskodbe celice zaradi razli¢nih dejavnikov, vkljuéno z oksidativnim stresom. Pri
tem se spremeni prepustnost mitohondrijske membrane, kar povzro¢i odprtje
mitohondrijskega multiproteinskega kompleksa (MPTp), zaradi ¢esar za¢ne mitohondrij
nabrekati, hkrati pa upade mitohondrijski membranski potencial. Nato pride do zavrtja
ubikvintin-proteasomskega sistema, spros¢anja mitohondrijskega citokroma ¢ in
posledi¢no aktivacije kaspaz (proteinskih kinaz), ki povzro¢ijo celi¢no smrt. Stabilnost
kompleksa MPTp je odvisna od proteinov iz druzine Bel-2: antiapoptoti¢ni proteini, kot sta
Bcl-2 in Bel-X., kompleks stabilizirajo, medtem ko ga proapoptoti¢ni proteini, kot so Bax,
Bad, Bak in Bid, destabilizirajo (16). Selegilin in razagilin proces zavirata tako, da
povecata izrazanje antiapoptoti¢nih in zmanjSata izraZzanje proapoptoti¢nih proteinov.
Hkrati preprecujeta tudi nabrekanje mitohondrijev in padec membranskega potenciala in
preprecujeta zaviranje ubikvintin-proteasomskega sistema, s ¢imer zavreta tudi aktivacijo
kaspaz in fragmentacijo DNK (4). Aktivirata tudi protein-kinazo C (PKC), ki s
fosforilacijo Bcl-2 vpliva na apoptoticni proces, Iin poveCata izrazanje nekaterih
nevrotrofi¢nih faktorjev v mozganih (17). Povecata tudi aktivnost SOD, katalaze in
glutation-peroksidaze (6) in delujeta antiamiloidogeno (18). Neposredno pa ucinkujeta z
vezavo na gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazo (GAPDH), s ¢imer preprecita njeno jedrno
translokacijo, kar je klju¢no pri sprozenju apoptoze (6).

Selegilin pri visokih koncentracijah izgubi nevroprotektivno delovanje, kar je najbrz
posledica amfetaminskih presnovkov, medtem ko aktivni presnovek razagilina R-

aminoindan nevroprotektivno delovanje ohranja (18).
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Slika 7: Shematski prikaz antiapoptoticnega delovanja N-propargilaminov (prirejeno po 4)

1.3.4 Pomen N-propargilaminske skupine za nevroprotektivno delovanije

Raziskave odnosa med strukturo in delovanjem kazejo, da po enakih antiapoptoti¢ih
mehanizmih kot selegilin in razagilin deluje tudi S-izomer razagilina, ki prakti¢no ne
zavira MAO (6). Enako delujeta tudi ladostigil, u¢inkovina, nacrtovana kot hkratni
zaviralec MAO in holinesteraz (19), in klorgilin, ki selektivno zavira MAO-A (18). Razen
tega selegilin deluje nevroprotektivno ze pri mnogo nizjih koncentracijah, kot so potrebne
za zaviranje MAO-B (6), medtem ko nekatere u¢inkovine, ki u¢inkovito zavirajo MAO-B,
nevroprotektivnega ucinka ne izkazujejo (4). Zas€itni ucinek torej ni povezan zgolj z
zaviranjem MAO-B, niti MAO v splosnem. lzkazalo se je, da je zanj odgovorna N-
propargilaminska skupina, skupna vsem navedenim ucinkovinam (Slika 8). Dokazano je,
da N-propargilamin tudi sam po sebi deluje antiapoptotitno po zgoraj opisanih
mehanizmih, hkrati pa ima kot strukturni fragment selegilina in razagilina klju¢no vlogo

pri njunem nevroprotektivnem delovanju (Slika 7) (17).
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Slika 8: Strukture selegilina, razagilina in N-propargilamina
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1.3.5 Zaviralci MAO v terapiji bolezni

Kot omenjeno v prejs$njih poglavjih, so selektivni zaviralci MAO-B trenutno registrirani za

uporabo pri zdravljenju Parkinsonove bolezni, selektivni zaviralci MAO-A pa za

zdravljenje depresije in socialne fobije. Rezultati mnogih raziskav pa kazejo na potencialno

moznost uporabe obojih pri zdravljenju razli¢nih dusevnih in degenerativnih bolezni.

Zaviralci MAO pri zdravljenju duSevnih bolezni

Pri zdravljenju depresije se zaviralci MAO uporabljajo ze ve¢ desetletij, pri Cemer je za
njihovo delovanje klju¢no zaviranje MAO-A s posledicnim povisanjem koncentracij
serotonina, noradrenalina in dopamina v moZzganih (4). Kljub temu da selektivno
zaviranje MAO-B ne povzroca antidepresivnega delovanja, pa se je izkazalo, da ima
uporaba visokih odmerkov selegilina antidepresivni ucinek, kar lahko razlozimo z
izgubo substratne specifi¢nosti encima pri visokih koncentracijah zaviralca. Na podlagi
teh ugotovitev so znanstveniki razvili transdermalni dostavni sistem selegilina, s Cimer
so z neselektivnim zaviranjem obeh izoencimov v mozganih uspe$no dosegli
antidepresivno delovanje, hkrati pa se izognili tako metabolizmu prvega prehoda v
jetrih in nastanku amfetaminskih stranskih produktov, kot stranskim u¢inkom presnove
v Crevesu (hipertenzivni krizi). Preizkusali so tudi raztopino selegilina za bukalno
uporabo, ki je prav tako izkazovala antidepresivni ucinek brez hipertenzivne krize in
dosegla primerljive plazemske koncentracije pri 1/8 odmerka, kar kaze na to, da bi
lahko selektivne zaviralce MAO-B v primerni farmacevtski obliki uporabljali tudi za
zdravljenje depresije brez nezelenih uc¢inkov na periferna tkiva (6, 13).

V raziskavi vpliva selegilina na ADHD se je izkazalo, da obcutno izboljsa motnje

pozornosti, preizkuSali pa so ga tudi pri zdravljenju odvisnosti od kokaina, kjer so

ugotovili, da peroralni odmerek 10 mg dnevno zmanjSa uZzivanje kokaina, v
transdermalnem sistemu pa zmanjSa z uzivanjem kokaina povezana obdobja napetosti

in jeze ter hrepenenje po novih odmerkih (13).

Zaviralci MAO pri zdravljenju degenerativnih bolezni

Zaviralci MAO z zmanjSanjem nastajanja H20: in posledi¢nim zmanjSanjem oksidativnega

stresa v telesu pripomorejo k zdravljenju degenerativnih bolezni ziv¢evja in perifernih tkiv.

Najobetavnejsi so selektivni zaviralci MAO-B, saj ta v mozganih predstavlja 75 %

aktivnosti MAO (20), k delovanju pa prispeva tudi hkratno antiapoptoti¢no delovanje N-
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propargilaminskega fragmenta teh uéinkovin (17). Razagilin tako dokazano za polovico

zmanj$a lipidno peroksidacijo, njegovo kroni¢no jemanje pa poveca obrambne sposobnosti

telesa proti oksidativnemu stresu (5).

Selegilin in razagilin sta ze uveljavljena pri zdravljenju Parkinsonove bolezni, ki

nastane predvsem zaradi selektivnega propadanja dopaminskih nigro-striatnih
nevronov in posledi¢nega pomanjkanja dopamina v striatumu, kjer prevliaduje MAO-B
(4, 21). V mozganih bolnikov je povecana koli¢ina zelezovih ionov, zmanj$ana
koli¢ina feritina (21) ter zniZani ravni glutationa (8) in ADH (4), kar pripomore k
povecanju oksidativnega stresa, ki je v dopaminskih nevronih zaradi metabolizma
dopamina prisoten ze v fizioloskih razmerah, zaradi Cesar dopaminski nevroni
odmirajo hitreje od drugih nevronov (21). Pri razviti bolezni se oksidativni stres Se
dodatno poveca, ker se zaradi propadanja nevronov v drugih predelih poveca presnova
dopamina v substanci nigri. Zaviranje MAO-B tako ucinkuje dvojno: na eni strani
zmanjSuje oksidativni stres, hkrati pa s poviSanjem koncentracije dopamina blazi
simptome parkinsonizma (21).

Raziskave kaZejo, da imajo zaviralci MAO za$€itni ufinek na nevrone tudi pri

Alzheimerjevi bolezni, pri kateri je aktivnost MAO-B v mozganih povecana, dodatno

pa se poveCuje s staranjem, kar pomembno vpliva na nastanek amiloidnih plakov in
nevrofibrilarnih pentelj, znacilnih za to bolezen. Zaviralci MAO sprozijo signalne poti
za dolocene proteinske kinaze, zmanjSujejo nastanek plakov in izboljSujejo miselne
sposobnosti (22).

Razagilin se je v raziskavah izkazal za ulinkovitega pri zdravljenju amiotropi¢ne

lateralne skleroze, porocajo pa tudi o koristnem ucinku selegilina v kombinaciji s

selektivnim  zaviralcem ponovnega privzema serotonina  fluoksetinom  pri

Huntingtonovi bolezni (4).

Zaviralci MAO naj bi ugodno vplivali tudi pri zdravljenju bolezni perifernih tkiv. V
primeru ko je srce izpostavljeno kronicnemu nevrohormonalnemu ali
hemodinamskemu stresu, se namre¢ povisa koncentracija kateholaminov in njihova
presnova z MAO, kar vodi v povisano koncentracijo H202. H202 pri nizkih
koncentracijah povzroca hipertrofijo in proliferacijo kardiomiocitov, pri visjih pa

poskoduje mitohondrije, kar lahko vodi do srénega infarkta in posledi¢no cerebralne

ishemije. Studije kaZejo, da selegilin z zmanjianjem nastajanja ROS zmanjsuje

poskodbe tkiva po infarktu in mozganske poskodbe po cerebralni ishemiji (11). Kaze
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tudi, da bi lahko imeli zaviralci MAO-B pomembno vlogo pri preprecevanju
endotelijske disfunkcije arterij pri bolnikih s koronarno sréno boleznijo (23), hkrati pa

selegilin zavira vnetje in oksidativni stres v epitelnih celicah dihalnih poti, povzroc¢en

zaradi vdihovanja cigaretnega dima, in tako lahko ucinkuje pri zdravljenju bolezni

pliu¢ (24).
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2. NACRT ZA DELO

Z izsledki S$tevilnih raziskav, ki potrjujejo nevroprotektivno delovanje ireverzibilnih
selektivnih zaviralcev MAO-B, je zanimanje za njihovo nacrtovanje v zadnjih letih zacelo
znova narascati. Kaze namre¢, da bi se lahko dobro obnesli pri zdravljenju Stevilnih,
predvsem s staranjem povezanih bolezenskih stanj. Ker sta selegilin in razagilin edina
registrirana predstavnika za uporabo pri Parkinsonovi bolezni, bo glavni namen nasega
raziskovalnega dela sintetizirati nove ireverzibilne zaviralce MAO-B. Ker geometrijski
izomer trans (spojina I na Sliki 9 v trans konfiguraciji) in nasi¢eni derivat spojine, na
osnovi katere bomo sintezo nacrtovali, selektivno zavirata MAO-B, medtem ko cis izomer
(spojina I na Sliki 9 v cis konfiguraciji) izkazuje zaviralno aktivnost tudi na MAO-A (25),
bomo s sintezo obeh strukturnih izomerov in nasi¢enega derivata skusali hkrati pridobiti
tudi potencialne nove selektivne zaviralce MAO-A s hkratnim nevroprotektivnim

delovanjem.

