UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

DIANA SKOK

SINTEZA IN VREDNOTENJE KINAZOLINONSKIH DERIVATOV
KOT ZAVIRALCEV ENCIMA MUR A

MAGISTRSKA NALOGA
ENOVITI MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM
FARMACIJA

Ljubljana, 2017



UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

DIANA SKOK

SINTEZA IN VREDNOTENJE KINAZOLINONSKIH DERIVATOV
KOT ZAVIRALCEV ENCIMA MUR A

SYNTHESIS AND EVALUATION OF QUINAZOLINONE
DERIVATIVES AS INHIBITORS OF MURA ENZYME

ENOVITI MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM
FARMACIJA

Ljubljana, 2017



Magistrsko nalogo sem opravljala na Katedri za farmacevtsko kemijo na Fakulteti za
farmacijo Univerze v Ljubljani, pod mentorstvom doc. dr. Mateja Sove, mag. farm..
Spektroskopske meritve so bile opravljene na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani
in Institutu Jozef Stefan v Ljubljani. Biokemi¢no testiranje je bilo prav tako izvedeno na
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Testiranje protibakterijskega delovanja spojin

pa je bilo izvedeno v Warwicku.

Zahvala

Zahvaljujem se svojemu mentorju doc. dr. Mateju Sovi mag. farm. za pridobljeno znanje
ter nasvete in strokovno pomoc pri izdelavi magistrske naloge. Iskrena hvala tudi Kaji
RozZman za vse nasvete in pomoc pri prakticnem delu.

Rada bi se zahvalila tudi najblizjim, ki so mi tekom celotnega studija stali ob strani in me

spodbujali ter prijateljem, ki so mi polepsali Studentska leta.

Izjava
Izjavljam, da sem magistrsko nalogo samostojno izdelala pod mentorstvom doc. dr. Mateja

Sove, mag. farm.
Diana Skok

Ljubljana, 2017



VSEBINA

L UVOD ..ttt 1
1.1  Protibakterijske u€inkovine in re€ZiSteNCa .........covvvirrivieiiiieiiiie e 1
1.1.1  Pregled protibakterijskih uCINKOVIN .......ccocviiiiiiiiiiiiiii e 1
1.1.2  Razvoj odpornosti na protibakterijske UCINKOVINE ........covvvverivieiiiieeiiiiieiiinens 3

1.2 Bakterijska celi€na SteNa..........ccoviiuiiiiiiiiieiiieiie e e 4
1.2.1  Celi¢na stena gram pozitivih bakterij ..........ccovvveririiiiiiiii e 4
1.2.2  Celi¢na stena gram negativinih bakterij ........ccooervvriiriieiiniiiieeeec e 5

1.3 Bakterijski peptidogliKan ...........ccoiiiiiiiiieee e 6
1.3.1  Sinteza peptidogliKana...........ccooiiiiiiiiii e 7

1.4 ENCIM MIUI.ctiitiiiiiiiiieieee ettt bbbttt nb ettt 10
1.5 ZaviralCi NCIMA MUIA .....oiuiiiiiiiiiiiieiee ettt bbbt 11
1.6 KINAZOINONI. ...ttt bbbt 14
1.6.1  Primer protibakterijskega delovanja Kinazolinonov ..............cccccccevvevveiveennenn, 15

2 NAMEN DELA ...ttt ettt 16
3 MATERIALI IN METODE ..ottt 18
Bl MALEEIAN ... 18
3.2 Kromatografske MELOUE.........ccueiiiiiie e 18
3.3 Spektroskopske MEOdE .........ccveiiiiiicce e 19
3.4 Dolocanje temperature taliSCa SPOJIN.......ervervireeiieeiriesieeiesie e 20
3.5 Risanje in poimenovanje StrUKLUL ...........cooeiiiiiiiiieeee e 20
3.6 BioKemiCno tEStITANE .......eeiveiririieiiiiesiieie ettt 20
3.7 ProtibakterijsSko delOVANJE ........cccoiiiiiiiiiieieee e 21

4  EKSPERIMENTALNO DELO ..ottt e 22
4.1  Sinteza etrov (SPojine 1, 2, 4, 51N 6) cuccvveieeiieiieiieie e 22



4.2  Sinteza 2-substituiranih KinazoliNONOV ...........ooeueeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen, 24

4.3  Sinteza metil 2-(2-(furan-2-il)-4-oksokinazolin-3(4H)-il)acetata (29)................. 42
4.4  Sinteza 2-(2-(furan-2-il)-4-okso-kinazolin-3(4H)-il)etanojske kisline (30)......... 43

5  REZULTATIIN RAZPRAVA L. s 45
5.1 Komentar sinteznih POStOPKOV ........ooiiiiiiiiiiiiiireeee e 45
51.1 Sinteza etrov 1,2, 3,4, 5N 6 ...ccoiiiiiiiiiieiree e 45
5.1.2  Sinteza 2-substituiranih derivatov Kinazolinona.............cccccoenenviniiennnnn 46
5.1.3  SINteZa SPOJINE 29......eiiieeieiie e 47
5.1.4  Sinteza SPOJINE 30....cueeieeiieiieiieie e 48

5.2 TESHIFANJE .oveeiiciie ettt ettt e et e e re e a e re e re e aeenrenre s 49
5.2.1 Rezultati biokeminega teStiranja........cccueerveerririeerieeeieesie e 49
5.2.2  Komentar rezultatov protibakterijskega delovanja..........cccccocvvvrvniiiniiennnnn. 53

B SKILEP .t ee e 94
T LITERATURA et e s 55



KAZALO SLIK

Slika 1: Celi¢na stena G+ in G- bakterij; povzeto PO (8)......ccccoveveiierviiie i 5
Slika 2: Zgradba peptidoglikana; povzeto pPo (5, 11) .....cccoiiiiiiiiiiiieie e 6
Slika 3: Biosinteza peptidogliKana.............cooviiiiiiiie e 9
Slika 4: Reakcija, Ki so katalizira MUrA; povzeto PO (14) ...cccccevveveiiene e, 10
Slika 5: A-odprta konformacija MurA, B-zaprta konformacija MurA; povzeto po (10) ... 11
Slika 6: Struktura fosfomicing; POVZEto PO (16)......ccoervereririiiiieieiese e 11
Slika 7: Strukture zaviralcev MurA; povzeto po (15,16).......ccccvvrieieriienineseseseeeeeen, 14
Slika 8: Kinazolinonski derivati s protibakterijskim delovanjem; povzeto po (19) ........... 15
Slika 9: Struktura 3-benzil-2-(4-klorofenil) kinazolin-4(3H)-ona; povzeto po (21) .......... 15
Slika 10: Mehanizem Williamsove sinteze etrov; povzeto PO (24) .......ccccevvvvrenvreeeennen, 45
Slika 11: Mehanizem aerobne oksidacije v DMSO-ju; povzeto po (25)......c.ccocevvvrveeennnn. 46
Slika 12: Mehanizem N-alkiliranja kinazolinona; povzeto po (26) .......cccccccvvveviveivesieennnnn, 48
Slika 13: Mehanizem hidrolize estra v alkalnem; povzeto po (27) .....ccccceeevvvevveciesieenenn, 48

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica I: Prikaz uporabljenih aldehidov in benzil halidov...........ccccccovvveivicninenenne 23
Preglednica I1: Prikaz uporabljenih aldehidov pri sintezi 2-substituiranih kinazolinonov 24
Preglednica I11: Prikaz rezultatov biokemi¢nega testiranja podanih kot RA vrednosti [%]

ali 1Cso vrednost [uM] in rezultati protibakterijskega delovanja podani kot MIC [pg/ml]. 50



POVZETEK

Zaradi poveCanega razvoja odpornosti bakterij na obstojeCe protibakterijske u¢inkovine
predstavlja nacrtovanje in sinteza ucinkovin z novimi mehanizmi protibakterijskega
delovanja eno izmed pomembnih podroc¢ij raziskovanja. Encimi, ki sodelujejo pri sintezi
peptidoglikana, klju¢ne komponente bakterijske celicne stene, predstavljajo interesantne
tarCe za razvoj novih protibakterijskih u¢inkovin. Enega izmed tar¢nih encimov predstavlja
encim MurA, ki deluje kot UDP-GIcNAc enolpiruvil transferaza in ima pomembno nalogo
v zaCetni stopnji biosinteze peptidoglikana.

Edini zaviralec encima MurA, ki se klini¢éno Ze uporablja, je fosfomicin, vendar pa je
zaradi pojava odpornosti bakterij na fosfomicin potreben razvoj novih strukturno druga¢nih
zaviralcev encima MurA.

V okviru magistrske naloge smo sintetizirali in ovrednotili potencialne zaviralce encima
MurA s kinazolinonskim skeletom. Pri sintezi derivatov smo izhajali iz spojine s
kinazolinonskim skeletom, ki je bila odkrita s pomoc¢jo virtualnega reSetanja in izkazuje
zaviralno delovanje na encim MurA iz sevov E. coli z doloc¢eno vrednostjo ICsp = 82 uM.
Sintetizirali smo derivate z razlicnimi substituenti na mestu 2, substituirali pa smo tudi
dusikov atom na mestu 3 kinazolinonskega obroca. Sintetiziranim spojinam smo
ovrednotili zaviralno delovanje na izoliranem encimu MurA iz E. coli in S. aureus ter
protibakterijsko delovanje na sevih E. coli in S. aureus.

Izkazalo se je, da encim MurA iz E. coli najmocneje zavirajo derivati, ki imajo na mestu 2
kinazolinonskega skeleta pripet substituiran furan ali na para mestu substituiran 3-
benziloksifenilni fragment. Najmoc¢nejsi zaviralec encima je spojina 22 z 1Csy vrednostjo
19 uM. Protibakterijskega delovanja pa ta spojina ni izkazovala. Med derivati 2-furan-
kinazolinonov, je spojina 16 izkazala najmoc¢nejse zaviralno delovanje z 1Cso vrednostjo 47
uM in protibakterijskim delovanjem z minimalno inhibitorno koncentracijo 1 pg/ml proti
E. coli in 8 pg/ml proti S. aureus.

Ugotovili smo, da 2-substitirani derivati kinazolinonov izkazujejo zaviralno delovanje na
encimu MurA in lahko sluzijo kot izhodis¢e za nadaljnje optimizacije, s katerimi bi Se

izboljsali zaviralno in dosegli tudi protibakterijsko delovanje.

Kljuéne besede: encim, MurA, kinazolinon, peptidoglikan, protibakterijsko delovanje



ABSTRACT

Due to increased development of resistant bacteria to existing antibacterial agents, the
design and synthesis of agents with novel mechanisms of action is one of the important
areas of research. The enzymes involved in the synthesis of peptidoglycan, a key
component of bacterial cell wall, represent interesting targets for the development of novel
antibacterial agents. One of the target enyzymes represent the enzyme MurA, which acts as
UDP-GIcNAc enolpyruvyl transferase and plays an important role in peptidoglycan
biosynthesis.

The only inhibitor of MurA enzyme that has been used in the clinics is fosfomycin,
however, due to occurrence of bacterial resistance to fosfomycin, the development of new
structurally diverse MurA inhibitors, is needed.

Within this master's thesis, we synthesized and evaluated the potential inhibitors of the
MurA enzyme with the quinazolinone scaffold. The synthesis was based on a compound
with a quinazolinone scaffold discovered by virtual screening that inhibited the activity of
the MurA enzyme from E. coli with an 1Csy value of 82 uM. We synthesized the
derivatives with different substituents at the position 2 and furthermore, we also substituted
the nitrogen atom at the position 3 of the quinazolinone ring. The synthesized compounds
were then evaluated for their inhibitory activity on the isolated MurA enzyme from E. coli
and S. aureus and antibacterial activity against strains E. coli and S. aureus.

We found out that the MurA enzyme from E. coli is significantly inhibited by derivatives
with the attached substituted furan ring or a para-substituted 3-benzyloxyphenyl fragment
at the 2-position of the quinazolinone scaffold. The most potent enzyme inhibitor is
derivate 22 with an 1Csg value of 19 uM, however no antibacterial activity was observed
for this derivate. Among the derivatives of 2-furan-quinazolinones, derivate 16 exhibited
the most potent inhibitory activity with an ICs value of 47 uM and also some antibacterial
activity with minimal inhibitory concentration against E. coli of 1 ug/ml, and against S.
aureus of 8 pg/ml.