Izhajali bomo iz spojine 4-(4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina, predhodno
sintetizirane na Fakulteti za farmacijo (25). Pri sintezi novih spojin bomo ohranili N-
propargilaminsko skupino, ki je odgovorna za kovalentno vezavo v aktivno mesto encima,
hkrati pa klju¢na za nevroprotektivno delovanje spojin. S fenilnimi substituenti bomo
ohranili n-m interakcije s tirozinskimi ostanki v aktivnem mestu. Da bi izboljsali delovanje
spojine na tar¢o, bodo nasi cilji:

1. Sintetizirati cis, trans in nasi¢ene analoge spojine 1, pri katerih bomo ohranili
piperidinski osnovni skelet, 4-flurofenilni substituent pa zamenjali s tremi razli¢nimi
sulfonilfenilnimi substituenti (spojine Il in 111). Tako bomo povecali polarnost spojin
in izboljsali njihovo vodotopnost, hkrati pa omogodili potencialno tvorbo vodikovih
vezi v aktivnem mestu encima. Sulfonilne funkcionalne skupine so sicer Ze dobro
uveljavljeni strukturni fragmenti mnogih skupin zdravilnih ucinkovin in se v telesu

dokazano dobro obnesejo (26).
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Slika 9: Shema nacrtovanja piperidinskih analogov

2. Razviti sintezni postopek in sintetizirati cis, trans in nasic¢ene analoge z azetidinskim
osnovnim skeletom (spojine IV in V), pri ¢emer bomo ohranili 4-fluorofenilni
substituent. Tako bomo skusali pridobiti manjSe molekule, ki Se lazje dosezejo aktivno

mesto tarCe, hkrati pa ohranijo klju¢ne strukturne fragmente.

Slika 10: Shema nacrtovanja azetidinskih analogov

3. Uspesno sintetiziranim spojinam ovrednotiti zaviralno delovanje na humanih encimih

MAO-A in MAO-B.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI
3.1.1 Reagenti in topila

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili komercialno dostopna topila in reagente
proizvajalcev Acros Organics, Merck, Sigma-Aldrich, Carlo Erba, Gram-mol in Kemika

brez predhodne predpriprave.

3.1.2 Ostala laboratorijska oprema

Uporabljali smo standardno laboratorijsko opremo: analitsko tehtnico Mettler Toledo,
rotavapor Biichi, magnetno meSalo IKA-Werke, susilnik BINDER Series FD, UV-svetilko
CAMAG UV-Cabinet Il in vakuumsko ¢rpalko.

3.2 METODE

3.2.1 Kromatografske metode

Tankoplastna kromatografija (TLC): S TLC smo spremljali potek reakcij, iskali primerne

mobilne faze za loCevanje s kolonsko kromatografijo in spremljali locbo na kromatografski
koloni med izolacijo in ¢iS¢enjem. Uporabljali smo kromatografske plosce Fertigplatten
Silikagel 60 F2s4 proizvajalca Merck, pri katerih je stacionarno fazo predstavljal silikagel z
debelino nanosa 0,20 mm na aluminijastem nosilcu velikosti 20 x 20 cm. Kot mobilno fazo
smo uporabljali razli¢ne kombinacije topil, sestava vsake je navedena pri posameznem
sinteznem postopku v poglavju Eksperimentalno delo. Spojine na kromatografskih plos¢ah
smo detektirali z UV-svetlobo, pri ¢emer smo uporabili UV svetilko z valovno dolzino A =

254 nm in orositvena reagenta ninhidrin ter 3,4-dinitrofenilhidrazin.

Kolonska kromatografija: S kolonsko kromatografijo smo locevali strukturne izomere

produktov Wittigove reakcije in Cistili vse kon¢ne produkte. Uporabljali smo steklene
kolone razli¢nih velikosti. Kot stacionarno fazo smo uporabili Silikagel 60 proizvajalca
Merck z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm, kot mobilno fazo pa razli¢ne kombinacije
topil, navedene v poglavju Eksperimentalno delo pri posameznem sinteznem postopku.

Uporabili smo tudi pesek proizvajalca Sigma-Aldrich.
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Tekodinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (HPLC): S tekoc¢insko kromatografijo visoke

lo¢ljivosti smo dolocali Cistost konénih spojin. Uporabili smo kolono Agilent Eclipse Plus
C18 (4,6 x 150 mm, 5 um) s hitrostjo pretoka MF 1,0 ml/min in detekcijo pri valovni
dolzini 220 nm. Elucijski sistem sta sestavljali topili A (0,1 % TFA (v/v) v H20) in B
(MeCN). Sestava mobilne faze je bila prvih 12 minut 10 % B — 90 % B v A, med 12. in
14. minuto se je sestava spremenila na 90 % B v A ter med 14. in 15. minuto na 90 % B —

10 % B v A. Analiza je potekala 15 minut pri temperaturi 25 °C.

3.2.2 Spektroskopske metode

Jedrska magnetna resonanca (NMR): Snemali smo 'H-NMR spektre vseh sintetiziranih

spojin in BC-NMR spektre konénih spojin. Vse spektre smo posneli na Fakulteti za
farmacijo s spektrometrom Bruker Avance I11. Uporabljali smo devterirana topila CDClz in
DMSO-ds, kot interni standard smo uporabili TMS (3 0,00 ppm), snemali pa pri frekvenci
400 MHz (*H-NMR spektri) in 100 MHz (**C-NMR spektri). Spektre smo procesirali s
programom MestRe-C 4.8.6.0 proizvajalca Mesterlab Research S.L. Rezultate smo podali
kot kemijski premik (8) v ppm. Za oblike vrhov smo uporabili standardne oznake: s
(singlet), rs (razsirjeni singlet), d (dublet), dd (dublet dubleta), t (triplet), g (kvartet) in m
(multiplet). Sklopitvene konstante (J) smo podali v hertzih (Hz).

Masna_spektroskopija: Masne spektre spojin so posneli na Institutu Jozef Stefan v

Ljubljani s tehniko ESI in HRMS na masnem spektrometru VG-Analytical Autospec Q

proizvajalca Micromass.

Infrardeca spektroskopija (IR): IR spektre spojin vseh kon¢nih spojin smo posneli na

Fakulteti za farmacijo z IR spektrofotometrom Perkin Elmer 1600 FT-IR in jih

racunalniSko obdelali s programom Omnic E.S.P.5.2.

3.2.3 Dolocanje taliS¢

TaliS¢a smo dolo€ili vsem sintetiziranim spojinam v trdnem agregatnem stanju. Uporabili
smo Koflerjev mikroskop z ogrevalno mizico proizvajalca Leica in termometrom 52 11

Thermometer proizvajalca Fluke.
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3.2.4 Risanje in poimenovanje spojin

Za risanje in poimenovanje spojin smo uporabili racunalni$ki program ChemDraw

Professional 16.0 podjetja CambridgeSoft.

3.2.5 Encimski testi

Vsem konénim sintetiziranim spojinam smo ovrednotili zaviralno delovanje na encimih
MAO-A in MAO-B. Uporabili smo rekombinantne humane MAO, izrazene v insektnih
celicah, okuzenih z rekombinantnim bakulovirusom (Sigma Aldrich). Najprej smo
pripravili raztopine spojin razli¢nih koncentracij v 100 % DMSO in z njimi 15 min pri
37°C inkubirali koli¢ino encima MAO-A in MAO-B, potrebno za oksidacijo 165 pmol p-
tiramina/min. Nato smo dodali 200 puM reagenta Amplex® Red, 2 U/ml hrenove
peroksidaze in 1 mM p-tiramina. Encima in reagenti so bili raztopljeni v fosfatnem pufru
(0,05 M NazHPOQOg4; pH smo s fosforno kislino uravnali na 7,4) z dodatkom reagenta Triton-
X114 (0.05 % (v/v)). Tiramin je skupni substrat za MAO-A in MAO-B, ki ga oksidativno
deaminirata. Pri reakciji nastaja H202, ki v prisotnosti hrenove peroksidaze reagira z
reagentom Amplex® Red v razmerju 1:1 in ga oksidira v rdece obarvani fluorescentni
produkt resorufin. Fluorescenca je tako sorazmerna mnozini nastalega H2O in posledi¢no
aktivnosti encima. Merili smo jo pri valovni dolzini 590 nm v linearnem obmocju 15 min.
Rezidualno aktivnost (RA), ki predstavlja razmerje aktivnosti encima v prisotnosti
zaviralca in njegovi odsotnosti, smo dolocili vsem spojinam in jo izraunali kot razmerje
med hitrostjo nara$¢anja fluorescence v prisotnosti spojine pri koncentraciji 100 uM in
njeni odsotnosti. Uporabili smo enacbo:

RA (%) = (vi - b)/(vo - b) x 100 % ;

Vi: hitrost narai¢anja fluorescence v prisotnosti spojine; vo: hitrost naras¢anja fluorescence v odsotnosti

spojine,; b: hitrost naras¢anja fluorescence v odsotnosti encima (slepa vrednost).
Spojine, ki so encim pri 100 uM zavrle za 50 % ali ve¢ (RA < 50 %), smo testirali pri

razli¢nih koncentracijah in z uporabo Hillove enacbe izracunali Se ICso - koncentracijo

spojine, pri kateri je RA =50 %.
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4. EKSPERIMENTALNO DELO

4.1 Sinteza 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilne kisline (1)
Q 0
NHC>_/(O BocyO, | MNaOH %‘ %ND_(
OH 1,4-dioksan @) OH
1

Slika 11: Reakcijska shema za spojino 1

Sintezni postopek 1:
V zmesi 1,4-dioksana (35 ml) in 1M NaOH (55 ml) smo raztopili piperidin-4-karboksilno

kislino (7,0 g; 54,2 mmol). Reakcijsko zmes smo na ledeni kopeli ohladili do 0°C, nato pa
med meSanjem po kapljicah dodajali raztopino di-terc-butil dikarbonata (Boc.O) (14,2 g;
65,0 mmol) v 1,4-dioksanu (40 ml) priblizno 10 min. Nastalo suspenzijo smo pustili mesati
¢ez noc pri sobni temperaturi. Nato smo pod zniZanim tlakom odparili topilo do priblizno
polovice prvotne prostornine, vodni preostanek pa prenesli v lij lo¢nik, kjer smo ga
ekstrahirali z etilacetatom (2 x 50 ml). Po ekstrakciji smo zdruzeni vodni fazi na ledeni
kopeli z 2 M HCI nakisali do pH 2-3, izoborjeni produkt pa odfiltrirali s presesavanjem,
sprali s hladno precisc¢eno vodo (50 ml) in 30 min susili v suSilniku pri 50°C.

Izkoristek reakcije: 95 %

Razpredelnica I: Analizni podatki za spojino 1

izgled: bela amorfna snov talis¢e[°C]: 158-160 Rs = 0,68 (MF: etilacetat/heksan = 2/1)
lit (27): 148—150 °C

!H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1,45 (s, 9H, 3x CH3); 1,63-1,70 (m, 2H, 2xCH-piperidin); 1,87-
1,94 (m, 2H, 2xCH-piperidin); 2,48 (tt, 1H, J; = 10,8 Hz, J. = 4,0 Hz, CH-piperidin); 2,82-2,90 (m,
2H, 2xCH-piperidin); 4,03 (td, 2H, J1 = 13,6 Hz, J, = 3,6 Hz, 2x CH-piperidin); 9,10 (rs, 1H,
COOH) ppm
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4.2 Sinteza 1-(terc-butoksikarbonil)azetidin-3-karboksilne kisline (2)

O (0] (0]
HN<>_( Boc,0, 1 M NaOH _ %’ -
OH 1,4-dioksan 0 OH
2

Slika 12: Reakcijska shema za spojino 2

Spojino 2 smo sintetizirali po sinteznem postopku 1.

Koli¢ine uporabljenih reagentov:

= azetidin-3-karboksilna kislina: 3,03 g; 30,0 mmol
= di-terc-butil dikarbonat: 7,86 g; 36,0 mmol; v 1,4-dioksanu: 26 mli
» 1,4-dioksan: 20 ml
= 1M NaOH: 30 ml
Izkoristek reakcije: 78 %

Razpredelnica I1: Analizni podatki za spojino 2

izgled: bela amorfna snov talisce[°C]: 84-87 Rs =0,21 (MF: etilacetat/heksan = 2/1)

ESI-MS: izmerjena za CoH14NO4 (M-H)™: 199,94

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1,44 (s, 9H, 3x CHs); 3,39 (quint, 1H, J = 7,5 Hz, CH); 4,13 (d,
4H, J =7,5 Hz, 2x CH>) ppm

4.3 Sinteza terc-butil 4-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-
karboksilata (3)

o o CH;NHOCH; x HCI, %’O o
FYO, BT P3O
0 OH dikl t o N—O
l 1Klorometan 3 / \

Slika 13: Reakcijska shema za spojino 3

Sintezni postopek 2:

1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilno kislino (10 g; 43,61 mmol) smo raztopili v
diklorometanu (150 ml) in nastalo raztopino na ledeni kopeli ohladili do 0°. Ohlajeni

raztopini smo najprej dodali trietilamin (15,11 ml; 109,03 mmol), nato O-(benzotriazol-1-
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il)-N,N,N’,N'-tetrametiluronijev tetrafluoroborat-TBTU (14,7 g; 45,78 mmol), po 30 min
mesanja pri 0 °C pa Se N,O-dimetilhidroksilaminijev klorid (5,10 g; 52,32 mmol).
Reakcijsko zmes smo pustili mesati ¢ez no¢ pri sobni temperaturi. Nastalo raztopino smo
prenesli v lij lo¢nik, kjer smo jo spirali z nasi¢eno vodno raztopino NaHCO3 (2 x 100 ml),
IM HCI (1 x 100 ml) in nasi¢eno vodno raztopino NaCl (1 x 100 ml). Zdruzene organske
faze smo posusili z brezvodnim NaSOq in topilo odparili pod znizanim tlakom.

Izkoristek reakcije: 82,4 %

Razpredelnica I11: Analizni podatki za spojino 3

izgled: bela amorfna snov talisée[°C]: 68-72 Rs = 0,65 (MF: etilacetat/heksan = 1/2)

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 1,45 (s, 9H, 3x CH3); 1,51-1.63 (m, 4H, 4x CH-piperidin); 2,73-
2,83 (m, 3H, 3x CH-piperidin); 3,18 (s, 3H, NCHz3); 3,70 (s, 3H, OCHz); 4,15 (td, 2H, J: = 13,6 Hz,
J2= 3,2 Hz, 2x CH-piperidin ) ppm

4.4 Sinteza terc-butil 3-(metoksi(metil)karbamoil)azetidin-1-karboksilata

(4)

CH;NHOCH, x HCl, >
0 0 0] 0
> Y Et;N, TBTU >_N
>
o OH diklorometan o N_O\
2 g/

Slika 14: Reakcijska shema za spojino 4

Spojino 4 smo sintetizirali po sinteznem postopku 2.

Koli¢ine uporabljenih reagentov:

= spojina 2: 4,68 g; 23,26 mmol

= EtsN: 8,06 ml; 58,16 mmol

= TBTU: 7,84 g; 24,42 mmol

= N,O-dimetilhidroksilamin hidroklorid: 2,72 g; 27,91 mmol
=  CH2Cl: 80 ml

Izkoristek reakcije: 98 %
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Razpredelnica IV: Analizni podatki za spojino 4

izgled: brezbarvno olje talis¢e[°C]: / (olje) Rt =0,39 (MF: etilacetat/heksan = 2/1)

ESI-MS: izmerjena za C11H2N20sNa (M+Na)*: 266,94

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 8 = 1,43 (s, 9H, 3x CHs); 2,80 (s, 1H, azetidin-H); 3,21 (s, 3H,
NCHs); 3,66 (s, 3H, OCHg); 4,02-4,14 (m, 4H, 4x azetidin-H) ppm

4.5 Sinteza terc-butil 4-formilpiperidin-1-karboksilata (5)

o] 0 . O
TR e Ty
o N—O brezvodni THF O
3 /N 5

Slika 15: Reakcijska shema za spojino 5

Sintezni postopek 3:

Spojino 3 (12 g; 44,07 mmol) smo na ledeni kopeli raztopili v brezvodnem THF (100 ml)
in raztopino v inertni argonovi atmosferi mesali 10 min. Nato smo postopoma dodali
LiAIH4 (2,51 g; 66,11 mmol) in reakcijsko zmes pustili mesati $e 2 uri. Po 2 urah smo
reakcijo ustavili s postopnim dodajanjem nasi¢ene raztopine NaHCO3z (60 ml) po kapljicah
in nastalo suspenzijo prenesli v 1ij lo¢nik, kjer smo jo spirali najprej z etilacetatom (3 x 100
ml), zdruZzene organske faze pa nato Se s pre€is¢eno vodo (1 x 100 ml) in z nasiceno
raztopino NaCl (1 x 100 ml) ter jih na koncu posusili z brezvodnim Na>SOa. Topilo smo
odparili pod znizanim tlakom, rumen oljnat produkt pa takoj uporabili v naslednji
reakcijski stopniji.

Izkoristek reakcije: 90,3 %

4.6 Sinteza terc-butil 3-formilazetidin-1-karboksilata (6)

%’0 o LiAlH, %’0 Q
>—N ; > >—N CHO
d <>_(N —o brezvodni THF 3

Slika 16: Reakcijska shema za spojino 6

Spojino 6 smo sintetizirali po sinteznem postopku 3.
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Koli¢ine uporabljenih reagentov:

= spojina4: 2,5g; 10,23 mmol

= LiAIH4 (0,583 g; 15,35 mmol

» brezvodni THF: 25 ml
Izkoristek reakcije: 85 %

Spojino 6 smo takoj uporabili pri sintezi spojin_14 in 15.

4.7 Sinteza (4-(metilsulfonil)benzil)trifenilfosfonijevega bromida (7)

L %@ @@

O > OBr ® 0
//S\CH tonitril - S//
o 3 acetonitri 6/ \CHB
7

Slika 17: Reakcijska shema za spojino 7

Sintezni postopek 4:

Raztopini 4-metilsulfonilbenzil bromida (1,12 g; 4,5 mmol) v acetonitrilu (15 ml) smo pri
sobni temperaturi dodali trifenilfosfin (1,18 g; 4,5 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili
mesati 24 ur pri 85 °C.Nato smo pod znizanim tlakom odparili topilo, suhemu preostanku
dodali etilacetat (30 ml), produkt filtrirali s presesavanjem in ga posusili na zraku pri sobni
temperaturi ¢ez noc.

Izkoristek reakcije: 97 %

Razpredelnica V: Analizni podatki za spojino 7

izgled: beli kristali talis¢e[°C]: 266-269 Ri =0

ESI-HRMS: izmerjena za CasH2sSO.PBr (M+H)*: 431,88

1H-NMR (400 MHz, DMSO): 6 = 3,20 (s, 3H, CHj3); 5,36 (d, 2H, J= 16,3 Hz, CH,); 7,1-7,24 (m,
2H, ArH); 7,67-7,80 (m, 14H, ArH); 7,90-7,95 (m, 3H, ArH) ppm
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4.8 Sinteza (4-N,N-dietilsulfamoil)benzil)trifenilfosfonijevega bromida (9)

in trifenil(4-sulfamoilbenzil)fosfonijevega bromida (10)
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Slika 18: Reakcijska shema za spojini 9 in 10

Sintezni postopek 5:

Raztopini 4-bromometilbenzensulfonil klorida (0,93 g¢; 3,47 mmol) v brezvodnem
acetonitrilu (15 ml) smo dodali trifenilfosfin (0,96 g; 3,47 mmol). Reakcijsko zmes smo
meSali najprej 10 min pri sobni temperaturi, nato 1 h pri 85°C pod refluksom, nato pa cez
noc pocasi ohlajali do sobne temperature. Nastalo raztopino smo spirali z acetonitrilom (10
ml) in topilo odparili pod znizanim tlakom. Rumen oljnat preostanek (spojina 8) smo
razdelili na dva enaka dela.

V 50 ml bucko smo prenesli polovi¢no koli¢ino vmesnega produkta in mu dodali raztopino
dietilamina v diklorometanu (538 pl; 5,21 mmol) in diklorometan (10 ml). Reakcijsko
zmes smo pustili meSati ¢ez no¢ pri sobni temperaturi. Nastalo raztopino smo nato spirali z
etilacetatom (50 ml), oborino filtrirali s presesavanjem, pod znizanim tlakom odparili

priblizno 2/3 topila in produkt izolirali s kristalizacijo iz petroletra.
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Preostalo polovico vmesnega produkta smo prenesli v drugo 50 ml bucko in dodali
raztopino NH3z v metanolu (1 ml) ter diklorometan (10 ml). Reakcijsko zmes smo pustili
mesati ez no¢ pri sobni temperaturi, produkt pa izolirali po enakem postopku kot produkt
v prvi bucki.

Izkoristek reakcije: Glede na kromatogram in NMR smo ugotovili, da reakcije niso
potekle.

4.9 Sinteza terc-butil (Z)-4-(4-(metilsulfonil)stiril)piperidin-1-
karboksilata (11) in terc-butil (E)-4-(4-(metilsulfonil)stiril) piperidin-1-
karboksilata (12)

O (0]
N Q
Br

O\ro P/(::y

N ®

+ NaHMDS

Q brezvodni THF

CHO 0=5=0

CHj o 0=5=0
5 1 n 12 CH3

Slika 19: Reakcijska shema za spojini 11 in 12

Sintezni postopek 6:

Vse korake sinteze smo izvajali v inertni argonovi atmosferi. Spojino 7 (1,94 g; 4,5 mmol)
smo najprej raztopili v brezvodnem THF (30 ml). Nato smo pri sobni temperaturi dodali
2M raztopino NaHMDS v THF (2,45 ml; 4,9 mmol), raztopino pustili mesati 30 min in
nato previdno po kapljicah dodajali spojino 5 (0,94 g; 4,1 mmol), raztopljeno v
brezvodnem THF (10 ml). Reakcijsko zmes smo pustili meSati na sobni temperaturi cez
no¢. Po 17 h smo reakcijo ustavili s pocasnim dodajanjem nasi¢ene vodne raztopine
NaHCOs3 (10 ml). Topilo smo odparili pod znizanim tlakom, oljnat produkt pa znova
suspendirali v etilacetatu (50 ml) in nasi¢eni vodni raztopini NaHCO3 (50 ml). Fazi smo
lo¢ili v liju lo¢niku in vodno fazo spirali Se z etilacetatom (2 x 50 ml). ZdruZene organske

faze smo spirali z nasi¢eno vodno raztopino NaCl (1 x 100 ml), jih posusili z Na2SOs in
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topilo odparili pod znizanim tlakom. Produkt smo ¢istili s kolonsko kromatografijo (MF:
etilacetat/heksan = 1/2).

Izkoristek reakcije: 30,4 % (razmerje cis/trans: 2/3)

Razpredelnica VI: Analizni podatki za spojino 11

izgled: brezbarvno olje talis¢e[°C]: / (olje) Rs = 0,27 (MF: etilacetat/heksan = 1/2)

ESI-MS: izmerjena za C19H2;NOsSNa (M+Na)*: 387,91

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1,34-1,45 (m, 2H, CH-piperidin); 1,47 (s, 9H, 3x CHs); 1,62-
1,69 (m, 2H, CH-piperidin); 2,58-2,68 (m, 1H, CH-piperidin); 2,72 (t, 2H, J= 12,0 Hz, 2x CH-
piperidin); 3,08 (s, 3H, CHs); 4,11 (rs, 2H, 2xCH-piperidin); 5,62 (dd, 1H, 1H, J;= 10,4 Hz, J,=
11,6 Hz), Ar-CH=CH); 6,44 (d, 1H, J= 11,6 Hz, Ar-CH=CH); 7,40-7,43 (m, 2H, ArH); 7,90-
7,93 (m, 2H, ArH) ppm

BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 28,39; 31,77; 35,22; 43,04; 44,48; 79,47; 126,66; 127,42;
129,20; 138,47; 139,57; 143,12; 154,73 ppm

Razpredelnica VII: Analizni podatki za spojino 12

izgled: beli kristali talisc¢e[°C]: 93-97 Rt = 0,22 (MF: etilacetat/heksan = 1/2)

ESI-MS: izmerjena za C19H2;NOsSNa (M+Na)*: 387,91

'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1,38 (dt, 1H, J;= 4,1 Hz, J,= 12,4 Hz, CH-piperidin), 1,41
(dd, 1H, J:= 4,0 Hz, J,= 12,4 Hz, CH-piperidin), 1,47 (s, 9H, 3xCHj3); 1,75-1,83 (m, 2H, CH-
piperidin); 2,30-2,39 (m, 1H, CH-piperidin); 2,79 (t, 2H, J= 10,7 Hz, 2x CH-piperidin); 3,05 (s,
3H, CHs); 4,15 (rs, 2H, 2xCH-piperidin); 6,33 (dd, 1H, 1H, J:= 6,7 Hz, J,= 16,0 Hz), Ar-
CH=CH); 6,45 (d, 1H, J= 16,0 Hz), Ar-CH=CH ); 7,50-7,53 (m, 2H, ArH); 7,85-7,88 (m, 2H,
ArH) ppm

BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 28,31; 31,36; 39,36; 43,33; 44,44; 79,33; 126,59; 126,85;
127,58; 138,40; 138,61; 142,89; 154,66 ppm
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4.10 Sinteza terc-butil (Z)-3-(4-(fluorostiril)azetidin-1-karboksilata (14) in
terc-butil (E)-3-(4-(fluorostiril)azetidin-1-karboksilata (15)
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Slika 20: Reakcijska shema za spojini 14 in 15

Spojini 14 in 15 smo sintetizirali po sinteznem postopku 6.