We discovered that the 2-substituted quinazolinone derivatives exhibit inhibitory activities
on the MurA enzyme and can serve as a starting point for further optimization to improve
the inhibitory activity and also obtain antibacterial activity.

Key words: enzyme, MurA, quinazolinone, peptidoglycan, antibacterial activity
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1 UVOD

1.1 PROTIBAKTERIJSKE UCINKOVINE IN REZISTENCA

Za zdravljenje bakterijskih okuzb uporabljamo ucinkovine, ki so lahko naravnega ali
sinteznega izvora. Vecina antibiotikov, ki jih danes uporabljamo, So sicer polsintezni
derivati naravnih protibakterijskih ucinkovin, ki jih proizvajajo in izlo¢ajo razli¢ne
bakterije in glive. V skupino sinteznih protibakterijskih u¢inkovin pa spadajo tiste, ki jih v
naravi ne sreCamo, vendar so nacrtovane tako, da izkazujejo protibakterijsko delovanje (1).
Bistvo protibakterijskega delovanja je, da uc¢inkovine delujejo zoper bakterije, hkrati pa ne
Skodujejo organizmu gostitelja. Selektivna toksi¢nost protibakterijskih ucinkovin temelji
na zaviranju biosinteze celi¢ne stene, ki v celicah sesalcev ni prisotna, in pa prek zaviranja
encimskih reakcij, ki niso znacilne za celice gostitelja. Lahko pa zaviralno delujejo tudi na
encime, ki so sicer znacilni za sesalske celice, vendar se od bakterijskih strukturno
razlikujejo (2).

Protibakterijske uc¢inkovine imajo lahko bakteriostati¢ni ali baktericidni. Ce delujejo
bakteriostati¢no, to pomeni, da s svojim delovanjem preprecujejo nadaljnjo delitev in rast
bakterije, vendar pa bakterije ne ubijejo direktno. Take uc¢inkovine niso priporocljive za
uporabo pri ljudeh, ki imajo oslabljen imunski sistem, saj igra ta glavno vlogo pri
odstranitvi bakterij iz organizma. Na tak nac¢in delujejo: sulfonamidi, kinoloni, tetraciklini,
makrolidi. Protibakterijske ucinkovine, ki imajo baktericidni uéinek, pa s svojim
mehanizmom delovanja povzrocijo direktno smrt bakterij. V to skupino spadajo
betalaktamski antibiotiki, vankomicin, aminoglikozidi, valinomicin, gramicidin A in

daptomicin (1, 3).
1.1.1 Pregled protibakterijskih u¢inkovin

Protibakterijske u¢inkovine glede na nac¢in delovanja razdelimo na pet skupin.

Poznamo protibakterijske ucinkovine, ki delujejo tako, da posnemajo naravni substrat
dolo¢enega encima, namesto njega interagirajo z encimom in tako zaustavijo metabolizem
celic. Tak primer antimetabolitov so sulfonamidi, ki s svojo strukturo posnemajo p-
aminobenzojsko kislino (PABA) in s tem zavirajo delovanje dihidropteroat sintaze. S tem

je onemogocena sinteza tetrahidrofolata, ki je kot kofaktor pomemben pri sintezi
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pirimidinskih in purinskih baz. Posledi¢no se biosinteza DNA ustavi in bakterijska celica
odmre, saj ni sposobna nadaljnje delitve. Sinergisti¢no s sulfonamidi deluje trimetoprim, ki
zavira delovanje dihidrofolat reduktaze in tako Se dodatno zaustavi sintezo folne Kisline.
Medtem ko sulfonamidi delujejo na encim, ki je znacilen samo za bakterijske celice, ki
folno kislino pridelajo same, pa trimetoprim deluje na encim, ki je prisoten tudi v celicah
gostitelja, vendar ima vecjo afiniteto do bakterijskega encima. Uporabljajo se za
zdravljenje infekcij urinarnega in gastrointestinalnega trakta (1, 2, 3).

Ucinkovine iz skupine kinolonov in fluorokinolonov delujejo proti bakterijskim okuzbam
tako, da stabilizirajo kompleks med bakterijsko DNA in topoizomerazo 1V oz. DNA-girazo
ter tako zavirajo transkripcijo, replikacijo in zvijanje bakterijske DNA. Topoizomeraza IV
in DNA-giraza sta topoizomerazi tipa Il. Ta se sicer nahaja tudi v sesalskih celicah, vendar
se strukturno razlikuje od bakterijske, kar omogoca selektivno delovanje kinolonov.
Poznamo ve¢ generacij kinolonov, ki delujejo proti G+, G- bakterijam in tudi anaerobnim
bakterijam (1, 2, 3).

Najboljso selektivno toksi¢nost imajo protibakterijske uc¢inkovine, ki zavirajo biosintezo
peptidoglikana — glavne komponente celi¢ne stene, saj je celi¢na stena znacilna samo za
bakterijske celice ne pa tudi za celice sesalcev. Ucinkovine, ki delujejo na tak nacin
spadajo v skupino betalaktamskih antibiotikov (penicilini, cefalosporini, karbapenemi in
monobaktami) in glikopeptidov (vankomicin). Betalaktamski antibiotiki so mimetiki D-
Ala-D-Ala terminalnega dela pentapeptida in delujejo kot ireverzibilni zaviralci
transpeptidaze. Transpeptidazo acilirajo in tako onemogocijo tvorbo peptidnih vezi med
pentapeptidi osnovnih verig peptidoglikana. Za peniciline in cefalosporine je znacilen Sirok
spekter delovanja. Vankomicin zavira sintezo peptidoglikana na drugacen nacin kot
betalaktamski antibiotiki. S svojo strukturo deluje kot »umetni receptor« za D-Ala-D-Ala-
L-Lys ostanek pentapeptida ter tako prepreci precno premrezenje peptidoglikana. Deluje
samo proti G+ bakterijam, saj zaradi svoje velike strukture ne more prehajati skozi zunanjo
membrano G- celic (1, 2, 3).

Zaviranje sinteze proteinov bakterij je Se eden od nacinov delovanja protibakterijskih
ucinkovin. V to skupino spadajo ucinkovine, ki tvorijo razli¢ne interakcije s 30S ali 50S
podenoto ribosoma in tako na razlicnih stopnjah preprecijo izgradnjo funkcionalnih
proteinov. Tetraciklini in aminoglikozidi se vezejo na 30S podenoto, medtem ko se
makrolidni antibiotiki, kloramfenikol in oksazolidinoni vezejo na 50S podenoto ribosoma.

Za tetracikline je znacilno, da delujejo proti G+ in G- bakterijam. Makrolidi in
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oksazolidinoni delujejo bolj na G+ bakterije in manj na G-, medtem ko so aminoglikozidi
bolj uspesni pri G- kot pri G+ bakterijah. Uc¢inkovine selektivno delujejo na bakterijske
ribosome, saj se ti strukturno razlikujejo od ribosomov evkariontskih celic (1, 2, 3).
Poznamo tudi u¢inkovine, ki delujejo tako, da tvorijo interakcije s celicno membrano in na
ta nacin povecCajo njeno prepustnost. Valinomicin, gramicidin A in daptomicin so
predstavniki te skupine. V celicni membrani delujejo kot ionofori in tako povzrocijo
nekontroliran pretok ionov iz celice, kar povzro¢i odmrtje celice. Zaradi velikosti molekule
daptomicin deluje zgolj na G+ bakterije, MRSA in VRE (1, 2).

1.1.2 Razvoj odpornosti na protibakterijske u¢inkovine

Bakterijske okuZbe so Zze od nekdaj ogrozale Zivljenja ljudi in Zivali, vendar se je z
odkritjem prvih antibiotikov in zacetkom njihove uporabe v medicini okrog leta 1940
povecalo prezivetje, potek bolezni pa se je bistveno izboljsal. A kaj, ko se je skoraj
istoCasno z zaCetkom uporabe protibakterijskih ucéinkovin zacela razvijati odpornost
bakterij proti njim. V zadnjih letih je vedno ve¢ bakterij odpornih na do sedaj znane
u¢inkovine, kar nas lahko hitro pripelje do stanja, ki je vladalo pred odkritjem
protibakterijskih uc¢inkovin. Bakterije so lahko naravno odporne na nekatere ucinkovine
(npr. vankomicin zaradi svoje velike strukture ne more prehajati skozi membrano G-
bakterij in tako ne pride do mesta delovanja — peptidoglikana, zato z njim ne moremo
zdraviti okuzb z G- bakterijami), lahko pa odpornost pridobijo. Najveéji problem
predstavlja prav ta pridobljena odpornost bakterij, ki jo lahko pridobijo prek mutacije ali
genetske transformacije. Mutacije bakterij se dogajajo povsem naravno in lahko povzrocijo
odpornost tako, da se tekom mutacije spremeni vezavno mesto za u¢inkovino, poveca se
sinteza encimov, ki razgrajujejo ucinkovino, zmanjSa se produkcija proteinov, ki
omogocajo vstop ucinkovin v celico prek zunanje membrane ali pa se poveca Stevilo efluks
prenasalcev, ki u€inkovino ¢rpajo ven iz celice. Prisotnost protibakterijskih uc¢inkovin ni
nujna za nastanek mutacij. Znani so primeri, ko so nekateri bakterijski sevi odporni proti
ucinkovini, Se preden se je to odkrilo. Bakterije pa lahko odpornost proti eni ali vec
protibakterijskim ucinkovinam pridobijo brez mutacij, od Ze odpornih bakterij prek
prenosa genetske informacije s transdukcijo, konjugacijo ali transformacijo. Pri
transdukciji se gen za odpornost iz ene bakterije prenese v drugo prek bakteriofaga. Na tak
nacin se lahko prenaSa gen za sintezo beta laktamaz in povzro¢i odpornost bakterij na

betalaktamske antibiotike. Pri konjugaciji, ki je znacilna bolj za G- bakterije, se plazmidi z
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rezistentnim genom prenesejo direktno iz ene celice v drugo prek pilusov. Za
transformacijo pa je znacilno, da celica pridobi in vklju¢i DNA segmente iz bakterije, ki je

ob lizi spustila svojo DNA v okolje (2, 4).
1.2 BAKTERIJSKA CELICNA STENA

Bakterijske celice na zunanji strani celicne membrane obdaja celicna stena. Glede na
sestavo same celi¢ne stene lo¢ujemo bakterije na Gram pozitivne (G+) in Gram negativne
(G-). G+ bakterije imajo celi¢no steno sestavljeno iz debelejse plasti peptidoglikana (od 50
do 100 plasti), medtem ko je pri G- bakterijah plast peptidoglikana tanjsa (2 plasti) in je na
zunanji strani obdana z membrano (1, 2).

Celicna stena je za prezivetje bakterij nujnega pomena. Predstavlja fleksibilno
polprepustno pregrado, skozi katero omogoca celici izmenjavo pomembnih snovi za
prezivetje, hkrati pa je dovolj toga, da celico $¢iti pred poSkodbami zaradi sprememb
osmotskega tlaka v okolici. Celi¢na stena daje celici tudi obliko in jo §¢iti pred encimsko
razgradnjo v gostitelju ter drugimi toksini v okolju (1, 5, 6).

Ker je celi¢na stena znacilna za bakterijske celice ne pa tudi za celice sesalcev, predstavlja
pomembno tar¢o za razvoj protibakterijskih u¢inkovin, ki delujejo tako, da zavirajo njeno

biosintezo (1).
1.2.1 Celi¢na stena gram pozitivih bakterij

Na zunanji strani je celi¢na stena G+ bakterij sestavljena iz polisaharidov in proteinov, ki
so znacilni za posamezno vrsto bakterij. Polisaharidi in proteini skupaj predstavljajo
antigensko determinanto, ki omogoca bakteriji vezavo na tar¢no celico. Nato sledi plast
peptidoglikana, ki predstavlja 90% celi¢ne stene. Plast peptidoglikana je prepredena s
teihojsko in lipoteihojsko kislino, ki dajeta G+ bakterijski celici negativni naboj.
Sestavljeni sta iz glicerol fosfata ali ribitol fosfata, vsebujeta pa tudi sladkorni del ali D-
alanin. Teihojska kislina je prisotna le v plasteh peptidoglikana, medtem ko lipoteihojska
kislina sega do celi¢ne membrane in tvori kovalentno povezavo z fosfolipidi v membrani.
Zaradi negativnega naboja naj bi regulirali transport kationov (Ca** in Mg?*) skozi celi¢no
steno. Prav tako naj bi sodelovali pri celi¢ni rasti in preprecevali lizo celic. Pod plastjo
peptidoglikana se nahaja citoplazemska membrana, v kateri so prisotni Stevilni proteini in

encimi, ki sodelujejo pri izgradnji in obnovi celi¢ne stene (1, 5, 6, 7).
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1.2.2 Celi¢na stena gram negativnih baktertij

G- bakterije se od G+ loc¢ijo predvsem po sestavi celi¢ne stene. Ta je pri G- bakterijah
tanjSa in na zunanji strani ¢ obdana z lipidno membrano. Na povrsini te zunanje
membrane so prisotni lipopolisahardi — endotoksini, ki so odgovorni za antigenski odziv v
organizmu gostitelja ter omogocajo opredelitev bakterij. Pomembna struktura zunanje
membrane so tudi porini — skupek 2 ali 3 proteinov, ki tvorijo poro v zunanji membrani in
omogocajo prehod hidrofilnih snovi skozi njo. Porini lahko vsebujejo receptorje, ki
dovolijo prehod le dolo¢enim molekulam, lahko pa so nespecifi¢ni in skozi njih prehaja
veliko Stevilo razli¢nih snovi. Med zunanjo in notranjo celiéno membrano je S$e
periplazemski prostor. V periplazemskem prostoru je plast peptidoglikana, ki je pri G-
bakterijah precej tanjSa kot pri G+ in predstavlja okrog 10 % celi¢ne stene. Zaradi tanjSe
plasti peptidoglikana so G- bakterije bolj obcutljive na mehanske vplive. Poleg
peptidoglikana se v periplazmi nahajajo Se razli¢ni encimi, kot so hidroliti¢ni encimi,
vezavni in transportni proteini pa tudi B laktamaze — encimi, ki razgrajujejo B laktamske
antibiotike, ki bi bakteriji $kodovali. G+ bakterije  laktamaze izlocajo v svojo okolico.
Sledi Se citoplazemska membrana, v kateri so tako kot pri G+ bakterijah prisotni Stevilni
proteini in encimi, ki sodelujejo pri izgradnji celi¢ne stene in drugi (5, 6, 7).
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Slika 1: Celi¢na stena G+ in G- bakterij; povzeto po (8)
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1.3 BAKTERIJSKI PEPTIDOGLIKAN

Peptidoglikan je ena izmed najpomembnejsih sestavin celi¢ne stene, saj ji daje trdnost in
Sc¢iti celico pred poskodbo zaradi spremembe osmotskega tlaka. Prisoten je tako pri G+ kot
tudi pri G- bakterijah. Sestavljen je iz glikanske verige, ki je pre¢no premreZena s peptidi.
Taka 3D struktura je odgovorna za trdnost in rigidnost peptidoglikana v vseh smereh.
Glikanski del peptidoglikana je sestavljen iz izmenjujo¢ih molekul N-acetilglukozamina
(GIcNACc) in N-acetilmuraminske kisline (MurNAc), ki sta med seboj povezana z
glikozidno B1-4 vezjo. Na terminalnih koncih glikana je GIcNAc in 1,6-dehidro MurNAc.
To je MurNAc z intramolekularno etersko vezjo med C1 in C6 (5, 6, 9).

Na D-laktoilno skupino vsake MurNAc je vezana peptidna veriga sestavljena iz 5
aminokislin, ki se lahko razlikujejo glede na vrsto bakterij. Obicajno pentapeptid
sestavljajo: L-alanin, D-glutaminska kislina, mezo diaminopimelinska kislina (MDAP) pri
G- bakterijah oz. L-lizin pri G+ bakterijah ter dva D-alanina, pri ¢emer se zadnji D-alanin
odcepi pri tvorbi pre¢ne peptidne vezi in tako nastane tetrapeptid. Dva tetrapeptida sta med
seboj povezana s peptidno vezjo, katere nastanek katalizira encim transpeptidaza. Peptidna
vez nastane med amino skupino mDAP oz. L-Lys na mestu 3 enega in karboksilno skupino
D-Ala na mestu 4 drugega tetrapeptida. Pri G- bakterijah pride do direktne tvorbe peptidne
vezi med aminokislinama, za G+ bakterije pa je znacilen peptidni mosti¢ek med L-Lys in
D-Ala, ki se razlikuje glede na vrsto bakterij. Za S. aureus je tako znacilen pentaglicinski
mosticek (5, 6, 10).

G+ bakterije G- bakterije
@— NAM 4@— NAM —:| Glikanska veriga @— NAM —@— NAM —] Glikanska veriga
L-Ala L-Ala
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Slika 2: Zgradba peptidoglikana; povzeto po (5, 11)



Diana Skok Sinteza in vrednotenje kinazolinonskih derivatov kot zaviralcev encima Mur A

1.3.1 Sinteza peptidoglikana

Biosinteza peptidoglikana vkljucuje priblizno 20 reakcij, ki potekajo znotraj citoplazme, v
celi¢ni membrani in zunaj nje.

Prvi del sinteze, pri kateri nastanejo nukleotidni prekurzoji in poteka znotraj citoplazme,
lahko razdelimo na 4 sklope reakcij: tvorba UDP-GIcNACc, tvorba UDP-MurNAc, tvorba
UDP-MurNAc pentapeptida in stranska reakcija nastanka D-glutaminske Kkisline in
dipeptida D-Ala-D-Ala (3).

Tvorba UDP-GIcNAC

UDP-GIcNACc v bakteriji nastane iz fruktoze-6-fosfata ob pomo¢i Stirih encimov. Najprej

se fruktoza-6-fosfat ob pomoci encima iz skupine amidotransferaz, glukozamin-6-fosfat
sintaze (GImS), pretvori v glukozamin-6-fosfat. N-terminalna glutaminazna domena
encima je odgovorna za hidrolizo glutamina v glutamat in amonijak, C-terminalna
izomerazna domena pa je odgovorna za samo pretvorbo fruktoze-6-fosfata v glukozamin-
6-fosfat. Pri tem se kot vir dusika uporablja amonijak, ki se prehodno sproti ob hidrolizi
glutamina. Nato sledi izomerizacija glukozamin-6-fosfata v glukozamin-1-fosfat, kar
katalizira encim fosfoglukozamin mutaza (GImM). Temu sledi Se acetiliranje aminske
skupine glukozamin-1-fosfata, pri cemer nastane GlcNAc-1-fosfat, in pripenjanje uridila,
kar vodi v nastanek kon¢nega produkta UDP-GICNAc. Zadnji dve reakciji katalizira encim
GImU, ki ima dvojno delovanje. C-terminalna domena encima deluje kot glukozamin-1-
fosfat acetiltransferaza (katalizira prenos acetilne skupine iz acetil CoA na glukozamin-1-
fosfata.), N-terminalna domena pa deluje kot N-acetil-glukozamin-1-fosfat
uridiltransferaza in ob prisotnosti Mg?* ionov in UTP katalizira nastanek UDP-GIcNAC in
pirofosfata (3).

Tvorba UDP-MurNAc

Nastanek UDP-MurNAc katalizirata encima MurA in MurB. Prvo reakcijo, ki vodi v

nastanek UDP-GIcNAc-enolpiruvata in fosfata kot stranskega produkta, katalizira encim
MurA. Gre za reakcijo prenosa enolpiruvata s fosfoenolpiruvata na tretjo OH skupino
UDP-GIcNAc. Temu sledi redukcija UDP-GIcNAc-enolpiruvata v UDP-MurNAc, ki jo
katalizira encim MurB. Pri reakciji pride do redukcije enolpiruvata v laktilni eter, pri

¢emer se porabi en ekvivalent NADPH (3).
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Tvorba UDP-MurNACc pentapeptida

Encimi iz skupine Mur ligaz (MurC, MurD, MurE, MurF) katalizirajo adicijo petih
aminokislin na laktoilno skupino UDP-MurNAc, pri ¢emer nastane UDP-MurNAc

pentapeptid.

Mur ligaze imajo tri skupne znacilnosti:

e Vsi encimi imajo enak mehanizem delovanja, pri katerem se porablja ATP. Najprej
pride do aktivacije karboksilne skupine UDP-MurNAc z ATP, pri tem pa nastane
acilfosfatni intermediat in ADP. Intermediat je nato podvrzen nukleofilnemu
napadu aminske skupine pripenjajo¢e se aminokisline oz. dipeptida, kar vodi v
nastanek tetraedi¢ne intermediata, ki razpade na amid oz. peptid in fosfat.

e Vsi encimi, ki spadajo v druzino Mur ligaz, imajo poleg vezavnega mesta za ATP
skupnih Se 6 nespremenjenih aminokislinskih ostankov.

e Vse so sestavljene iz treh domen, pri ¢emer N-terminalna domena sluzi za vezavo
UDP-MurNAc, sredinska domena predstavlja vezavno mesto za ATP, na C-
terminalno domeno pa se veze ustrezna aminokislina 0z. dipeptid. Tudi strukturno
so si domene razli¢nih encimov med seboj podobne. Vecje razlike, ki so pogojene z
dolzino UDP-prekurzorja, so znacilne le za N-terminalno domeno. Za encime Mur
je znacilna odprta in zaprta konformacija, ki jo povzro¢i vezava liganda.

Najprej encim MurC pripne prvo aminokislino pentapeptida, ki je obi¢ajno L-Ala. Nato
sledi adicija naslednje aminokisline, D-glutaminske Kisline, z encimom MurD. Tretjo
aminokislino v pentapeptidu pripenja encim MurE. Za G+ bakterije je ta obi¢ajno L-Lys,
za G- in bacile pa mDAP. Na koncu sledi se adicija dipeptida D-Ala-D-Ala, ki jo katalizira
encim MurF. Tako nastane UDP-MurNAc pentapeptid (3).

S tem korakom se biosinteza prekurzorjev peptidoglikana v citoplazmi konca in prenese na
celi¢no membrano.

Membranski encim, fosfotransferaza, MraY katalizira vezavo UDP-MurNAc pentapeptida
na undekaprenil-fosfat, Css-poliizoprenoidni lipidni prenasalec, ki je zasidran v celi¢ni
membrani. Pri tem nastane lipid I-undekaprenil pirofosforil-MurNAc-pentapeptid. Nato
glikozil-transferaza MurG Kkatalizira nastanek B-1,4 glikozidne vezi med Glc-NAc iz UDP-
Glc-NAc in MurNAc, sladkornim delom lipida I, pri ¢emer nastane kon¢ni prekurzor
peptidoglikana lipid II. Lipid II se prek flipaz prenese na zunanjo stran celicne membrane

o0z. v periplazmo, kjer se biosinteza peptidoglikana zakljuci (9, 12).
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Zunaj celice penicilin vezavni proteini z glikoziltranferazno in transpeptidazno aktivnostjo
najprej katalizirajo tvorbo -1,4 glikozidne vezi, prek katere se lipid 1l vgradi v nastajajoco
peptidoglikansko verigo. Nato pa sledi Se transpeptidacija peptidoglikana. Pri tem pride do
odcepa zadnjega D-Ala pentapeptida in nastanka peptidne vezi med amino skupino mDAP
0z. L-Lys na mestu 3 enega in karboksilno skupino D-Ala na mestu 4 drugega
pentapeptida. Pri G- bakterijah se peptidna vez tvori direkthno med aminokislinama
tetrapeptida, za G+ bakterije pa je znacilen peptidni mostic¢ek. Po konc¢ani transpeptidaciji

sledi Se odcep lipidnega prenasalca iz peptidoglikanske verige (9, 12).

OH
% Fox=2 OH
NHA &3\
0
NHA O?Jl?:
0 TRANSPEPTIDACIJA

{u-Ala /-\? Ala
D-Glu [I)-Ala lP-Ala

1
m-DAP/L-Lys

! m-DAPIL-Lys p-Ala D-Ala

]IJ-Ala Il)-Glu I?-A]a nll-DAP/L-Lys
. DAP/L-L .