Koli¢ine uporabljenih reagentov:

OHC
= spojina 13: 2,15 g; 5,0 mmol
= NaHMDS: 2,75 ml; 5,50 mmol
» spojina 6: 0,85 g; 4,58 mmol
= MF (kolonska kromatografija): najprej eter/petroleter = 1/10, nato eter/petroleter =
1/5

Izkoristek reakcije: 43 % (razmerje cis/trans: 4/3)

Razpredelnica VIII: Analizni podatki za spojino 14

izgled: beli kristali talis¢e[°C]: 36-41 Rs =0,26 (MF: eter/petroleter =1/5)

ESI-MS: izmerjena za C16H20FNO-Na (M+Na)*: 300,47

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 1,44 (s, 9H, (CHs)3); 3,55-3,65 (m, 1H, azetidin-H); 3,75 (dd,
2H, J;= 5,9 Hz, J,= 8,4 Hz, 2x azetidin-H); 4,15 (t, 2H, J= 8,5 Hz, 2x azetidin-H); 5,90 (dd, 1H,
Ji= 9,0 Hz, J,= 11,4 Hz, Ar-CH=CH ); 6,46 (d, 1H, J= 11,4 Hz, Ar-CH=CH); 6,99-7,05 (m, 2H,
ArH); 7,12- 7,70 (m, 2H, ArH) ppm

BC-NMR (100 MHz, CDCly): & = 27,53; 28,36; 79,46; 115,24 (d, Jor = 21,5 Hz); 129,688; 129,98
(d, Jor= 8,00 Hz); 132,65 (d, Jor = 3,4 Hz) 156,17; 161,81 (d, Jor = 247,1 Hz) ppm
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Razpredelnica IX: Analizni podatki za spojino 15

izgled: beli kristali talis¢e[°C]: 58-61 Rt =0,22 (MF: eter/petroleter =1/5)

ESI-MS: izmerjena za C16H20FNO2Na (M+Na)*: 300,77

1H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1,45 (s, 9H, (CH3)3); 3,30-3,39 (m, 1H, azetidin-H); 3,81 (dd,
2H, J;= 5,9 Hz, J,= 8,6 Hz, 2x azetidin-H); 4,16 (t, 2H, J= 8,5 Hz, 2x azetidin-H); 6,28 (dd, 1H,
Ji= 8,1 Hz, J,= 15,8 Hz, Ar-CH=CH ); 6,39 (d, 1H, J= 15,8 Hz, Ar-CH=CH); 6,97-7,03 (m, 2H,
ArH); 7,30-7,35 (m, 2H, ArH) ppm

BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 28,37; 31,73; 54,80; 79,44; 115,48 (d, Jcr = 21,5 Hz); 127,64
(d, JcF= 8,0 Hz); 129,89; 130,01 (d, JcF= 2,4 Hz); 132,51 (d, JcF= 3,1 Hz); 156,31; 162,23 (d, JcF
= 247,0 Hz) ppm

4.11 Sinteza terc-butil 4-(4-(metilsulfonil)fenetil)piperidin-1-karboksilata
(16)
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Slika 21: Reakcijska shema za spojino 16

Sintezni postopek 7:

Spojino 10 (152 mg; 0,416 mmol) smo raztopili v etanolu (15 ml) in 10 min prepihovali z
argonom. Nato smo dodali Pd/C (72 mg) in pri sobni temperaturi v vodikovi atmosferi
pustili meSati ¢ez no¢. Katalizator smo odstranili s filtracijo z odsesavanjem in topilo
odparili pod znizanim tlakom.

Izkoristek reakcije: 90,0 %

Razpredelnica X: Analizni podatki za spojino 16

izgled: beli kristali talis¢e[°C]: 60-64 Rt =0,29 (MF: etilacetat/heksan = 1/2)

ESI-MS: izmerjena za C19H20NOsSNa (M+Na)*: 389,91

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): & = 1,13 (dt, J;= 12,3 Hz, J,= 4,0 Hz, 1H, CH-piperidin); 1,16 (dt,
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Ji= 12,3 Hz, J,= 4,0 Hz, 1H, CH-piperidin); 1,22-1,30 (m, 1H, CH-piperidin); 1,36-1,62 (m, 2H,
CHy); 1,46 (s, 9H, (CHs)3); 1,68-1,75 (m, 2H, 2xCH-piperidin); 2,66 (t, J= 10,8 Hz, 2H, 2xCH-
piperidin); 2,71-2,75 (m, 2H, CHy); 3,05 (m, 3H, CHs); 4,10-4,15 (m, 2H, 2xCH-piperidin); 7,37
(d, 2H, J=8,1 Hz, ArH) ; 7,85 (d, 2H, J= 8,2 Hz, ArH) ppm

BC-NMR (100 MHz, CDCly): & = 28,76; 32,08; 32,99; 35,58; 37,95; 44,13, 44,5679.25; 127,33;
129,07; 130,79; 148,95; 154,60 ppm

4.12 Sinteza terc-butil 3-(fluorofenetil)azetidin-1-karboksilata (17)
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Slika 22: Reakcijska shema za spojino 17

Spojino 17 smo sintetizirali po sinteznem postopku 7.

Koli¢ine uporabljenih reagentov:

= spojina 12: 131 mg; 0,472 mmol
= Pd/C: 73 mg
Izkoristek reakcije: 87,0 %

Razpredelnica XI: Analizni podatki za spojino 17

izgled: rumeno olje talisée[°C]: / (olje) Rs = 0,20 (MF: eter/petroleter = 1/5)

ESI-MS: izmerjena za C16H22FNO-Na (M+Na)*: 301,87

'H-NMR (400 MHz, CDCL3): 5 = 1,43 (5, 9H, (CHs)s); 1,85-1,90 (m, 2H, CH,); 2,43-2,52 (m, 1H,
azetidin-H); 2,51-2,55 (m, 2H, CHy); 3,53 (dd, 2H, Ji= 5,6 Hz, Jo= 8,6 Hz, 2x azetidin-H); 3,97 (t,
2H, J= 8,5 Hz, 2x azetidin-H); 6,94-6,99 (m, 2H, ArH); 7,07- 7,12 (m, 2H, ArH) ppm

BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 28,26; 28,37; 32,51; 36,20; 54,22, 79,22; 115,15 (d, Jor = 21,2
Hz); 129,60 (d, Jer = 7,9 Hz); 136,93 (d, Jcr = 3,1 Hz); 156,34; 161,29 (d, Jcr = 243,6 Hz) ppm
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4.13 Sinteza (2)-4-(4-(metilsulfonil)stiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (19)
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Slika 23: Reakcijska shema za spojino 19

Sintezni postopek 8:

Raztopini spojine 11 (126 mg; 0,346 mmol) v etanolu (20 ml) smo pri sobni temperaturi
dodali koncentrirano HCI (0,29 ml; 3,46 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mesati 2 h
pri 80°C, topilo nato odparili pod znizanim tlakom, preostanek v bucki sprali z dietiletrom
(50 ml), topilo znova odparili in susili v su$ilniku pri 50 °C ¢ez no¢. Vmesni produkt
(spojino 18) smo na ledeni kopeli v inertni argonovi atmosferi raztopili v brezvodnem
acetonitrilu (30 ml). Nato smo najprej dodali K2COs (143 mg; 1,04 mmol; 3 ekv.), potem
pa 80 % raztopino propargil bromida v toluenu (44,7 ul; 0,42 mmol) po kapljicah. Ledeno
kopel smo odstavili in nastalo suspenzijo v argonovi atmosferi pri sobni temperaturi pustili
meSati ¢ez no¢. Po 24 h smo topilo odparili pod znizanim tlakom, produkt znova
suspendirali v zmesi diklorometana (50 ml) in nasi¢ene vodne raztopine NaHCO3 (50 ml)
ter suspenzijo prenesli v 1ij lo¢nik, kjer smo fazi locili. Organsko fazo smo spirali Se z
nasi¢eno vodno raztopino NaCl (1 x 50 ml), posusili z brezvodnim Na>SOs in topilo
odparili pod znizanim tlakom. Produkt smo ¢istili s kolonsko kromatografijo (MF:
etilacetat/heksan = 2/1).

Izkoristek reakcije: 76 %
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Razpredelnica XII: Analizni podatki za spojino 19

izgled: beli kristali talisée[°C]: 71-74 Rs = 0,25 (MF: etilacetat/heksan = 2/1)

ESI-HRMS: izraunana za C17H2,NO,S(M+H)*: 304,1371
izmerjena: 304,1370

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1,53-1,63 (m, 2H, 2xCH-piperidin); 1,69-1,76 (m, 2H, 2xCH-
piperidin); 2,23 (dt, 2H, Ji= 2,5 Hz, J,= 11,7 Hz, 2xCH-piperidin); 2,26 (t, 1H, J= 2,4 Hz,
C=CH); 2,44-2,53 (m, 1H, 1xCH-piperidin); 2,90 (td, 2H, Ji= 2,7 Hz, J,= 8,9 Hz, 2xCH-
piperidin); 3,08 (s, 3H, CHs); 3,31 (d, 2H, J= 2,5 Hz, CH,-C=C); 5,67 (dd, 1H, J;= 10,3 Hz, J,=
11,7 Hz, Ar-CH=CH ); 6,43 (d, 1H, J= 11,7 Hz, Ar-CH=CH); 7,40-7,43 (m, 2H, ArH); 7,90-
7,93 (m, 2H, ArH) ppm

BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 32,03; 34,59; 44,46; 47,61; 51,64; 73,08; 78,81; 126,42;
127,33; 129,17, 138,29; 140,29; 143,22 ppm

IR [cm-1]: 3273, 2937, 2799, 2757, 1640, 1593, 1463, 1415, 1296, 1141, 1078, 955, 848, 774,
723, 679, 615, 593, 525

HPLC: tg= 5,167 min

4.14 Sinteza (E)-4-(4-(metilsulfonil)stiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (21)
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Slika 24: Reakcijska shema za spojino 21

Spojino 21 smo sintetizirali po sinteznem postopku 8.

Koli¢ine uporabljenih reagentov:

= spojina 12: 205 mg; 0,56 mmol

= konc. HCI: 0,47 ml; 5,6 mmol

= K>COs: 232 mg; 1,68 mmol

= Propargil bromid (80% razt. v toluenu): 72,4 ul; 0,67 mmol
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= MF (kolonska kromatografija): etilacetat/heksan = 2/1
Izkoristek reakcije: 85 %

Razpredelnica XI1I1: Analizni podatki za spojino 21

izgled: beli kristali talisce[°C]: 101-105 Rf = 0,23 (MF: etilacetat/heksan = 2/1)

ESI-HRMS: izra¢unana za C17H22NO,S(M+H)*: 304,1371
izmerjena: 304,1372

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1,57 (dt, 1H, Ji= 3,2 Hz, J,= 12,3 Hz, CH-piperidin); 1,60 (dt,
1H, Ji= 3,2 Hz, J,= 12,2 Hz, CH-piperidin); 1,80-1,86 (m, 2H, 2xCH-piperidin); 2,14-2,23 (m, 1H,
1xCH-piperidin); 2,25-2,33 (m, 3H, C=CH + 2xCH-piperidin); 2,93-2,98 (m, 2H, 2xCH-piperidin);
3,04 (s, 3H, CHs); 3,34 (d, 2H, J= 2,2 Hz, CH,-C=CH ); 6,35 (dd, 1H, J;= 6,6 Hz, J,= 16,0 Hz, Ar-
CH=CH ); 6,44 (d, 1H, J= 16,1 Hz, Ar-CH=CH); 7,51 (d, 2H, J= 8,3 Hz, ArH); 7,86 (d, 2H, J=8,3
Hz, ArH) ppm

BC-NMR (100 MHz, CDCls): 8 = 31,72; 38,97; 44,60; 47,21; 52,11; 73,05; 78,94; 126,67;
126,75; 127,68; 138,37; 139,36; 143,17 ppm

IR [cm-1]: 3282, 2927, 2797, 2750, 1647, 1595, 1466, 1404, 1303, 1146, 1091, 960, 858, 767,
705, 684, 649, 595, 544, 526

HPLC: tg= 5,060 min

4.15 Sinteza 4-(4-(metilsulfonil)fenetil)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (23)
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Slika 25: Reakcijska shema za spojino 23

Spojino 23 smo sintetizirali po sinteznem postopku 8.