D-Ala D aa m ys D-Glu

B-Glu TRANSGLIKOZILACIJA D A

L-Ala 0
OH OH

0
oH Jw‘
o] 0 o 0
%”ﬁ“@%"* OHJW‘ R 0, <
NHAC SR 95&&0 o A o
0 Oy o o NHAc O° O
NHAG A9 o

NHA(Q‘EI”O‘IE”O ~p-0-p-0

OH \ OH
HOE 0 ) HO&&A
() (0]
ik Css-fosfat NHAc O™ € _— Nrids & o b
o, Ouoe T’ o OB-0-k-0  UDP.GIeNAc ~p-0-p-0
L-Ala L-Ala 0 0 0 o o
' UMP b-Glu L
]I)-Glu DAPILL D-Glu Z04P0 0. OH
m-DAP/L-Lys m-DAP/L-Lys m-DAP/L-Lys
1|5-A1a D-Ala D-Ala OH
D-Ala DAl D-Ala OH
UDP-MurNAc-pentapeptid Lipid I Lipid IT fruktoza-6-fosfat
1. Mur C
2. MurD
3. MurE
4. MurF
OH OH OH OH
Hoa% MurB HOS 0 MurA HQE&&A GImU  Hgs o]
NHAc e e -~ NH
’goo_ “upp j:oo NHAS.upp NI uoe POg*
FAD, PEP ACOA, o oramin.Lfost
UDP-MurNAc NADPH UDP-GlcNAc-enolpiruvat UDP-GleNAc utp  glukozamin-1-fosfat

Slika 3: Biosinteza peptidoglikana



Diana Skok Sinteza in vrednotenje kinazolinonskih derivatov kot zaviralcev encima Mur A

1.4 ENCIM MURA

Encim MurA se nahaja znotraj celice v citoplazmi in katalizira reakcijo prenosa
enolpiruvata s fosfoenolpiruvata na tretjo OH skupino UDP-GIcNAc, pri ¢emer nastane
UDP-GIcNAc-enolpiruvat in fosfat. To je ena izmed prvih reakcij, ki vodijo do sinteze
peptidoglikana (3,13).
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OH ﬁt "NH
NH T
EL)H o HO ngb f:,&o Mura MO‘F"QE% |N’L*C:- . - rﬁ-
1 prhpr . HO LT O o7 1-0
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Slika 4: Reakcija, ki so katalizira MurA; povzeto po (14)

Encim MurA je sestavljen iz 2 domen, med katerima se nahaja aktivno mesto. Po vezavi
UDP-GIcNAc v aktivno mesto pride do induciranega prilagajanja in zaprtja domen.
Domena I je nepremi¢na, medtem ko se domena Il, ki vsebuje zanko, premika in rotira.
Zanka, Ki je pokrita z regijo Pro112-Pro121 in vsebuje Cys115, je v odprti konformaciji na
povrsini in izpostavljena v okolico, pri zaprtju domen pa se skrije v prostor med
domenama in blizino aktivnega mesta encima. Nato sledi Se vezava fosfoenolpiruvata.
Mehanizem reakcije, ki jo encim katalizira, je adicija s sledeco eliminacijo, pri ¢emer
nastane nekovalentno vezan tetraedi¢ni intermediat fosfolaktoil-UDP-GICNAc. Pri samem
poteku reakcije imajo pomembno vlogo aminokislinski ostanki Cys115, Asp305 in Lys22.
Cys115 naj bi sprva imel vlogo kislinsko-bazi¢nega katalizatorja, vendar je po zdaj$njih
ugotovitvah pomemben zgolj za sprostitev produkta. Ostanek Asp305 sodeluje pri
deprotonizaciji tretje OH skupine UDP-GICNAC in pri deprotonizaciji tretjega C atoma
tetraediCnega intermediata, Ki ji sledi sprostitev fosfata. Lys22 pa sodeluje pri vezavi
fosfoenolpiruvata in spremembi konformacije encima, ki tako pridobi kataliti¢no aktivnost
(10, 13, 15).

10
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Domena |

Aktivno mesto

Pro 112-Pro121 zanka

Slika 5: A-odprta konformacija MurA, B-zaprta konformacija MurA; povzeto po (10)

MurA je prisoten tako pri G+ kot tudi pri G- bakterijah. Za G- bakterije je znacilno da
imajo le eno kopijo murA gena, medtem ko sta pri G+ prisotni 2 kopiji gena (MurA in
MurZ), ki sta si po kataliti¢nih lastnostih podobni. Encim MurA je izredno pomemben za
prezivetje celic, saj je inaktivacija gena za MurA v bakterijah E. coli, S. pneumoniae in S.
aureus zaradi izgube celi¢ne stene in spremembe osmotskega tlaka letalna (10, 13).

Zaradi slednjega in dejstva, da encim MurA ni prisoten v celicah sesalcev, le-ta predstavlja
odli¢no tar¢o za nacrtovanje in sintezo u€inkovin, ki bi njegovo delovanje zavirale in tako

zdravile okuzbe predvsem z G+ bakterijami.
1.5 ZAVIRALCI ENCIMA MURA

Najbolj poznan in klinicno Ze uporabljen zaviralec encima MurA je fosfomicin.
Fosfomicin je bil naprej izoliran iz sevov Streptomyces in deluje baktericidno tako proti
G+ kot tudi G- bakterijah. Uporablja se ga predvsem za zdravljenje infekcij urinarnega
trakta. Uporablja se ga tako peroralno kot intravenozno. Sinergisti¢no deluje v kombinaciji

z betalaktamskimi antibiotiki, aminoglikozidi in fluorokinoloni (13, 14, 16, 17).

0
CH
o, ))‘ 3
/P\
HO OH
Slika 6: Struktura fosfomicina; povzeto po (16)

Fosfomicin je strukturni analog fosfoenolpiruvata in deluje tako, da se kovalentno veze na
aminokislinski ostanek Cys115 v aktivnem mestu encima in ireverzibilno zavre njegovo
delovanje. Njegovo delovanje je ¢asovno odvisna in pospeseno, ¢e je Vv aktivnho mesto

vezan substrat encima — UDP-GIcNAC, ki je odgovoren za strukturno spremembo encima.

11
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Kompleks UDP-GIcNAc-MurA-fosfomicin se nahaja v zaprti konformaciji encima, kjer je
fosfomicin skrit v prostor med domenama (13, 14, 16, 17).

Bakterije Mycobacterium tuberculosis, Chlamydia trachomatis in Borrelia burgdorferi
imajo v aktivnem mestu namesto cisteinskega ostanka aspartatni ostanek. Ta zamenjava
ene same aminokisline ne vpliva na kataliticno delovanje encima, vodi pa v naravno
odpornost zgoraj omenjenih bakterij na fosfomicin. Rezistenca bakterij na fosfomicin se
lahko kaze tudi kot zmanjSan privzem fosfomicina v celico zaradi okvar genov, ki kodirajo
prenasalce. Fosfomicin namre¢ vstopa v celico z aktivnim transportom prek prenasalcev za
L-a-glicerofosfat (a-GP) in glukoza-6-fosfat (G6P). Poleg tega pa lahko pri bakterijah
odpornih na fosfomicin pride tudi do raznih modifikacij aktivnega mesta encima,
povecanega izrazanja encima ali encimskih sprememb samega fosfomicina. Navzkrizne
rezistence z drugimi antibiotiki fosfomicin nima, saj deluje na povsem drugo tarc¢o pri
sintezi peptidoglikana kot vec¢ina drugih antibiotikov (13, 14, 16, 17, 18).

Razvoj rezistence bakterij na fosfomicin kaze na potrebo po iskanju in sintezi novih
zaviralcev encima MurA, ki se bodo po delovanju in strukturi razlikovali od slednjega.
Nekaj novih, potencialnih zaviralcev encima MurA je bilo Ze odKkritih:

e Pirazolopirimidin in purinski analog zavirata delovanje encima v bakteriji E. coli in
S. aureus. Ti zaviralci naj bi se nekovalentno vezali v oz. v blizino aktivnega mesta
encima. Prisotnost UDP-GIcNAc zmanjsa ICsy vrednosti, kar pomeni, da je
sprememba konformacije encima klju¢na za delovanje teh spojin. Ugotovljeno pa
je bilo, da poleg sinteze peptidoglikana zavirajo tudi biosintezo DNA, RNA in
proteinov, kar doprinese k protibakterijskemu delovanju (13, 16).

e Dva derivata 5-sulfonoksi-antranilske kisline delujeta kot kompetitivha zaviralca
MurA. Z UDP-GIcNAc tekmujeta za vezavo v aktivno mesto in preprecujeta
konformacijsko spremembo encima iz odprte v zaprto strukturo, ki je nujna za
kataliticno aktivnost encima (13, 16).

e Seskviterpenska laktona cinicin in cinaropikrin sta se izkazala za ireverzibilna
zaviralca encima MurA iz bakterij E. coli in P. aeruginosa. Encim MurA katalizira
nastanek kovalentne vezi med zaviralcem in UDP-GIcNAc, kar vodi v nastanek
»samomorilskega zaviralca«, ki oponasa tetraedricen intermediat, ki nastane pri
reakciji, katero katalizira MurA. Ceprav je mehanizem zaviranja poznan, ne
moremo z vso gotovostjo trditi, da je protibakterijsko delovanje seksviterpenskih

laktonov posledica samo zaviranja encima MurA. Elektrofilne skupine zaviralcev
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lahko reagirajo s Stevilnimi nukleofili, ki se nahajajo v celici in tako izkazujejo
protibakterijsko delovanje (13, 16).

e 1-Tuliposide B in (+-) tulipaline B sta tudi potencialna zaviralca encima MurA iz E.
coli. Njihovo delovanje je ¢asovno odvisno in pogojeno z OH skupino v njihovi
strukturi. Tulipaline A in 1-tuliposide, ki nimata OH skupine, se nista izkazala za
zaviralca MurA. Mehanizem delovanja je podoben kot pri zgoraj opisanem cinicinu
— nastanek »samomorilskega zaviralca« (13, 16).

e Derivati nitrovinilfurana in bromonitrometana prav tako delujejo kot zaviralci
MurA in imajo Sirok spekter delovanja. Zaradi nespecifiénega delovanja in
interakcije s Stevilnimi drugimi proteini poleg encima MurA so nadaljnje raziskave
opustili (16).

e Terei¢na kislina je metabolit glive Aspergillus terreus in deluje kot kovalentni
zaviralec MurA iz Enterobacter cloacae in E. coli. Zaviranje encima je ¢asovno
odvisno in pogojeno s prisotnostjo substrata — UDP-GIcNAc, podobno kot je
znacCilno za fosfomicin. Kinonski obro¢ kisline se kovalentno veze na tiolno
skupino aminokislinskega ostanka Cys115. Za razliko od kompleksa MurA-
fosfomicin, pri katerem UDP-GIcNAc po vezavi fosfomicina ostane vezan v
aktivnem mestu, se po vezavi terei¢ne kisline na ostanek Cys115 UDP-GIcNAc
sprosti iz vezavnega mesta. Kompleks MurA-terei¢na kislina se nahaja v odprti
konformaciji, pri Kateri je terei¢na kislina »S$trli« v okolico. Kompleks MurA-
fosfomicin ostane v zaprti konformaciji s fosfomicinom skritim med domenama
encima. Ceprav imata terei¢na kislina in fosfomicin podobno jakost zaviranja
encima, terei¢na kislina izkazuje boljse protibakterijsko delovanje v primerjavi s
fosfomicinom. To je verjetno posledica tega, da encim MurA ni edina tarca
delovanja terei¢ne kisline (13, 16).

e Derivati 2-aminotetralona izkazujejo zaviranje MurA z E. coli, S. aureus z 1Cs
vrednostmi v mikromolarnem obmoc¢ju in MIC vrednostmi od 8 pg/ml do 128
ug/ml. Za zaviralno delovanje je odgovoren a-amino ketonski del, ki tvori
kovaletno oz. zelo mo¢no nekovaletno vez (13, 16).

e Benzotioksalonski derivati delujejo tako, da tvorijo kovaletno povezavo s Cys115
in ireverzibilno zavrejo delovanje encima (16).

e Zaviralci encima MurA iz Haemophilus influenzae ebselen, tiomerosal in tiram

delujejo tako, da se kovalento veZejo in preoblikujejo aminokislinski ostanek
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Cys177. Tako stabilizirajo odprto konformacijo encima in prepre€ijo vezavo
substrata UDP-GICNACc v aktivnho mesto. Ti zaviralci naj bi zavirali rast tudi G-
bakterij, kot so E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium v koncentracijah od 1-2
ug/ml (13, 16).

e Derivati s kinolinskim ali naftokinonskim skeletom prav tako zavirajo delovanje
MurA s tvorbo kovalentne vezi s cisteinskim ostankom. Ne izkazujejo pa
protibakterijskega delovanja (16).