Koli¢ine uporabljenih reagentov:

= spojina 16: 153 mg; 0,42 mmol
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= konc. HCI: 0,35 ml; 4,16 mmol
= K>COs: 172 mg; 1,25 mmol

= propargil bromid (80% razt. v toluenu): 53,8 ul; 0,50 mmol

= MF (kolonska kromatografija): etilacetat/heksan = 2/1

Izkoristek reakcije: Reakcija ni potekla.

4,16 Sinteza (Z2)-3-(4-fluorostiril)-1,1-di(prop-2-in-1-il)azetidin-1-ijevega

bromida (25)
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Slika 26: Reakcijska shema za spojino 25

Spojino 25 smo sintetizirali po sinteznem postopku 8.

Koli¢ine uporabljenih reagentov:

= spojina 14: 249 mg; 0,90 mmol
= konc. HCI: 0,75 ml; 8,98 mmol.
=  K>COs: 372 mg; 2,69 mmol

= propargil bromid (80 % razt. v toluenu): 115,9 ul; 1,08 mmol

= MF (kolonska kromatografija): najprej eter/petroleter = 1/10, nato eter/petroleter =

1/5

Izkoristek reakcije: 40 %

Razpredelnica X1V: Analizni podatki za spojino 25

izgled: rumeno olje talisce[°C]: / (olje)

Rs = 0,48 (MF: eter/petroleter = 1/5)

ESI-HRMS: izracunana za C17H1sFN (M+H)™: 254,1345
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izmerjena: 254,1350

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 2,22 (t, 2H, J= 2,4 Hz, 2xC=CH); 2,61-2,72 (m, 2H, 2x
azetidin-H); 3,06-3,15 (m, 1H, azetidin-H); 3,38 (t, 4H, J= 2,1 Hz, 2x CH»,-C=CH ); 3,50 (d, 2H, J=
5,3 Hz, 2x azetidin-H) 5,53 (dd, 1H, J:= 9,9 Hz, J>= 11,5 Hz, Ar-CH=CH ); 6,60 (d, 1H, J= 11,6
Hz, Ar-CH=CH); 7,00-7,06 (m, 2H, ArH); 7,26- 7,30 (m, 2H, ArH) ppm

B¥C-NMR (100 MHz, CDCls): 8 = 36,69; 37,27; 42,65; 55,48; 73,14; 78,57; 115,23 (d, Jcr= 21,3
Hz); 130,03 (d, Jcr = 8,00 Hz); 130,89; 131,63; 132,86 (d, Jcr = 3,5 Hz); 161,81 (d, Jcr = 246,6
Hz) ppm

IR [cm-1]: 3298, 3282, 2961, 1601, 1508, 1455, 1334, 1221, 1156, 1120, 984, 839, 743, 631, 555

HPLC: tzr= 10,540 min

4.17 Sinteza (E)-3-(4-fluorostiril)-1,1-di(prop-2-in-1-il)azetidin-1-ijevega
bromida (27)

O>\_ >L e %
o ® —

NH -

N 2
Br
\ konc HCl > \ K,CO;, Br -~ \
etanol brezvodni acetonitril
. F
15 26 F 27

Slika 27: Reakcijska shema za spojino 27

Spojino 27 smo sintetizirali po sinteznem postopku 8.

Koli¢ine uporabljenih reagentov:

» spojina 15: 153 mg; 0,55 mmol
=  konc. HCI: 0,46 ml; 5,52 mmol
= K>COs:229 mg; 1,66 mmol
= propargilbromid (80% razt. v toluenu): 71,4 ul; 0,66 mmol
= MF (kolonska kromatografija): najprej eter/petroleter = 1/10, nato eter/petroleter =
1/5
Izkoristek reakcije: 79 %
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Razpredelnica XV: Analizni podatki za spojino 27

izgled: brezbarvno olje talis¢e[°C]: / (olje) Rt =0,39 (MF: eter/petroleter = 1/5)

ESI-HRMS: izra¢unana za Ci7H1sFN (M+H)*: 254,1345
izmerjena: 254,1338

'H-NMR (400 MHz, CDClg): & = 2,25 (t, 2H, J= 2,4 Hz, 2xC=CH); 2,66-2,78 (m, 3H, 3x
azetidin-H); 3,47 (d, 4H, J= 2,4 Hz, 2xCH,-C=C); 3,58-3,60 (m, 2H, 2x azetidin-H) 6,02 (dd, 1H,
Ji= 7,2 Hz, J,= 16,0 Hz, Ar-CH=CH ); 6,48 (d, 1H, J= 16,0 Hz, Ar-CH=CH); 6,97-7,03 (m, 2H,
ArH); 7,31- 7,36 (m, 2H, ArH) ppm

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 36,83; 42,32; 42,79; 55,59; 73,16; 78,68; 115,38 (d, Jcr= 21,8
Hz); 127,77 (d, Jce = 8,00 Hz); 128,97; 131,10; 133,99 (d, Jcr = 3,1 Hz); 162,21 (d, Jcr = 246,7
Hz) ppm

IR [cm-1]: 3294, 2927, 2819, 1601, 1508, 1455, 1328, 1224, 1157, 965, 807, 773, 631, 524

HPLC: tzg= 9,853 min

4.18 Sinteza (2)-3-(4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)azetidina (28)
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14 24 28

Slika 28: Reakcijska shema za spojino 28

Spojino 30 smo sintetizirali po sinteznem postopku 9:

Raztopini spojine 14 (180 mg; 0,65 mmol) v etanolu (20 ml) smo pri sobni temperaturi
dodali koncentrirano HCI (0,54 ml; 6,47 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mesati 2 h
pri 80°C pod refluksom, topilo nato odparili pod znizanim tlakom, preostanek v bucki pa
sprali z dietiletrom (50 ml), topilo znova odparili in susili v susilniku pri 50°C ¢ez no¢.

Vmesni produkt (spojino 24) smo na ledeni kopeli v inertni argonovi atmosferi raztopili v
brezvodnem acetonitrilu (30 ml). Nato smo najprej dodali K.CO3 (224 mg; 1,62 mmol),
potem pa 80 % raztopino propargil bromida v toluenu (62,9 ul; 0,58 mmol) po kapljicah in
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reakcijsko zmes pustili mesati. Po 110 min smo ledeno kopel zamenjali s hladno vodo, ki
smo jo po 165 min odstranili in reakcijo pustili potekati na sobni temperaturi. Po 3,5 h smo
reakcijo ustavili.

Izolacijo produkta smo izvedli kot pri sinteznem postopku 8, nato pa ga ¢istili s kolonsko
kromatografijo (MF: diklorometan/metanol = 20/1).

Izkoristek reakcije: 4%

Razpredelnica XVI: Analizni podatki za spojino 28

izgled: brezbarvno olje talisce[°C]: / (olje) Rf = 0,22 (MF: CH2Cl>/metanol = 20/1)

ESI-HRMS: izracunana za CisHisFN (M+H)*: 216,1189
izmerjena: 216,1193

'H-NMR (400 MHz, CDCI3): § = 2,28 (t, 1H, J= 2,4 Hz, C=CH); 3,13-3,17 (m, 2H, 2x
azetidin-H); 3,27 (d, 2H, J= 2,4 Hz, CH,-C=CH ); 3,51-3,62 (m, 3H, 3x azetidin-H); 5,88 (dd,
1H, J;= 8,5 Hz, J,= 11,5 Hz, Ar-CH=CH ); 6,38 (d, 1H, J= 11,5 Hz, Ar-CH=CH); 6,98-7,03 (m,
2H, ArH); 7,10- 7,16 (m, 2H, ArH) ppm

BC-NMR (100 MHz, CDCI3): & = 29,64, 45,22; 58,75; 73,05; 78,72; 115,10 (d, Jcr = 21,5 Hz);
128,75; 130,02 (d, Jcr= 7,9 Hz); 133,00 (d, Jcr= 3,2 Hz); 133,30 (d, Jcr= 1,1 Hz); 161,69 (d, Jcr
= 246,4 Hz) ppm

HPLC: tr= 6,177 min

4.19 Sinteza (E)-3-(4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)azetidina (29)
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Slika 29: Reakcijska shema za spojino 29

Spojino 31 smo sintetizirali po sinteznem postopku 9.
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Koli¢ine uporabljenih reagentov:

= spojina 15: 193 mg; 0,70 mmol

= konc. HCI: 0,58 ml; 6,95 mmol

=  K>COs: 240 mg; 1,74 mmol

= propargil bromid ( 80% razt. v toluenu): 67,5 ul; 0,63 mmol
= MF (kolonska kromatografija): eter/petroleter = 1/2

Izkoristek reakcije: 9 %

Razpredelnica XVII: Analizni podatki za spojino 29

izgled: rumeno olje talis¢e[°C]: / (olje) R¢ = 0,15 (MF: eter/petroleter = 1/2)

ESI-HRMS: izracunana za CisHisFN (M+H)*: 216,1189
izmerjena: 216,1191

H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2,29 (t, 1H, J= 2,4 Hz, C=CH); 3,19-3,27 (m, 3H, 3x azetidin-
H); 3,29 (d, 2H, J= 2,4 Hz, CH,-C=C); 3,58-3,61 (m, 2H, 2x azetidin-H) 6,29 (dd, 1H, J;= 7,0 Hz,
J,= 15,9 Hz, Ar-CH=CH ); 6,36 (d, 1H, J= 15,9 Hz, Ar-CH=CH); 6,97-7,01 (m, 2H, ArH); 7,30-
7,34 (m, 2H, ArH) ppm

BC-NMR (100 MHz, CDCls): & = 33,93; 45,29; 58,13; 73,09; 78,77; 115,41 (d, Jcr = 21,4 Hz);
127,55 (d, Jcr= 7,9 Hz); 129,14, 130,77; 133,28 (d, Jcr= 3,1 Hz); 162,10 (d, Jc = 246,2 Hz) ppm

IR [cm-1]: 3299, 2947, 2832, 1602, 1508, 1477, 1225, 1157, 965, 851, 808, 769, 634, 526

HPLC: tr= 6,317 min
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 REZULTATI SINTEZNEGA DELA

V okviru sinteznega dela smo sintetizirali 6 konénih spojin, prikazanih v razpredelnici
XVIII.

Razpredelnica XVIII: Strukture koncnih sintetiziranih spojin

Oznaka Struktura spojine Oznaka Struktura spojine
spojine spojine

// Oy_CH; N ,L;Br
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5.2 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV

5.2.1 Uvedba zascitne skupine di-terc-butil dikarbonata na amino skupino

Izhodna spojina naSega eksperimentalnega dela vsebuje nukleofilno amino skupino, ki bi v
nadaljnjih reakcijskih stopnjah lahko reagirala z elekrofili. Ker smo Zeleli, da reakcije vse
do zadnjega koraka izhajajo iz pretvorbe karboksilne skupine izhodne spojine, smo, da bi
dosegli selektivnost, v prvem koraku amino skupino zas¢itili in jo tako pretvorili v manj
reaktivno obliko. Tako smo se izognili tudi vrsti potencialnih stranskih produktov in
pomembno prispevali k izkoristku reakcije. 1z nabora znanih za$¢itnih skupin smo izbrali
terc-butil karbamatno zas¢itno skupino, saj je pri reakcijskih pogojih v stopnjah, ki sledijo
(bazi¢ni pogoji, moc¢ni reducenti, katalitsko hidrogeniranje), obstojna, uvedba je enostavna
in dovolj selektivna, odstranimo pa jo lahko pri blagih pogojih, pri katerih je na$ produkt
stabilen (28). Reakcija, ki je pri tem potekla, je N-aciliranje. Potekla je po mehanizmu

nukleofilne substitucije preko tetraedricnega intermediata.