Ceprav veéina od zgoraj omenjenih zaviralcev izkazuje signifikantno zaviranje encima
MurA, imajo le redki izmed njih tudi dobro protibakterijsko delovanje. Razlog za to je
verjetno slabo prehajanje teh zaviralcev skozi celiéno membrano, kar ima za posledico

nizko koncentracijo zaviralcev na samem mestu delovanja (13, 16).

0 9 Cl Br

H;C 0 Br O / NO,
o S =0 |
HO S /
HO S HO
L . . “ . nitrovinilfuran
(+-) tulipalin B terei¢na kislina benzotioksalon
P o]
O (\N
O o
56 0=s=0 0 /E\/
|

ebselen 0o N COOH

2-aminotetralon

Q NH
oo (ﬁo o=iro
N Cl OH
! 0

o}

HO

cinicin hidroksikinon derivat 5-sulfonoksi

antranilske kisline
Slika 7: Strukture zaviralcev MurA; povzeto po (15,16)

1.6 KINAZOLINONI

Kinazolinon je heterociklicna spojina z molekulsko formulo CgHgN2O. Obstajata dva
strukturna izomera: 2-(1H)kinazolinon in bolj pogosto zastopan, 4-(3H)kinazolinon. Okrog
150 izoliranih naravnih alkaloidov iz razli¢nih vrst rastlin, mikroorganizmov in Zivali ima
v svoji strukturi kinazolinonski sklet, kot na primer: sperlikin C, sclerotigenin, cirkumdatin
F, benzomalvin A. Kinazolinoni in njihovi razli¢no substituirani derivati so zanimivi zaradi

zelo raznolikih terapevtskih in farmakoloskih lastnosti. Znano je, da imajo protivirusno,
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protimikrobno,  protigliviéno,  protimalarijsko, protivnetno, antikonvulzivno,
antihipertenzivno in protirakavo delovanje. Delujejo pa tudi kot antihiperlipemiki,
antidiabetki, antihistaminiki, diuretiki, sedativi in analgetiki (19, 20, 21).

1.6.1 Primer protibakterijskega delovanja kinazolinonov

Znanih je kar nekaj derivatov kinazolin—4(3H)-ona, ki izkazujejo potencialno
protibakterijsko delovanje. Spodnji trije derivati izkazujejo protibakterijsko delovanje na

G+ bakterije (S. aureus in B. subtilis) in na G- bakterije (E. coli in P. aeroginosa) (19).

0 o] ’<o\
Br Cl Me—\
N =
N/\(\IN \©\)L /\K\\IN L ome 9
A b A
N 0
OMe

N

Me

v
O N/)w
Slika 8: Kinazolinonski derivati s protibakterijskim delovanjem; povzeto po (19)

Med derivati 2 aminobenzamida je 3-benzil-2-(4-klorofenil)-kinazolin-4(3H)-on izkazoval
najmocnejSe protibakterijsko delovanje z MIC vrednostmi 25.6 £ 0.5 ug/ml (S. aureus),
24.3 £ 0.4 pg/ml (B. subtilis), 30.1 + 0.6 pg/ml (P. aeruginosa) in 25.1 + 0.5 ug/ml (E.

coli).

Slika 9: Struktura 3-benzil-2-(4-klorofenil) kinazolin-4(3H)-ona; povzeto po (21)

Deloval naj bi kot zaviralec encima sortaze A in njegovo protibakterijsko delovanje je po
moci podobno Ze znani protibakterijski u¢inkovini streptomicinu. Izkazoval pa je tudi proti
gliviéno delovanje proti Aspergillus fumigatus, Saccharomyces cervevisiae, in Candida al
bicans (20, 21).
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2 NAMEN DELA

Namen magistrske naloge je sinteza in biokemi¢no vrednotenje kinazolinonskih derivatov
kot potencialnih zaviralcev encima MurA. Encimi Mur namre¢ predstavljajo eno izmed
validiranih tar¢, ki omogoca razvoj novih protibakterijskih u¢inkovin.

Postavili smo si naslednje cilje:

1. Sintetizirali bomo derivate s kinazolinonskim skeletom in opredelili njihovo
zaviralno delovanje. Na Fakulteti za farmacijo je bila s pomocjo virtualnega
reSetanja odkrita in sintetizirana spojina s kinazolinonskim skeletom, ki z
vrednostjo ICso = 82 uM izkazuje zaviralno delovanje na encim MurA iz sevov E.
coli. Sintetizirali bomo derivate te spojine in sicer tako, da bomo spreminjali
fragmente na mestu 2 in substituirali dusikov atom na mestu 3 kinazolinonskega

skeleta.

O OH
/\g/ /\'g
O (@)
NH /4\ NR,
N —
N/)\/N 7 N/)\R»]
Ho  ©



Diana Skok Sinteza in vrednotenje kinazolinonskih derivatov kot zaviralcev encima Mur A

2. Pri sintezi bomo izhajali iz antranilamida in razli¢nih aldehidov (aromatskih in
heteroaromatskih), iz katerih bomo po postopku aerobne oksidativne ciklizacije v
DMSO brez dodatka oksidantov pripravili veliko Stevilo derivatov 2-
substituiranega kinazolinona.

3. Poskusali bomo tudi substituirati duSikov atom na mestu 3 in pri tem ojacati
zaviralno delovanje.

4. Sintetiziranim potencialnim zaviralcem encima MurA bomo 2z izvedbo
biokemicnega testiranja dolo¢ili jakost zaviralnega delovanja, ICsp vrednosti za
aktivne spojine in minimlano inhibitorno koncentracijo (MIC).

5. Na podlagi rezultatov biokemicnega testiranja bomo pridobili pomembne

informacije o odnosu med strukturo in delovanjem sintetiziranih spojin.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila naslednjih
proizvajalcev: Sigma Aldrich, Acros Organics, Merk, Carlo Erba reagents, Gram-mol, J.T.
Baker, Maybridge.

Uporabljeni reagent: antranilamid, 4-difenilkarbaldehid, furan-2-karbaldehid, 5- bromo-
2-furaldehid, 4-fluorobenzaldehid, 3- klorobenzaldehid, 3,4—difluorobenzaldehid, 5-nitro-
2-furaldehid,  3-benziloksibenzaldehid,  4-(dietiloksimetil)benzaldehid,  5-metil-2-
furaldehid, 5-(1H-pirazol-5-il)-furaldehid, 5-hidroksimetil-2-furaldehid, 3-furaldehid,
cinamaldehid, 4-(piridin-4-il)benzaldehid, 5-fenil-2-furaldehid, 3-hidroksibenzaldehid, 4-
hidroksibenzaldehid, 1-(bromometil)-3-klorobenzen, 1-(bromometil)-4-metilbenzen, 1-
(klorometil)-4-fluorobenzen, 1-(bormometil)-4-(trifluorometil)benzen, 1-(klorometil)-4-
klorobenzen, 2-bormopropan, 2-bromoacetat, kalijev karbonat, kalijev jodid
Nevtralizacijska sredstva: 1 M natrijev hidroksid, 3 M klorovodikova kislina

SuSilna sredstva: natrijev sulfat, nasiCena raztopina natrijevega klorida.

Topila: precis¢ena voda, etilacetat, n-heksan, etanol, metanol, DMSO, aceton, DMF

Plini: argon

Ostala uporabljena laboratorijska oprema: tehtnica Mettler toledo PB403-S, magnetno
mesalo IKA RTC basic, rotavapor Buchi waterbath B-480, UV svetilka Lamag cabinet I1.

3.2 KROMATOGRAFSKE METODE

Tankoplastna kromatografija (TLC)

Tankoplastno kromatografijo smo uporabljali za spremljanje poteka reakcij, dolo¢anje
vsebine reakcijske zmesi in ugotavljanja Cistosti sintetiziranih spojin. Uporabili smo Merck
TLC plosce Silica Gel 60 GF254 z 0,20 mm debelim nanosom silikagela na aluminijastem
nosilcu z dodanim fluorescen¢nim indikatorjem. Kot mobilno fazo smo uporabljali
predvsem etilacetat in n-heksan v razli¢nih razmerjih, ki so navedena ob posamezni
spojini. Ker so reagenti in sintetizirane spojine vecinoma aromati z dobro konjugiranimi

sistemi, smo jih detektirali z uporabo UV svetlobe z valovnima dolzinama 254 in 366 nm.
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Kolonska kromatografija

S pomocjo kolonske kromatografije smo ocistili nekatere produkte. Uporabljali smo
steklene kolone razli¢nega premera. Kot stacionarno fazo smo uporabljali Silikagel 60
proizvajalca Merck-a z velikostjo delcev med 0,040 in 0,063 mm. Uporabljene mobilne
faze, ki so navedene pri posamezni spojini, so se razlikovale glede na lastnosti produkta in
njegovo zadrzevanje na stacionarni fazi.

Tekocinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC)

TekoCinsko kromatografijo visoke loc¢ljivosti smo uporabili za doloCanje Ccistosti
sintetiziranih spojin. Spojine smo analizirali na sistemu Agilent Technologies HP 1100,
opremljenim s kvarterno ¢rpalko in G1365B UV-VIS detektorjem ve¢ valovnih dolzin.

Kromatografski pogoji:

Kolona: Luna C18 column (4.6 x 250 Mobilna faza: 0.1 % TFA v vodi in
mm) acetonitril (ACN)

Temperatura sistema: 25 °C Gradient elucije:

Valovna dolzina: 220 in 254 nm 0 — 15 min: 20-90 % ACN;

Pretok:1 ml/min 15— 19 min: 90 % ACN;

Volumen injiciranja: 15 pL 19 — 20 min: 90-20 % ACN,

Post time: 6 min
3.3 SPEKTROSKOPSKE METODE

S spektroskopskimi metodami smo si pomagali pri dolo¢anju strukture in Cistosti
sintetiziranih spojin.

Masna spektroskopija

Masno spektroskopijo smo uporabili za natan¢no dolocitev molekulske mase. Analize so
bile opravljene na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani (Center za masno spektroskopijo) in
sicer na Q-TOF Primier spektrometru z ESI in HRMS tehniko.

Jedrska magnetna resonanca (NMR)

Za sintetizirane spojine smo posneli *H-NMR in **C-NMR spektre. Spektri smo posneli na
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani na Bruker Avance Il 400 MHz spektrometru. Kot
devterirana topila smo uporabili DMSO-dg in TFA, za interni standard pa smo uporabili
TMS. Analizo NMR spektrov smo opravili s programom MestRe-C. Reseni spektri so

zapisani pod analitiko posamezne spojine pri ¢emer smo kemijske premike (8) podajali v
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»parts per million« (ppm), sklopitvene konstante (J) pa v hertzih (Hz). Oznake signalov so
sledeCe: s za singlet, d za dublet, dd za dublet dubleta, ddd za dublet dublet dubleta, m za
multiplet, q za kvartet, t za triplet in td za triplet dubleta.

Infrardeca spektroskopija (IR)

IR spektre za spojine smo posneli na Thermo Nicolet FR-IR Nexus spektrometru.
Uporabili smo ATR tehniko.

3.4 DOLOCANIJE TEMPERATURE TALISCA SPOJIN

Temperature taliS¢ sintetiziranih spojin smo dolocali s Kofflerjevim mikroskopom Leica z

ogrevalno mizico. Vrednosti niso korigirane.
3.5 RISANJE IN POIMENOVANJE STRUKTUR

Za risanje in IUPAC poimenovanje struktur smo uporabljali ChemBioDraw Professional
16.00, proizvajalca Cambridge Soft. Sintezne postopke smo poiskali s pomocjo brskalnika

SciFinderja.
3.6 BIOKEMICNO TESTIRANIJE

Sintetiziranim spojinam smo dolo¢ili zaviralno delovanje na encimu MurA iz E. coli in S.
aureus. Encim MurA katalizira prenos enolpiruvata s fosfoenol piruvata na UDP-GIcNAC,
pri cemer nastane UDP-GICNAc-enolpiruvat in fosfat. Zaviralno delovanje spojin na encim
MurA ovrednotimo posredno s pomocjo reagenta Biomol Green®, s katerim detektiramo
nastali fosfat. Reagent Biomol Green® vsebuje barvilo malahitno zeleno in amonijev
molibdat. SproS€eni fosfat ob prisotnosti molibdata tvori kompleks z malahitno zelenim, ki
daje modro-zeleno barvo. Koli¢ino obarvanega kompleksa dolo¢amo spektrofotometri¢no
pri valovni dolzini 650 nm. Vec¢ kot je sprosc¢enega fosfata, bolj intenzivno je obarvanje in
manj je ucinkovita spojina, saj je mnozina spros¢enega fosfata sorazmerna aktivnosti
encima (22).