Slika 30: Mehanizem reakcije zascite amino skupine z di-terc-butil dikarbonatom (prirejeno po 29)

Elektronski par na dusiku amino skupine je kot nukleofil napadel elektrofilni ogljikov atom
Boc2O, pri ¢emer je nastal nestabilni tetraedri¢ni intermediat, s katerega se je odcepila
dobro izstopajoca terc-butilkarbonatna skupina, ki je z nastalega vmesnega produkta
odcepila proton in nastal je zas¢iteni produkt. Kot stranska produkta sta pri tem nastala
terc-butanol in CO,. Slednji je izhajal reakcijske zmesi, terc-butanola in nezreagiranega
Boc20 pa smo se znebili z ekstrakcijo v etilacetat, pri ¢emer je na$ produkt, Ki je zaradi
prisotnosti NaOH nastal v obliki soli, skupaj s potencialno nezreagirano izhodno spojino
ostal v vodni fazi. Z nakisanjem s HCI do pH 2 (pri ¢emer smo morali paziti, da pH ne
pade nizje, saj bi pri tem lahko potekla odsc¢ita) smo natrijevo sol produkta pretvorili v

neionizirano obliko in jo ekstrahirali v organsko fazo.
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Kot topilo pri reakciji smo uporabili zmes vode, v kateri sta topna izhodna spojina in
intermediat (topnost izhodne spojine smo dodatno povecali s pretvorbo v obliko soli z
dodatkom NaOH), in dioksana, ki dobro raztaplja Boc.O, s ¢imer smo izboljsali stik med
reagenti in omogocili lazji potek reakcije. S pocasnim dokapavanjem Boc.O na ledeni
kopeli pa smo zmanj$ali moznost nastanka stranskih produktov. lzkoristek reakcije spojine
1 je bil zelo visok (95 %), kljub temu da se je nekaj produkta med ekstrakcijo izgubilo v
vodni fazi. Pri reakcije spojine 2 izgub v vodni fazi ni bilo, vendar je bil izkoristek kljub

temu precej nizji (78 %).

5.2.2 Sinteza Weinrebovega amida s sklopitvenim reagentom TBTU

V drugi reakcijski stopnji smo iz karboksilne kisline sintetizirali Weinrebov amid, z
namenom da ga v naslednjem koraku z redukcijo pretvorimo v aldehid. Ce bi izvajali
redukcijo karboksilne kisline direktno, bi reakcija namre¢ potekla do alkohola, ce
reduciramo Weinrebov amid, pa jo lahko ustavimo na stopnji aldehida (30).

Weinrebovi amidi, N-metoksi-N-metilamidi, so sicer Siroko uporabljani v organski kemiji.
Pripravimo jih z reakcijo med N,O-dimetilhidroksilaminom in ustrezno kislino (31). Ker
reakcija med amino in karboksilno skupino pri obicajnih pogojih ne bi potekla (-OH je
slabo izstopajoc¢a skupina in ogljik karboksilne Kisline je slab elektrofil), smo v reakcijsko
zmes dodali sklopitveni reagent in tako s pretvorbo karboksilne skupine v reaktivnejsi

aktivirani ester omogocili potek reakcije (32). Izbrali smo sklopitveni reagent TBTU.
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Slika 31: Mehanizem reakcije s sklopitvenim reagentom TBTU (prirejeno po 33, 34)

Z dodatkom baze trietilamina smo dosegli odcep protona s karboksilne skupine. Nastali
karboksilni anion je nato reagiral z elekrofilnim delom TBTU. Nastala sta intermediata
hidroksibenzotriazolatni anion (HOBt) in derivat aktiviranega estra, ki sta zreagirala do
kon¢nega aktiviranega estra. Po aktivaciji s TBTU je poteklo N-aciliranje N,O-
dimetilhidroksilamina. Kot stranska produkta pri reakciji sta nastajala tetrametilse¢nina in
HOBE, ki smo se ju znebili z ekstrakcijo v vodno fazo. S 30 min predaktivacijo na ledeni
kopeli pa smo zmanj$ali moznost nastanka gvanidinskega derivata, ki bi lahko nastal, ¢e bi

TBTU zreagiral z amino skupino (Slika 32).

R-NH / NH —_—
2 N, O /| © R-N )\\ﬁ/
N,,N BF, H

Slika 32: Mehanizem nastanka potencialnega gvanidinskega stranskega produkta (prirejeno po 33)

Za uporabo sklopitvenega reagenta smo se odlocili, ker smo lahko, v nasprotju z drugimi

metodami priprave priprave amidov, reakcijo v tem primeru izvedli v enem koraku.
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Sklopitveni reagent namre¢ selektivno aktivira karboksilno skupino, tako da smo ga lahko
dodali direktno v reakcijsko zmes (32). TBTU smo izbrali, ker ima kratek reakcijski ¢as, v
zmes ni treba dodajati pomoznih nukleofilov, hkrati pa nastaja malo stranskih produktov,
ki jih lahko enostavno odstranimo (35, 36). Izkoristek reakcije spojine 3 je bil v nasem
primeru obc¢utno visji (82,4 %) od izkoristka pri enaki reakciji z uporabo sklopitvenega
karbodiimidnega reagenta EDC v kombinaciji s HOBt, kjer je znasal le 38,4 % (25).
Izkoristek je bil visji, kljub temu da smo pred izolacijo produkta na TLC-kromatogramu
lahko opazili Sibko liso izhodne spojine, kar pomeni da reakcija ni potekla popolnoma do
konca. Prav tako je bil na$ produkt po ekstrakcijah z NaHCOs3 in HCI ¢ist, zato kolonske
kromatografije, nasprotno od zgoraj omenjenega primera, ni bilo treba izvajati. Pri reakciji
spojine z azetidinskim osnovnim skeletom (4) pa je bil izkoristek reakcije 98 %. Reakcija
je v tem primeru potekla do konca, saj v zmesi ni bilo nezreagirane izhodne spojine,
vendar produkt ni bil popolnoma ¢ist, saj je bila na TLC-kromatogramu vidna $ibka lisa
necistote. Sklepamo, da produkt ob tehtanju ni bil popolnoma posusen in je bil izra¢unani

izkoristek zato vecji od dejanskega.

5.2.3 Redukcija Weinrebovega amida do aldehida

Redukcijo smo izvedli z uporabo mo¢no nukleofilnega reducenta LiAlHs. Pri tem je
potekla nukleofilna substitucija preko tetraedri¢nega intermediata. Reducent je nukleofilno
napadel ogljik amidne skupine, pri ¢emer je nastal tetraedri¢ni intermedat — stabilen kelatni
kompleks z litijem. Z dodatkom vode oziroma raztopine NaHCOs smo nato povzrodili

hidrolizo kompleksa in nastal je aldehid.
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Slika 33: Mehanizem redukcije Weinrebovega amida do aldehida z LiAIH4 (prirejeno po 36, 37)

S predhodno pretvorbo karboksilne kisline ve Weinrebov amid smo dosegli uspe$no
redukcijo do aldehida. Ce bi uporabili druge derivate karboksilne kisline, bi nastal
nestabilni tetraedri¢ni intermediat, ki bi takoj hidroliziral do aldehida. Ker je aldehid boljsi
elektrofil od preostalega derivata karboksilne kisline, bi namesto njega reagiral z LiAIH4

do alkohola. V primeru Weinrebovega amida pa je intermediat stabiliziran s petélenskim
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kompleksom z duSikom in metoksi skupino, zato do dodatka vode ne razpade in reakcijo
posledi¢no lahko ustavimo na stopnji aldehida (38). Ce bi zaradi prisotnosti vode prislo do
hidrolize Ze prej, bi nastali aldehid reagiral z LiAlHs do alkohola, zato smo reakcijo
izvajali v brezvodnih pogojih v inertni argonovi atmosferi, hkrati pa smo tako preprecili
tudi burno reakcijo LiAIH4 z vodo. Redukcijo do alkohola smo preprecevali tudi z
vzdrzevanjem nizke temperature (0 °C) med potekom reakcije in z zaustavitvijo reakcije
po 2 urah, ko se je porabila izhodna spojina. Pri obeh reakcijah smo dosegli dober
izkoristek — 90,3 % pri spojini 5 in 85 % pri spojini 6, kjer je ostalo nekoliko nezreagirane

izhodne spojine.

5.2.4 Sinteza Wittigovega reagenta in Wittigova reakcija

Redukciji do aldehida je sledila priprava alkena. Pripravili smo ga z Wittigovo reakcijo, pri
kateri aldehid ali keton reagira s fosfonijevimi (v 99% primerov so to trifenilfosfonijevi)
ilidi do ustreznega alkena in trifenilfosfonijevega oksida (39).

Fosfonijevi ilidi so kemijske zvrsti, kjer je pozitivno nabiti fosforjev atom neposredno
vezan na negativno nabiti ogljikov atom, ki je kljucen za njihovo uporabo pri Wittigovi
reakciji, saj lahko nukleofilno reagira s karbonilnim ogljikovim atomom aldehida in tvori
alken. Ilid smo pripravili in situ z mo¢no bazo iz fosfonijeve soli, ki smo jo predhodno

pripravili iz ustreznega alkil bromida in trifenilfosfina.
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Slika 34: Mehanizem Wittigove reakcije (prirejeno po 39, 40)

Pri pripravi fosfonijeve soli je potekla nukleofilna substitucija (SN2), kjer je fosfor napadel
na brom vezani ogljik alkil bromida, pri ¢emer se je odcepil brom kot dobro izstopajoca
skupina.

Sinteza fosfonijeve soli 7 je uspela brez tezav z visokim izkoristkom — 97 %. Tezave so
nastopile pri sintezi spojin 9 in 10, kjer produkta nista nastala. V prvi stopnji smo iz 4-
(bromometil)benzensulfonil klorida in trifenilfosfina sintetizirali fosfonijevo sol z moéno
eletrofilno klorosulfonilno skupino (spojina 8). Da bi preprecili reakcijo z vodo, Smo  pri
sintezi uporabili brezvodni acetonitril, reakcijo pa izvajali v inertni argonovi atmosferi.
Prilagodili smo tudi temperaturo in reakcijo na zacetku izvajali pri sobni temperaturi, nato
pri temperaturi refluksa segrevali zgolj eno uro ter pocasi ohlajali do sobne temperature
¢ez no¢, v nasprotju s sploSnim postopkom pri spojini 7, kjer je reakcija ves Cas potekala
pri temperaturi refluksa. Tako smo se skuSali izogniti preve¢ burni reakciji dobrega
elektrofila pri visoki temperaturi in zmanjsati nastanek stranskih produktov, medtem ko
zgolj sobna temperatura brez segrevanja verjetno ne bi zadostovala za potek reakcije.
Oljnat vmesni produkt smo takoj uporabili v naslednjih reakcijskih stopnjah, kjer smo po
mehanizmu nukleofilne substitucije z amoniakom (pri spojini 10) in dietilaminom (pri
spojini 9) Zeleli pripraviti ustrezna sulfonamida. Preostanka v buc¢kah po uparevanju topila

in kristalizaciji je bilo zelo malo, Zeljena produkta pa nista nastala. Na TLC-kromatogramu

44



je bila pri obeh reakcijah vidna moc¢na lisa na startu, iz ¢esar sklepamo, da je nastala sol,
vendar je iz rezultatov masne in NMR spektroskopije razvidno, da soli nista nasa
naértovana produkta. Sintezni postopek 5 tako kljub prilagoditvam ni bil primeren za
sintezo trifenilfosfonijevih soli s sulfonamidnim fragmentom. Reakcijo pretvorbe v ilid
smo zato nadaljevali zgolj s spojino 7 in predhodno sintetizirano spojino 13, nato pa Smo s

spojinama 5 in 6 tvorili alkene.