H3PO4 + 12H2 MOO4 _— PO4(MOO3 )123- + 12H20 + 3H+

fosfat molibdat fosfomolibdat

PO,(M003),,>" + 3MG" —— (MG);PO, (M0O5),,

fosfomolibdat  malahit zeleno obarvan kompleks
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V mikrotitrske ploS¢ice smo nanesli:

Spojino v DMSO (100 uM) 0,005 % Triton X114 (%)
Encim MurA 50 mM hepes pH 7,8;
100 uM PEP 1mMDTT

200 uM UDP-GIcNAc H20

V reakcijsko zmes smo dodali Triton X114, povrSinsko aktivno snov, z namenom
preprecitve lazno pozitivnih rezultatov. Hidrofobne molekule spojin bi se lahko v polarnem
okolju zdruzevale v skupke, se nespecificno vezale na encim in na ta nafin spremenile
njegovo konfiguracijo, kar bi povzrocilo lazno pozitivni rezultat. Pufru smo dodali
antioksidant DTT, ki §¢iti sam encim.

Reakcijsko zmes(50 ul) smo inkubirali 15 min na 37°C, nato pa smo dodali Se reagent
Biomol Green® (100 ul) in pustili razvijati barvo 5min. Po 5-ih minutah smo izmerili
absorbanco pri valovni dolzini 650 nm.

Rezultate testiranja za posamezne spojine podamo kot rezidualno aktivnost (RA) v
odstotkih, ki jo izratunamo tako, da aktivnost encima ob prisotnosti testirane spojine
delimo z aktivnostjo encima brez prisotnosti spojine z zaviralnim delovanjem, pri ¢emer
smo predhodno od aktivnosti encima odsteli ozadje (spojina v DMSO, v primeru aktivnosti
encima ob prisotnosti spojine), kontrola substrata (fosfoenolpiruvat-PEP), Triton X-114,
HEPES ter vodo). Spojinam, ki so imele RA vrednost nizjo od 50 %, smo dolocili e

vrednosti ICso. To je koncentracija spojine, pri kateri je rezidualna aktivnost 50 %.

3.7 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANIJE

Spojinam smo dolocili minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) za E. coli in S. aures.
MIC je najnizja koncentracija spojine, ki po izpostavljenosti 18 — 24h Se prepreci rast
bakterij. Dolocitve MIC je izvedla asist. Kaja Rozman, mag. farm.

MIC smo dolocili tako, da smo pripravili razlicne koncentracije spojin: 4, 2, 1, 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625, 0.03125 mg/ml v DMSO-ju in jih nanesli na mikrotitrsko plos¢ico ter jim
dodali bakterijski sev v ustreznem mediju (pri E. coli in S. aureus je to LB Broth). Po
dodatku bakterijskega seva v mediju so konéne koncentracije spojin znasale: 128, 64, 32,
16, 8, 4, 2 in 1 ug/ml. Plos¢ice smo pokrili in inkubirali ¢ez no¢ (18 — 24h) ter jim pomerili
opti¢no gostoto (OD) pri 600 nm. Vrednosti MIC smo doloc¢ili na podlagi primerjave s
pozitivno kontrolo (tetraciklin koncentracije 10 ug/ml) in negativno kontrolo (DMSO).
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4 EKSPERIMENTALNO DELO

4.1 SINTEZAETROV (SPOJINE L, 2,4,5IN6)

3-((3-klorobenzil)-oksi)benzaldehid (1)
1. Aceton

5 2. K,CO,
cl 3.KI Q
y OH , Br . 0 N
4h, 50°C

1
4-((3-klorobenzil)-oksi)benzaldehid (2)
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3-((4-(trifluorometil)benzil)oksi)benzaldehid (5)

Br
H OH 4 /\Q
CFs

1. Aceton
2. K,CO4

3.KI

4-((4-klorobenzil)oksi)benzaldehid (6)

H +
oH Cl 4n,50°C
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H
4h, 50°C )K©/

5
1. Aceton
2. K,CO,

6

Aldehid (3 mmol) smo raztopili v acetonu (8 ml) in dodali kalijev karbonat (456 mg, 3,3

mmol), benzil halid (1 ekv., 3 mmol) in za konico spatule kalijevega jodida. Aldehidi in

benzil haildi, ki smo jih uporabili pri sintezah spojin so podani v spodnji tabeli.

Preglednica I: Prikaz uporabljenih aldehidov in benzil halidov

Sintetizirana Aldehid Benzil halid
spojina

1 3-hidroksibenzaldehid | 1-(bormometil)-3-klorobenzen

2 4-hidroksibenzaldehid | 1-(bormometil)-3-klorobenzen

3 3-hidroksibenzaldehid | 1-(bormometil)-4-metilbenzen

4 3-hidroksibenzaldehid | 1-(klorometil)-4-fluorobenzen

5 3-hidroksibenzaldehid | 1-(bormometil)-4-(trifluorometil)benzen
6 4-hidroksibenzaldehid | 1-(klorometil)-4-klorobenzen

Reakcijsko zmes smo segrevali 4 ure pri 50 °C. Po 4-ih urah smo s TLC-jem preverili, ¢e

je reakcija potekla. Ce so bili vidni $e izhodni reagenti, smo reakcijo pustili te¢i, dokler ni

potekla v celoti. Po konc¢ani reakciji smo topilo odparili pod znizanim tlakom, ostanku pa

dodali 50 ml etilacetata in 30 ml vode. Organsko fazo smo nato sprali z nasi¢eno raztopino
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natrijevega klorida ter jo posusili z natrijevim sulfatom. SuSilno sredstvo smo odfiltrirali,
topilo pa odparili pod znizanim tlakom. Pri spojini 6 Smo organsko fazo prehodno spirali
Se z 1 M natrijevim hidroksidom. Pri produktih 2 in 4 je bil prisoten $e izhodni aldehid,
zato smo ju oCistili s kolonsko kromatografijo. Uporabili smo sledece mobilne faze:

o 2 (MF: etilacetat/heksan = 1/4)

o 4 (MF: etilacetat/heksan = 1/2)

4.2 SINTEZA 2-SUBSTITUIRANIH KINAZOLINONOV

0 0
0 DMSO, 100°C
NH, + NH
A Iy
NH, N R

V 25 ml bucko smo dali antranilamid (136,15 mg, 1 mmol) in aldehid. Uporabljeni

aldehidi in njihova koli¢ina so podani v spodnji tabeli.

Preglednica I1: Prikaz uporabljenih aldehidov pri sintezi 2-substituiranih kinazolinonov

Spojina | Aldehid Koli¢ina
7 4-difenilkarbaldehid 182 mg (1 mmol)
8 furan-2-karbaldehid 84 uL (1 mmol)
9 5- bromo-2-furaldehid 175 mg (1 mmol)
10 3-((3-klorobenzil)oksi)benzaldehid 260 mg (1 mmol)
11 4-((3-klorobenzil)oksi)benzaldehid 271 mg (1,1 mmol)
12 3-((4-metilbenzil)oksi)benzaldehid 260 mg (1,25mmol)
13 4- fluorobenzaldehid 116 pL (1,1 mmol)
14 3- klorobenzaldehid 155 mg (1,1 mmol)
15 3, 4—difluorobenzaldehid 121 pL (1,1 mmol)
16 5-nitro-2-furaldehid 155 mg (1,1 mmol)
17 5-nitro-2-furaldehid 155 mg (1,1 mmol)
18 3-benziloksibenzaldehid 233 mg (1,1 mmol)
19 4- (dietiloksimetil)benzaldehid 219 pL (1,1 mmol)
20 5-metil-2-furaldehid 100 pL (1 mmol)
21 5-(1H- pirazol-5-il)furaldehid 162 mg (1 mmol)
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22 3-((4-fluorobenzil)oksi)benzaldehid 253 mg (1,2mmol)
23 3-((4-(trifluorometil)benzil)oksi)benzaldehid | 308 mg (1,1mmol)
24 5-hidroksimetil-2-furaldehid 126 mg (1 mmol)
25 3-furaldehid 87 uL (1 mmol)
26 4-((4-klorobenzil)oksi)benzaldehid 299 mg (1,2mmol)
27 Cinamaldehid 126 pL (1 mmol)
28 4-(piridin-4-il)benzaldehid 183 mg (1 mmol)

Reagentoma smo dodali 5 ml DMSO. Reakcijsko zmes smo nato segrevali pri 100 °C ¢ez
no¢. Drugi dan smo s TLC-jem preverili, ¢e je reakcija v celoti potekla, nato smo
reakcijsko zmes zlili v 50 ml hladne vode. Oborino, ki je pri tem nastala, smo odfiltrirali s
presesavanjem. Produkt smo ocistili s prekristalizacijo iz etanola 0z. metanola (spojina 8).
Spojine 13, 15, 16 in 26 je bilo potrebno $e dodatno ocistiti s kolonsko kromatografijo.

Pri spojini 13 smo cisCenje zaceli z mobilno fazo etilacetat’/heksan = 1/2, nato pa smo
zmanjSali delez heksana in uporabili etilacetat/heksan= 1/1. Za izolacijo spojin 15 in 26
smo kot mobilno fazo uporabili etilacetat/heksan= 1/1.

antranilamidom in 5-nitro-2-furaldehidom smo na TLC-ju opazili dve lisi, zgornja je
pripadala Zeleni spojini 16, spodnja lisa pa je bil neoksidiran produkt 17. O¢istiti in
izolirati smo Zeleli obe spojini. Reakcijo smo ponovili in produkta iz vode izolirali z
ekstrakcijo z etilacetatom. Po ekstrakciji smo organsko fazo sprali z nasi¢eno raztopino
natrijevega klorida ter jo posusili z natrijevim sulfatom. SuSilno sredstvo smo odfiltrirali,
topilo pa odparili pod znizanim tlakom. Za ¢iS€enje smo uporabili kolonsko kromatografijo
z razli¢nimi mobilnimi fazami. Zaceli smo z etilacetat/heksan= 1/1, pri kateri smo izolirali
spojino 16, nato pa smo polarnost mobilne faze postopoma povecevali na
etilacetat/heksan= 2/1, etilacetat/heksan= 3/1 in na koncu uporabili mobilno fazo

etilacetat/metanol= 10/1, saj je spojina 17 bolj polarna.
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Spojina?
2-((1,1-bifenil )-4-il)kinazolin-4(3H)-on
0
(;ﬁ‘\NH
T
C
Izgled: bela trdna snov Izkoristek reakcije: 78 %
Molekulska formula: CyH14N20 Rf (mobilna faza): 0,52 (etilacetat/heksan =
1/1)
Molekulska masa: 298,338 g/mol Talis¢e: 268-271 °C
TH NMR 7,42-7,61 (m, 4H, Ar-H), 7,71-7,95 (m, 6H, Ar-H), 8,11-8,38
(400 MHz, DMSO-dg) | (m, 3H, Ar-H), 12,59 (s, 1H, NH)
8 (ppm)
BC NMR 120,30; 121,96; 123,76; 129,41; 130,52; 131,14; 131,26;
(100 MHz, TFA) 131,41; 131,90; 133,26; 139,88; 140,24, 141,16; 153,43;
6 (ppm) 159,86; 164,12
ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 299, 1184 [M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 299, 1182
IR (ATR) 3029, 1664, 1596, 1578, 1482, 1444, 1303, 1287, 940, 849,
765, 735, 696, 684, 652, 621, 555, 545, 534, 509 cm™
HPLC tr = 11,357 min (99,4 % Cistost)
Spojina 8
2-(furan-2-il)kinazolin-4(3H)-on
0
@NH
NT \ O/
Izgled: rjavi kristali Izkoristek reakcije: 32 %
Molekulska formula: C1,HgN,O; Rf (MF): 0,26 (etilacetat/heksan = 1/1)
Molekulska masa: 212,059 g/mol Talis¢e: 155-158 °C
'HNMR 6,76 (g, 1H, J = 1,8 Hz, Ar-H), 7,50 (ddd, 1H, J; = 7,9 Hz, J,
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(400 MHz, DMSO-dg)
o (ppm)