V inertni argonovi atmosferi in brezvodnih pogojih smo z mo¢no bazo (NaHMDS) s soli
odcepili proton, s ¢imer je ogljikov atom postal negativno nabit in nastal je ilid, kar smo
opazili ze z rde¢im obarvanjem reakcijske zmesi. Nato smo v reakcijsko zmes dodajali
aldehid (spojini 5, 6) po kapljicah, da smo zagotovili enakomeren potek reakcije. Pri tem je
nukleofilni ogljik ilida napadel elektrofilni karbonilni ogljik aldehida, pri ¢emer je nastal
nestabilni dipolarni betain, ki se je preko $tiri¢lenskega obroc¢a oksafosfoetana, ki je nastal,
ko se je tvorila vez med kisikom in fosforjem, pretvoril v alken in trifenilfosfonijev oksid
(Slika 34).

Wittigove reakcije smo se posluzili, ker je njena glavna prednost pred eliminacijskimi
metodami priprave dvojne vezi (dehidrogeniranje alkoholov, dehalogeniranje), da dvojna
vez vedno nastane na mestu, kjer se je v aldehidu nahajala karbonilna skupina in ne pride
do nastanka drugih strukturnih izomerov (40). Nastaneta pa lahko dva geometrijska
izomera okrog dvojne vezi, saj reakcija z delno stabiliziranimi ilidi ne potece
stereoselektivno (39). V nasem primeru sta tako pri obeh reakcijah nastala geometrijska
izomera cis (Z) in trans (E), ki se razlikujeta po fizikalno-kemijskih lastnostih, vklju¢no z
retencijskim faktorjem (Ry), kar smo izkoristili pri lo¢evanju produktov. Cistili smo jih s
kolonsko kromatografijo, s ¢imer smo se hkrati znebili tudi vseh nastalih stranskih
produktov in nezreagiranih izhodnih spojin. V obeh primerih je bil R¢ izomera cis nekoliko
vi§ji od Rf izomera trans, loc¢itev pa je potekala brez tezav. lzkoristek pri spojinah z
metilsulfonilnim fragmentom in s piperidinskim skeletom (11, 12) (30,4 %) je za priblizno
8 % nizji od izkoristka pri reakciji 4-fluorofenilnih analogov s piperidinskim skeletom, kjer
so kot bazo uporabili n-BuLi in reakcijo izvajali pri temperaturi -78°C (25). Hkrati pa je
izkoristek pri 4-fluorofenilnih analogih z azetidinskim skeletom (14, 15) nekoliko visji (43
%) od izkoristka pri 4-fluorofenilnih analogih s piperidinskim skeletom. Razlike v
izkoristkih lahko pripiSemo predvsem nastanku vrste stranskih produktov pri

metilsulfonilnih analogih, ki jih je bilo obcutno ve¢ kot pri fluorofenilnih, in vecji
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reaktivnosti Stiriclenskega obroca v primerjavi s Sestlenskim. Pri vseh reakcijah pa lahko
izgube pripisemo tudi locevalni metodi, saj se na kromatografski koloni produkt izgublja.
Dodatno smo ugotovili tudi, da je pri reakciji analogov s piperidinskim skeletom razmerje
med nastalima izomeroma cis in trans pomaknjeno v korist izomeru trans, medtem ko pri

azetidinskih analogih primarno nastaja izomer cis.

5.2.5. Redukcija dvojne vezi s katalitskim hidrogeniranjem

Z Wittigovo reakcijo smo pridobili nenasi¢ene produkte. Da bi pridobili tudi nasicene
derivate, smo izvedli katalitsko hidrogeniranje.

Reakcijo smo izvajali v vodikovi atmosferi, pri ¢emer smo se kisika iz raztopine znebili s
predhodnim prepihovanjem z argonom. Del plinastega vodika se je v topilu raztopil in
adsorbiral na trdni katalizator (paladij), fino razdrobljen in porazdeljen po nosilcu,
aktiviranem ogljiku. Hkrati se je s tvorbo $ibkih vezi med paladijem in ogljikom ob dvojni
vezi na katalizator reverzibilno vezal alken. S sosednjim ogljikovim atomom na drugem
koncu dvojne vezi alkena je nato kovalentno vez tvoril vodik, vezan na katalizator v blizini
vezanega alkena. S povrsinsko difuzijo se je molekuli priblizal Se drugi atom na katalizator
vezanega vodika in tvoril kovalentno vez z drugim atomom ogljika, kar je povzrocilo

prekinitev vezi s paladijem in molekula nastalega alkana se je sprostila (42).
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Slika 35: Mehanizem redukcije dvojne vezi s katalitskim hidrogeniranjem (prirejeno po 42)
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Pri izvajanju reakcije je bilo pomembno, da smo reakcijsko zmes med potekom reakcije
nenehno mesali, saj smo tako omogocili boljsi stik s katalizatorjem in posledi¢no povecali
izkoristek ter omogocili potek reakcije pri sobni temperaturi in normalnem tlaku. Nastali
reducirani produkt smo zlahka izolirali, saj je ostal raztopljen v topilu, katalizator pa smo
iz zmesi odfiltrirali. 1zkoristka reakcij sta bila dobra (90 % pri piperidinskem analogu in

87 % pri azetidinskem analogu).

5.2.6 Odscita terc-butilkarbamata z acidolizo

Ker je naslednji nacrtovani sintezni korak potekal na do tedaj zas¢iteni amino skupini, smo
jo morali pred nadaljnjim izvajanjem reakcije ods¢ititi. Terc-butil karbamat pri nizkih
vrednostih pH ni obstojen, zato smo ods¢ito izvedli z acidolizo s koncentrirano HCI v
etanolu (43).
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Slika 36: Mehanizem odstranitve Boc20 z acidolizo (prirejeno po 43)

Prisotnost moc¢ne kisline je povzrocila protoniranje karbamata, pri ¢emer je izstopil terc-
butilni kation, ki je nato reagiral s kloridnim ionom. Iz nastale karbaminske kisline se je
nato odcepila Se karboksilna skupina in nastal je ods¢iteni amin, zaradi prisotnosti HCI v
obliki kloridne soli. Reakcije so v vseh primerih potekle do konca, kar smo preverili s
TLC-kromatogramom, po katerem odsciteni produkti niso potovali. Nastale produkte smo

takoj uporabili v naslednji reakcijski stopnji.

5.2.7. N-alkiliranje s K,COs

V zadnji reakcijski stopnji smo na ods¢iteni amin pripeli Se za delovanje kljucno

propargilno skupino. Reakcija je potekla po mehanizmu nukleofilne substitucije, pri cemer
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je kalijev ion kot Lewisova kislina reagiral z bazi¢nim aminom in z njim tvoril kompleks.
Dusikov atom je tako postal pozitivno nabit, nanj vezani vodik pa dovolj kisel, da se je
lahko odcepil, kar je vodilo do nastanka kon¢nega produkta in HBr, ki ga je KoCOs3 hkrati
nevtraliziral (Slika 37) (44). Selektivnost reakcije in ¢im vedji izkoristek smo skusali
zagotoviti z brezvodnimi pogoji v inertni argonovi atmosferi in izvajanjem prvega dela
reakcije na ledeni kopeli. Vodotopnih stranskih produktov smo se znebili z ekstrakcijo,

nato pa smo produkt ¢istili in izolirali s kolonsko kromatografijo.

o O o Ké
o KoCOs 2 N<h N Bré\
SN | R Sk, —————> | N + KBr
R R, R ! 2 Ri Ry
+
KHCO;

Slika 37: Mehanizem N-alkiliranja s kalijevim karbonatom (prirejeno po 44)

Pri nenasi¢enih spojinah s piperidinskim skeletom (19,21) je reakcija v 24 urah potekla
brez tezav. Izkoristka sta bila dobra. Nezeleni stranski produkti niso nastali, saj je bila na
TLC-kromatogramu po ekstrakciji v obeh primerih vidna zgolj ena lisa, izgube pa so
nastale predvsem med ¢i$¢enjem na kromatografski koloni. Izkoristek reakcije derivata cis
(75 %) je bil primerljiv z izkoristkom pri N-alkiliranju analogov s 4-fluorofenilnim
fragmentom, kjer so kot bazo uporabili Cs2COs v brezvodnem DMF (25), medtem ko je bil
pri reakciji derivata trans izkoristek v naSem primeru kar 3-krat visji (85 %). V nasprotju z
nenasi¢enima derivatoma pa pri reduciranem derivatu (23) reakcija ni potekla. Po 24 urah
je bila na TLC-kromatogramu vidna zelo Sibka lisa potencialnega produkta, zato smo
reakcijo pustili potekati pri enakih pogojih in potek s TLC sproti spremljali. Po dodatnih 3
dneh smo reagente znova dodali, reakcijsko zmes 1 h segrevali na 70°C in jo nato pustili
mesati Se 48 ur. Nato smo znova dodali dvakratno koli¢ino reagentov in pustili meSati 20
ur pri 60°C. Na TLC-kromatogramu so bile vidne tri izjemno Sibke lise, ki smo jih s
kolonsko kromatografijo sicer uspesno locili, vendar je analiza NMR pokazala, da
nacrtovanega produkta ni bilo med njimi. Da produkt ni nastal, nas je nekoliko presenetilo,
saj je reakcija v primeru analoga s 4-fluorofenilnim fragmentom potekla brez tezav z
visokim (85,2 %) izkoristkom (25). Kaze, da je reaktivnost nasi¢enega derivata

nacrtovanega analoga obcutno manjsa.
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Reakcijo z analogi z azetidinskim skeletom smo sprva izvajali po enakem postopku. Pri
nenasicenih derivatih (25, 27) je po 24 urah nastalo zelo malo produkta, zato smo v obe
reakcijski zmesi znova dodali propargilbromid in produkt cis izolirali po dodatnih 3 urah,
derivat trans pa po dodatnih 20 urah. Reakciji kljub temu nista potekli do konca, saj je v
obeh primerih v reakcijski zmesi ostalo Se nekaj nezreagirane izhodne spojine, hkrati pa sta
bili na TLC-kromatogramih v obeh primerih vidni po dve lisi produktov. Oboje je
prispevalo k manjSemu izkoristku. Produkta smo uspe$no izolirali in o¢istili, po analizi
rezultatov NMR in masne spektroskopije pa smo ugotovili, da na¢rtovana produkta nista
nastala. Namesto monoalkiliranih sta namre¢ nastala dialkilirana derivata. Sklepamo, da je
predvsem zaradi razlik v velikosti med azetidinskim in piperidinskim obro¢em ter manjse
sterine oviranosti v primeru azetidinskega obroc¢a prislo do kvaternizacije terciarnega

amina s propargil bromidom.

S ciljem pridobiti nacrtovane monoalkilirane derivate smo reakcijo izvedli znova in pri tem
spremenili mnozinsko razmerje reagentov in reakcijske pogoje. Najprej smo pod enakimi
pogoji ponovili vse reakcijske stopnje do vmesnih produktov 24 in 26, z njima pa nato
nadaljevali po spremenjenem postopku, pri ¢emer smo potek reakcije ves ¢as spremljali s
TLC. Reakcijsko zmes smo pripravili na ledeni kopeli, ki je tokrat po dodatku propargil
bromida nismo odstranili, temve¢ smo jo po 110 min zamenjali s hladno vodo, ki smo jo
odstranili po 165 min. Tako smo skuSali dose¢i nadzorovano viSanje temperature
reakcijske zmesi in omogociti pocasnejsi potek reakcije, hkrati pa z dvigom temperature
zagotovili, da reakcija poteCe. Spremenili smo tudi mnozinska razmerja reagentov.
Namesto propargil bromida smo v prebitku dodali izhodno spojino, hkrati pa smo
zmanj$ali tudi koli¢ino baze in tako skusali prepreciti dodatno alkiliranje monoalkiliranega
derivata s prebitnim propargil bromidom. Monoalkilirani derivat je pri teh pogojih uspesno
nastajal, kar smo opazovali s TLC, kjer smo R nastajajocega produkta primerjali z Rt
dialkiliranega derivata (Rf monoalkiliranega derivata je zaradi manjse lipofilnosti nizji). Po
2,5 urah smo pri produktu trans zaceli zaznavati prisotnost dialkiliranega derivata. Reakciji
smo ustavili po 3,5 urah, ko je bila ta lisa Se Sibka, lisi monoalkiliranega derivata in
izhodne spojine na startu pa priblizno enako mocni. Tako smo Zeleli doseéi, da reagira vsaj
polovi¢na koli¢ina izhodne spojine in S tem prispevati k vec¢jemu izkoristku, hkrati pa
karseda omejiti delez dialkiliranega produkta. Pri produktu cis lise dialkiliranega derivata

takrat Se ni bilo mogoce opaziti. Na razvitem TLC-kromatogramu Kkoncentriranih
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produktov pa smo pozneje v obeh primerih opazili prisotnost dialkiliranega derivata, iz
Cesar sklepamo, da ne glede na reakcijske pogoje pri reakciji nastajata oba derivata, vendar
se sorazmerno s preteCenim ¢asom spreminja razmerje med njima v korist dialkiliranemu.
S spremenjenimi reakcijskimi pogoji smo njegov nastanek le upocasnili.