=7,0Hz, Js = 1,0 Hz, Ar-H), 7,64 (d, 1H, J = 3,4 Hz, Ar-H),
7,70 (d, 1H, J = 7,6 Hz, Ar-H), 7,82 (td, 1H, J; = 7,7 Hz, J, =
1,6 Hz, Ar-H), 8,01 (d, 1H, J = 1,4 Hz, Ar-H), 8,13 (dd, 1H,
J1=79Hz, J = 1,3 Hz, Ar-H), 12,52 (s, 1H, NH)

BCNMR 112,49; 114,47; 121,12; 125,90; 126,45; 127,22; 134,62;

(100 MHz, DMSO-dg) | 143,97; 146,07, 146,58; 148,63; 161,54

3 (ppm)

ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 213,0664 [M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 213,0670

IR (ATR) 3122, 3025, 1659, 1601, 1621, 1552, 1501, 1458, 1448, 1311,
1241, 964, 900, 883, 770, 755, 685, 623, 594, 552, 529, 505
cm ™t

HPLC tr = 6,050 min (99,7 % Cistost)

Spojina 9

2-(5-bromofuran-2-il)kinazolin-4(3H)-on

o)

(:ﬁLNH
~
\ 0

\/Br

Izgled: svetlo rjavi kristali

Izkoristek reakcije: 44 %

Molekulska formula: C1,H;BrN-,O,

Rf (MF): 0,57 (etilacetat/heksan = 1/1)

Molekulska masa: 289,969 g/mol

Talisc¢e: 249-254 °C

'H NMR
(400 MHz, DMSO-dg)

d (ppm)

6,88 (d, 1H, J = 3,6 Hz, Ar-H), 7,47-7,53 (m, 1H, Ar-H), 7,66
(d, 1H, J = 3,6 Hz, Ar-H), 7,70-7,74 (m, 1H, Ar-H), 7,79-7,84
(m, 1H, Ar-H), 8,11 (dd, 1H, J; = 7,9 Hz, J, = 0,8 Hz, Ar-H),
12,54 (s, 1H, NH)

BC NMR 114,56; 116,83; 121,19; 125,90; 126,34; 126,67; 127,30;
(100 MHz, DMSO-dg) | 134,67, 142,95, 147,83; 148,41, 161,44
o (ppm)
ESI- HRMS izraGunana vrednost (m/z): 290, 9769[M~+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 290, 9763
IR (ATR) 3100, 3014, 2891, 1651, 1621, 1602, 1553, 1501, 1456, 1344,
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1223, 1038, 975, 905, 855, 776, 558, 505 cm™
HPLC tr = 8,337 min (95,4% cCistost)

2-(3-((3-klorobenzil)oksi)fenil)kinazolin-4(3H)-on

Spojina 10

Izgled: bela trdna snov

Izkoristek reakcije: 74 %

Molekulska formula: C;1H;15CIN,O; Rf (MF): 0,52 (etilacetat/heksan = 1/1)

Molekulska masa: 362,809 g/mol Talis¢e: 215-218 °C

'HNMR
(400 MHz, DMSO-dg)

d (ppm)

5,25 (s, 2H, CH,), 7,24 (ddd, 1H, J; = 8,0 Hz, J, = 2,6 Hz, J
= 0,6 Hz, Ar-H), 7,40-7,58 (m, 6H, Ar-H), 7,74-7,76 (m, 1H,
Ar-H), 7,81-7,88 (m, 3H, Ar-H), 8,16 (dd, 1H, J; = 8,0 Hz, J
= 1,2 Hz, Ar-H), 12,55 (s, 1H, NH)

BC NMR 68,52; 113,64; 118,21; 120,49; 120,98; 125,85; 126,23;
(100 MHz, DMSO-dg) | 126,67, 127,35; 127,44; 127,81; 129,85; 130,41, 133,12;
6 (ppm) 134,02; 134,63; 135,48; 136,42; 139,44; 158,21; 162,24
ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 363,0900[M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 363,0905
IR (ATR) 3044, 1672, 1612, 1582, 1471, 1311, 1249, 1219, 1032, 867,
850, 767, 721, 681, 535, 522 cm™
HPLC tr =12,670 min (96,1 % Cistost)

2-(4-((3-klorobenzil)oksi)fenil)kinazolin-4(3H)-on

Spojina 11

0]

Izgled: bela trdna snov

Izkoristek reakcije: 67 %
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Molekulska formula: C,1H15CIN,O,

Rf (MF): 0,43 (etilacetat/heksan = 1/1)

Molekulska masa: 362,809 g/mol

Talis¢e: 237-239 °C

IHNMR
(400 MHz, DMSO-dg)
o (ppm)

5,24 (s, 2H, CH,), 7,18 (d, 2H, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,43-7,56

(m, 5H, Ar-H), 7,70 (d, 1H, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,82 (t, 1H, J
= 7,0 Hz, Ar-H), 8,14 (d, 1H, J = 7,7 Hz, Ar-H), 8,20 (d, 2H,
J=8,5Hz, Ar-H), 12,43 (s, 1H, NH)

BC NMR 68,42; 114,80; 118,20; 120,67; 125,08; 125,80; 126,08;

(100 MHz, DMSO-dg) | 126,16; 127,18; 127,29; 127,77, 128,60; 129,37, 130,42;

6 (ppm) 133,02; 134,55; 139,23; 148,78, 151,77; 160,63; 162,16

ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 363,0900[M+H]
izmerjena vrednost (m/z): 363,0906

IR (ATR) 3067, 1667, 1605, 1562, 1524, 1486, 1291, 1250, 1226, 1190,
1034, 941, 834, 767, 703, 680, 623 cm™

HPLC tr = 11,887 min ( 95,8 % Cistost)

Spojina 12

2-(3-((4-metillbenzil)oksi)fenil)kinazolin-4(3H)-on

Izgled: bela trdna snov

Izkoristek reakcije: 66 %

Molekulska formula: C5,H1gN,O>

Rf (MF): 0,50 (etilacetat/heksan = 1/1)

Molekulska masa: 342,391 g/mol

Talisc¢e: 193-195 °C

'H NMR
(400 MHz, DMSO-dg)

d (ppm)

2,31 (s, 3H, CH3), 5,17 (s, 2H, CH,), 7,21 (d, 3H, J = 6,9 Hz),
7,38 (d, 2H, J = 7,2 Hz, Ar-H), 7,45 (t, 1H, J = 7,4 Hz, Ar-
H), 7,53 (t, 1H, J = 7,4 Hz, Ar-H), 7,74-7,85 (m, 4H, Ar-H),
8,16 (d, 1H, J = 7,5 Hz, Ar-H), 12,54 (s, 1H, NH)

BC NMR 20,66; 69,27; 113,47; 118,25; 120,24; 121,00; 125,83; 126,64;
(100 MHz, DMSO-dg) | 127,53; 127,85; 129,00; 129,76; 133,77; 133,95; 134,62;

3 (ppm) 137,15; 148,63; 151,92; 158,37; 162,10

ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 343,1447 [M+H] "

29




Diana Skok Sinteza in vrednotenje kinazolinonskih derivatov kot zaviralcev encima Mur A
izmerjena vrednost (m/z): 343,1445

IR (ATR) 3030, 2918, 2875, 1670, 1611, 1585, 1562, 1470, 1310, 1266,
1250, 1222, 1214, 1028, 1040, 905, 851, 800, 768, 721, 683,
635, 540 cm™

HPLC tr = 12,450 min (99,1 % cistost)

Spojina 13
2-(4-fluorofenil)kinazolin-4(3H)-on

0]

Izgled: beli iglicasti kristali

Izkoristek reakcije: 56 %

Molekulska formula: C14HgFN,O

Rf (MF): 0,45 (etilacetat/heksan = 1/1)

Molekulska masa: 240,232 g/mol

Talisc¢e: 281 °C

'HNMR 7,38-7,49 (m, 2H, Ar-H), 7,50-7,59 (m, 1H, Ar-H), 7,71-7,91
(400 MHz, DMSO-dg) | (m, 2H, Ar-H), 8,13-8,21 (m, 1H, Ar-H), 8,23-8,33 (m, 2H,
6 (ppm) Ar-H), 12,58 (s, 1H, NH)
BC NMR 115,61 (d, Jcr = 22,34 Hz); 120,86; 125,82; 126,60; 127,44;
(100 MHz, DMSO-dg) | 129,20; 130,35 (d, Jcr = 9,0 Hz); 134,63; 148,62; 151,33;
6 (ppm) 162,22; 163,98 (d, Jcr = 250,2 Hz)
ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 21,0777 [M+H] *
izmerjena vrednost (m/z): 241,0778
IR (ATR) 3171, 3047, 1660, 1601, 1581, 1483, 1470, 1288, 1232, 1166,
939, 839, 809, 764, 734, 685, 633, 613, 572, 542, 519 cm™
HPLC tr = 8,240 min (99,8 % cistost)
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Spojina 14
2-(4-klorofenil)kinazolin-4(3H)-on
0
d‘\NH
N/)\©\
of
Izgled: bela trdna snov Izkoristek reakcije: 59 %
Molekulska formula: C14HeCIN,O Rf (MF): 0,51 (etilacetat/heksan = 1/1)
Molekulska masa: 256,687 g/mol Talis¢e: 310-313 °C
TH NMR 7,54 (t, 1H, J = 7,3 Hz, Ar-H), 7,63 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ar-
(400 MHz, DMSO-dg) | H), 7,75 (d, 1H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,85 (t, 1H, J = 7,5 Hz,
6 (ppm) Ar-H), 8,16 (d, 1H, J = 7,8 Hz, Ar-H), 8,20 (d, 2H, J=8,5
Hz, Ar-H), 12,62 (s, 1H, NH)
BC NMR 120,95; 125,85; 126,77; 127,49; 128,67; 129,60; 131,51;
(100 MHz, DMSO-ds) | 134,67; 136,27; 148,53; 151,32; 162,17
8 (ppm)
ESI- HRMS izraGunana vrednost (m/z): 257,0482 [M+H] "
izmerjena vrednost (m/z): 257,0485
IR (ATR) 3052, 1671, 1599, 1557, 1477, 1443, 1281, 1094, 938, 841,
826, 761, 722, 683, 623, 555, 538, 505 cm™
HPLC tr = 9,717 min (99,7 % Cistost)
Spojina 15
2-(3,4-difluorofenil)kinazolin-4(3H)-on
o)
dLNH
N/)\@F
=
Izgled: beli iglicasti kristali Izkoristek reakcije: 12 %
Molekulska formula: C14HgF,N,O Rf (MF): 0,46 (etilacetat/heksan = 1/1)
Molekulska masa: 258,223 g/mol Talisce: 270-275 °C
H NMR 7,55 (ddd, 1H, J; = 1,2 Hz, J, = 7,2 Hz, J; = 8,1 Hz, Ar-H),
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(400 MHz, DMSO-dg)
o (ppm)

7,65 (td, 1H, J; = 10,5 Hz, J, = 8,5 Hz, Ar-H), 7,75-7,78
(m,1H, Ar-H), 7,84-7,88 (m, 1H, Ar-H), 8,08-8,12 (m, 1H,
Ar-H), 8,16 (dd, 1H, J; = 7,9 Hz, J, = 1,1 Hz, Ar-H), 8,25
(ddd, 1H, J; = 12,0 Hz, J, = 7,8 Hz, J; = 2,2 Hz, Ar-H),
12,61 (s, 1H, NH)

BC NMR
(100 MHz, DMSO-dg)

3 (ppm)

117,12 (d, Jor = 19,5 Hz); 117,92 (d, Jcr = 17,7 Hz); 120,96;
125,25 (dd, Jor = 3,3 Hz, Jcr = 7,2 Hz); 125,90; 126,94;
127,49; 130,31(dd, Jor = 2,3 Hz, Jcr = 6,1 Hz); 134,75;
148,37; 149,33(dd, 1H, Jc r = 23,4 Hz, JoF = 235,1 Hz);
150,47; 155,12(m); 162,29

ESI- HRMS izraGunana vrednost (m/z): 259,0683 [M+H] "
izmerjena vrednost (m/z): 259,0678