Na TLC-kromatogramih smo pri obeh produktih sprva lahko opazili zgolj eno liso z Rt
monoalkiliranega produkta, iz ¢esar smo zmotno sklepali, da v zmesi (razen nekoliko
dialkiliranega derivata z obcutno vi§jim Ryf) ni drugih stranskih produktov. Ko smo
produkta ¢istili s kolonsko kromatografijo, pa smo pri nanosu frakcij s kromatografske
kolone na TLC-plos¢o opazili, da sta hkrati z derivatoma nastajali necistoti S skoraj
zanemarljivo razlicnima Rf 0od Rt produktov. R¢ nastale necistote pri derivatu cis (30) je bil
nekoliko nizji od Rf produkta, v primeru derivata trans (31) pa nekoliko visji. Pri derivatu
trans nam njuna locitev na koloni ni povzroala tezav, derivata cis pa nismo mogli
zadovoljivo ocistiti, ker se je necistota s kolone izlocala hkrati s produktom. Ker je bila
koli¢ina necistote manjsa od koli¢ine produkta, smo zbirali zgolj zadnje kolonske frakcije,
kjer je bila koli¢ina necistote najmanjSa oziroma necistota ni bila ve¢ prisotna, in jih nato
znova locevali. Postopek smo ponovili z vrsto razliénih mobilnih faz, vendar nam v
nobenem primeru ni uspelo izolirati popolnoma ¢istega produkta, saj sta se necistota in
produkt v vseh preizkuSanih mobilnih fazah s kolone izlo¢ala skupaj. Najucinkoviteje smo
produkt o¢istili z mobilno fazo: diklorometan/metanol = 20/1. Ker smo ves ¢as zbirali zgolj
zadnje frakcije, kjer je bila hkrati s koli¢ino ne€istote najmanjsa tudi koli¢ina produkta in
smo produkt tako ves ¢as izgubljali, je bil izkoristek reakcije posledi¢no izjemno nizek (4
%). Zadostno koli¢ino zadovoljivo ¢istega produkta bi lahko izolirali, zgolj ¢e bi reakcijo
nastavili z zelo veliko koli¢ino izhodne spojine.

Nasicenega derivata monoalkiliranega produkta se nam ni zdelo smiselno pripravljati, saj
je, glede na pocasen potek in slab izkoristek reakcije pri nenasi¢enih derivatih, zelo

verjetno, da produkt v zadostni koli¢ini ne bi nastal.
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5.3. REZULTATI BIOLOSKEGA VREDNOTENJA

Pri vrednotenju delovanja spojin smo za vse spojine najprej dolo¢ili rezidualno aktivnost
encima (RA) ob prisotnosti spojine pri koncentraciji 100 uM. (RA je razmerje med
aktivnostjo encima ob prisotnosti zaviralca in njegovi odsotnosti.) Tistim spojinam, ki so
delovanje encima zavrle vsaj za polovico (RA < 50%), smo dolo¢ili tudi ICso, to je vrednost
koncentracije spojine, potrebna za zavrtje delovanja encima za 50 %. Rezultati so prikazani
v Razpredelnici XX. V Razpredelnici XIX so prikazani rezultati bioloskega vrednotenja
derivatov spojine, iz katere smo pri na¢rtovanju sinteze izhajali (25). Oznacili smo jih s
Stevilkami od 01 do 03.

Vrednosti 1Cso, ki smo jih dolo¢ili le spojinam, pri katerih je bil RA < 50% pri 100 uM, so
v razpredelnicah prikazane z okrepljenim tiskom, vrednosti RA (pri spojinah, ki jim

vrednosti ICso nismo dolo¢ili) pa z neokrepljenim.

Razpredelnica XIX: Rezultati bioloskega vrednotenja predhodno sintetiziranih spojin (25)

Oznaka hMAO-A hMAO-B
sooiine Struktura spojine ICso [NM] 1Cs0 [nM]
ali 0] pri u ali 0] pri u
Po) li RA [%] pri 100 uM li RA [%] pri 100 uM
01 < F ICs0 = 0,726 £0,027 NM | 1Cso = 6,222 + 0,727 nM
02 LN RA= 60,2 + 1,6 % ICso = 0,342 + 0,022 NM
S
F
03 LN RA=769+22% ICso = 0,370 = 0,037 nM
F

o1




Razpredelnica XX: Rezultati bioloSkega vrednotenja novih sintetiziranih spojin

Oznaka hMAO-A hMAO-B
SDoiine Struktura spojine 1Cs0 [NM] I1Cs [NM]
PoJ ali RA [%] pri 100 uM | ali RA [%] pri 100 uM
Z o, oh, RA = 2.3 £0.9%
19 . ¢ RA = 70.6 +5.8%
Q—/@ 0 ICso = 8444.7 £627.1 NM
N RA =3,9+1.9%
21 > RA = 68.7+0.2%
5 ICsp = 32.7 £2.5 "M
3 CHs
Iﬂ o
T
25 N\ ® ¢ | RA=88.0+0.97% RA = 60.2 +1.9%
Iﬂ °
Br
N ¢
27 RA = 86.2 +4.6% RA = 83.9+3.5%
F
L RA = 14.7 £0.9%
28 . F RA = 70.3 £0.5%
E‘_L/Q/ ICso = 3183.2 £91.9 NM
\ RA = 14.7 +0.9%
29 RA =70.2 +0.5%

I1Cs0 = 9706.5 £569.7 nM
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5.4 KOMENTAR REZULTATOV BIOLOSKEGA VREDNOTENJA

Zaviralno delovanje smo ovrednotili vsem sintetiziranim spojinam, vklju¢no z
nenacrtovanima dialkiliranima derivatoma. Opazimo lahko, da sta oba dialkilirana derivata
neaktivna pri obeh izoencimih, kar je skladno z nasimi pri¢akovanji, saj SO molekule z
dvema N-propargilaminskima skupinama najverjetneje prevelike, da bi dosegle aktivno
mesto.

V nasprotju z dialkiliranima pa sta bila monoalkilirana azetidinska derivata 28 in 29 dokaj
aktivna. Opazimo lahko, da smo z zamenjavo piperidinskega obroca z azetidinskim
pridobili u¢inkovita zaviralca, selektivna za eno izoencimsko obliko. Derivat cis namrec,
nasprotno od derivata cis s piperidinskim skeletom (01), ki je aktiven pri obeh izoencimih,
selektivno zavira MAO-A, medtem ko derivat trans selektivno zavira MAO-B. Hkrati pa
lahko opazimo, da smo z zamenjavo obroca veliko izgubili pri jakosti delovanja.
Azetidinska derivata delovanje encimov sicer ucinkovito zavirata, vendar delujeta sele v
mikromolarnem koncentracijskem obmocju, kar je mnogo slabse od piperidinskih
analogov, ki so aktivni Ze v nanomolarnem obmo¢ju. Kaze, da kljub manjsemu osnovnemu
skeletu molekule, ki lahko $e lazje doseze aktivno mesto encima skozi ozek vstopni del,
delovanje spojine ni izboljSano, prav tako pa se pri delovanju na tar¢o ne odraza niti vecja
reaktivnost azetidinskega obroca. Predvidevamo lahko, da bi tudi reducirani derivat, ¢e bi
ga uspeli sintetizirati v zadostni koli¢ini, deloval bistveno slabSe od piperidinskega
analoga, ki je aktiven Ze v nanomolarnih koncentracijah.

Nasprotno kot pri zamenjavi obro¢a pa smo pri zamenjavi 4-fluorofenilnega substituenta z
metilsulfonilfenilnim uspeli pridobiti zaviralec MAO-B z visoko jakostjo delovanja —
spojina 21 namre¢ zavira encim Ze v nanomolarnih koncentracijah. Ce njegovo delovanje
primerjamo s 4-fluorofenilnim analogom (02), pri katerem je bila za 50 % zavrtje encima
potrebna 100-krat nizja koncentracija, ugotovimo, da deluje Sibkeje. Kljub temu pa bi
zaradi boljsih hidro-lipofilnih lastnosti morda lahko bil boljsa alternativa. Pri
metilsulfonilfenilnih analogih smo opazili tudi, da tako cis kot trans geometrijska izomera
selektivno zavirata MAO-B. Selektivnih zaviralcev MAO-A tako z zamenjavo substituenta
nismo uspeli pridobiti, vpliva enojne vezi v spojinah pa nismo mogli ovrednotiti, saj

reakcija sinteze reduciranega derivata ni potekla.
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6. SKLEP

Z namenom pridobiti nove potencialne zaviralce encimov MAO-A in MAO-B smo v

sklopu raziskovalnega dela magistrske naloge skladno z zastavljenimi cilji sintetizirali

analoge znanega zaviralca MAO-B in tako pridobili 6 kon¢nih spojin ter ovrednotili

njihovo zaviralno delovanje na obeh izoencimih.

Uspesno smo pripravili zgolj 4-fluorofenilne azetidinske in metilsulfonilfenilne
piperidinske analoge, medtem ko se je sinteza sulfonamidnih piperidinskih derivatov
ustavila pri stopnji priprave fosfonijevih soli. Uporabljeni postopek namre¢ za pripravo
sulfonamidnih analogov fosfonijevih soli ni bil ustrezen.

Wittigova reakcija se je izkazala za ustrezen nacin pridobivanja dvojne vezi, tako pri
analogih s piperidinskim kot z azetidinskim skeletom. V obeh primerih smo pridobili
cis in trans geometrijska izomera, pri Cemer smo ugotovili, da v primeru
piperidinskega osnovnega skeleta primarno nastaja izomer trans, pri azetidinskih
analogih pa izomer cis.

Z reakcijo N-alkiliranja smo uspe$no pridobili nenasi¢ena piperidinska analoga,
medtem ko se je izkazalo, da pri nasiCenem derivatu reakcija zaradi premajhne
reaktivnosti ne potece. Ugotovili smo, da postopek ni ustrezen za pripravo azetidinskih
analogov, saj pride do kvaternizacije aminskega dusika in dvojnega alkiliranja, tako
pridobljeni dialkilirani produkti pa so neaktivni pri obeh izoencimih. S prilagoditvijo
postopka z regulacijo temperature, ¢asa in spremenjenim razmerjem dodanih reagentov
smo nato uspesno pridobili tudi nac¢rtovane monoalkilirane derivate, razen nasi¢enega
derivata. Hkrati smo ugotovili, da ne glede na reakcijske pogoje vedno nastajata tako
monoalkilirani kot dialkilirani derivat.

Oba strukturna izomera piperidinskih analogov (19, 21) selektivno zavirata MAO-B,
medtem ko pri monoalkiliranih azetidinskih analogih izomer cis (28) selektivno zavira
MAO-A, izomer trans (29) pa MAO-B.

Med preskusanimi spojinami zgolj spojina 21 deluje v nanomolarnem

koncentracijskem obmocju, pri ¢emer selektivno zavira MAO-B.

Spojina 21 je tako obetaven selektivni zaviralec MAO-B in predstavlja izhodis¢e za

nadaljnje raziskovalno delo, medtem ko so analogi z azetidinskim osnovnim skeletom
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precej manj aktivni od piperidinskih analogov in zato za nadaljnje raziskovanje manj

Zzanimivi.
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