IR (ATR) 3056, 2962, 2918, 2893, 1676, 1608, 1598, 1524, 1495, 1452,
1323, 1271, 1260, 1189, 1106, 979, 871, 769, 723, 691, 643,
575,523 cm™

HPLC tr = 9,530 min (99,8 % Cistost)

Spojina 16

2-(5-nitrofuran-2-il)kinazolin-4(3H)-on

]

Ej‘\NH
N

| )—NO,

Izgled: rumena trdna snov

Izkoristek reakcije: 0,7 %

Molekulska formula: C1,H7N304

Rf (MF): 0,36 (etilacetat/heksan = 2/1)

Molekulska masa: 257,202 g/mol

Talisc¢e: 310 °C

'H NMR
(400 MHz, DMSO-dg)

d (ppm)

7,60 (ddd, 1H, J; = 8,1 Hz, J, = 7,0 Hz, J; = 1,3 Hz, Ar-H),
7,83 (dd, 1H, J; = 8,2 Hz, J, = 0,8 Hz, Ar-H), 7,87-7,91 (m,
3H, Ar-H), 8,17 (dd, 1H, J, = 7,9 Hz, J, = 1,0 Hz, Ar-H),
12,94 (s, 1H, NH)

BC NMR
(100 MHz, DMSO-dg)

o (ppm)

113,92; 116,33; 121,72; 125,98; 127,80; 134,92; 142,45;
147,20; 147,91; 152,41, 161,42
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ESI- HRMS izraGunana vrednost (m/z): 258,0515 [M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 258,0514
IR (ATR) 3096, 2925,2858, 1686, 1536, 1474, 1391, 1350, 1337, 1289,
1248, 1027, 907, 807, 773, 738, 631, 563 cm™
HPLC tr = 7,693 min (95,2 % Cistost)
Spojina 17
2-(5-nitrofuran-2-il)-2,3-dihidrokinazolin-4(1H)-on
o)
(:fj\NH
Nl O/ NO,
Izgled: rumena trdna snov Izkoristek reakcije: 3,8 %
Molekulska formula: C1,HgN304 Rf (MF): 0,20 (etilacetat/heksan = 2/1)
Molekulska masa: 259,221 g/mol Talis¢e: 240 °C
'HNMR 5,91-5,93 (t, 1H, CH), 6,60 (dd, 1H, J; = 3,8 Hz, J, = 0,7 Hz,
(400 MHz, DMSO-dg) | Ar-H), 6,70-6,74 (m, 1H, Ar-H), 6,81 (d, 1H, J = 8,1 Hz,
é (ppm) NH), 7,28 (ddd, 1H, J; = 8,3Hz, J, = 7,3 Hz, J3 = 1,6 Hz, Ar-
H), 7,51 (s, 1H, Ar-H), 7,59-7,63 (m, 2H, Ar-H), 8,69 (d, 1H,
J=3,4 Hz, NH)
BC NMR 59,79; 111,22; 113,72; 114,77; 114,90; 117,88; 127,41,
(MHz, DMSO-ds) 133,62; 146,46; 151,11; 158,60; 162,84
3 (ppm)
ESI- HRMS Izragunana vrednost (m/z): 260,067 1[M+H]"
Izmerjena vrednost (m/z): 260,0671
Spojina 18
2-(3-(benziloksi)fenil)kinazolin-4(3H)-on
o)
SN
N/)\©/O
Izgled: bela trdna snov Izkoristek reakcije: 35 %
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Molekulska formula: C;1H16N20- Rf (MF): 0,52 (etilacetat/heksan = 1/1)
Molekulska masa: 328,364 g/mol Talis¢e: 205-206 °C
H NMR 5,23 (s, 2H, CHy), 7,23 (dd, 1H, J; = 8,2 Hz, J, = 1,9 Hz, Ar-
(400 MHz, DMSO-d¢) | H), 7,33-7,38 (m, 1H, Ar-H), 7,40-7,56 (m, 6H, Ar-H), 7,75
5 (ppm) (d, 1H, J =7,9 Hz, Ar-H), 7,81-7,89 (m, 3H, Ar-H), 8,17 (dd,
1H, J; =79 Hz, J, = 1,1 Hz, Ar-H), 12,56 (s, 1H, NH)
BC NMR 69,43; 113,52; 118,20; 120,27; 120,97; 125,80; 126,61;
(100 MHz, DMSO-dg) | 127,49; 127,72; 127,87; 128,43; 129,75; 133,94; 134,59;
6 (ppm) 136,79; 148,59; 151,87; 158,42; 162,16
ESI- HRMS izraGunana vrednost (m/z): 329,1290 [M+H] "
izmerjena vrednost (m/z): 329,1293
IR (ATR) 3197, 1660, 1575, 1561, 1289, 1243, 1226, 1024, 901, 862,
804, 772, 747, 723, 700, 676, 623, 538, 521 cm™
HPLC tr =11,573 min (97,1 % Cistost)
Spojina 19

4-(4-okso-3,4-dihidrokinazolin-2-il )benzaldehid

0]

(:ﬁLNH
N
H
o]
Izgled: bela trdna snov Izkoristek reakcije: 73 %
Molekulska formula: C15H;0N20, Rf (MF): 0,20 (etilacetat/heksan = 1/1)
Molekulska masa: 250,252 g/mol Talis¢e: Nad 300 °C
'H NMR 7,56 (t, 1H, J=7,2 Hz, Ar-H), 7,76-7,79 (m, 1H, Ar-H), 7,84-
(400 MHz, DMSO-dg) | 7,89 (m, 1H, Ar-H), 8,06 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar-H), 8,17 (d,
3 (ppm) 1H, J = 7,9 Hz, Ar-H), 8,37 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar-H), 10,11
(s, 1H, CHO), 12,73 (s, 1H, NH)
BC NMR 121,13; 125,85; 127,08; 127,67; 127,88; 128,50; 129,46;
(100 MHz, DMSO-dg) | 134,68; 137,65; 148,42; 151,37; 162,06; 192,83
o (ppm)
ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 251,0821 [M+H]"
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izmerjena vrednost (m/z): 251,0824

HPLC tr = 7,633 min (95,0 % cistost)
Spojina 20
2-(5-metilfuran-2-il)kinazolin-4(3H)-on
0
(:ﬁ‘\NH
Nig \ O/
Izgled: rumena trdna snov Izkoristek reakcije: 14 %
Molekulska formula: C13H;0N20, Rf (MF): 0,35 (etilacetat/heksan = 2/1)
Molekulska masa: 226,231 g/mol Talis¢e: 195-206°C
'HNMR 2,41 (s, 3H, CHa), 6,38 (dd, 1H, J; = 3,4 Hz, J, = 0,9 Hz, Ar-
(400 MHz, DMSO-dg) | H), 7,47 (ddd, 1H, J; =8,1 Hz, J, = 7,2 Hz, J3 = 1,1 Hz, Ar-
6 (ppm) H), 7,55 (d, 1H, J = 3,4 Hz, Ar-H), 7,67-7,70 (m, 1H, Ar-H),
7,80 (ddd, 1H, J; =8,5Hz, J, = 7,1 Hz, J3 = 1,6 Hz, Ar-H),
8,10 (dd, 1H, J; = 7,9 Hz, J, = 1,2 Hz, Ar-H), 12,38 (s, 1H,
NH)
BC NMR 13,59; 109,02; 115,93; 120,95; 125,94; 126,27; 127,15;
(100 MHz, DMSO-ds) | 134,69; 143,98; 144,42; 148,82; 156,26; 161,66
d (ppm)
ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 227,0821 [M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 227,0826
IR (ATR) 3117, 2960, 2923, 1653, 1626, 1604, 1580, 1563, 1528, 1466,
1450, 1346, 1316, 1247, 1045, 1000, 871, 852, 839, 802, 772,
785, 723, 621, 553, cm™
HPLC tr = 6,610 min (98,6 % Cistost)
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Spojina 21
2-(5-(1H-pirazol-3-il)furan-2-il)kinazolin-4(3H)-on

0]

©\)‘\NH
Izgled: rjava trdna snov Izkoristek reakcije: 31 %
Molekulska formula: C15H10N4O- Rf (MF): 0,15 (etilacetat/heksan = 3/1)
Molekulska masa: 278,266 g/mol Talis¢e: 190-193 °C
TH NMR 6,85 (d, 1H, J = 1,2 Hz, Ar-H), 6,95 (t, 1H, J = 2,1 Hz, Ar-
(400 MHz, DMSO-dg) | H), 7,49 (t, 1H, J = 7,4 Hz, Ar-H), 7,68 (d, 1H, J = 2,2 Hz,
o (ppm) Ar-H), 7,72 (d, 1H, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,82 (ddd, 1H, J; =

8,4 Hz, J, = 7,2 Hz, J3 = 1,5 Hz, Ar-H), 7,88 (s, 1H, Ar-H),
8,13 (dd, 1H, J = 7,3 Hz, Ar-H), 12,55 (s, 1H, NH), 13,20 (s,

1H,NH)
BC NMR 103,00; 107,57; 116,33; 120,98; 125,92; 126,27; 127,08;
(100 MHz, DMSO-ds) | 129,83; 134,62; 141,98; 143,86; 144,64, 148,65; 152,39;
6 (ppm) 161,46
ESI- HRMS izraCunana vrednost (m/z): 277,0726 [M-H]
izmerjena vrednost (m/z): 277,0734
IR (ATR) 3108, 1677, 1659, 1594, 1467, 1413, 1021, 910, 838, 805,
766, 684, 627, 601, 555, 529, 508 cm™
HPLC tr = 7,037 min (95,6 % Cistost)
Spojina 22
2-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)kinazolin-4(3H)-on
o]
CLX o
N/)\©/O
Izgled: bela trdna snov Izkoristek reakcije: 81 %
Molekulska formula: C,;H15FN,O, Rf (MF): 0,52 (etilacetat/heksan = 2/1)
Molekulska masa: 346,354 g/mol Talisce: 205-208 °C
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'H NMR
(400 MHz, DMSO-de)

o (ppm)

5,20 (s, 2H, CHy), 7,21-7,27 (m, 3H, Ar-H), 7,47 (t, 1H, J =
8,0 Hz, Ar-H), 7,51-7,57 (m, 3H, Ar-H), 7,74-7,77 (m, 1H,
Ar-H), 7,81-7,87 (m, 3H, Ar-H), 8,16 (dd, 1H, J; = 7,9 Hz, J;
= 1,1 Hz, Ar-H), 12,55 (s, 1H, NH)

BC NMR
(100 MHz, DMSO-dg)

o (ppm)

68,72; 113,51, 115,27 (d, Jc ¢ = 21,4 Hz); 118,20; 120,33;
120,97; 125,79; 126,58; 127,49; 129,74; 130,01 (d, Jcr = 8.4
Hz); 133,05 (d, Jc r = 3,0 Hz); 133,95; 134,56; 148,59;
151,83; 158,32; 161,76 (d, Jcr = 243,8 Hz), 162,16

ESI- HRMS izraGunana vrednost (m/z): 347,1196[M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 347,1200
IR (ATR) 3046, 1656, 1605, 1576, 1562, 1513, 1470, 1248, 1226, 1211,
1158, 1025, 862, 820, 804, 766, 720, 682, 538, 523, cm™
HPLC tr = 11,703 min (99,0 % Cistost)

Spojina 23

2-(3-((4-(trifluorometil)benzil)oksi)fenil)kinazolin-4(3H)-on

Izgled: bela trdna snov

Izkoristek reakcije: 71 %

Molekulska formula: C,,Hi5F3N-0O-

Rf (MF): 0,54 (etilacetat/ heksan = 2/1)

Molekulska masa: 396,362 g/mol

Taliscée: 225-227 °C

'H NMR
(400 MHz, DMSO-d5)

d (ppm)

5,35 (s, 2H, CH,), 7,24 (dd, 1H, J; = 8,2 Hz J, = 1.9 Hz, Ar-
H), 7,48 (t, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 7,53 (ddd, 1H, J; = 8,1 Hz,
J,=71Hz, Js = 1,1 Hz, Ar-H), 7,71-7,76 (m, 3H, Ar-H),
7,78-7,80 (m, 2H, 3 x Ar-H), 7,82-7,90 (m, 3H, 3 x Ar-H),
8,16 (dd, 1H, J; = 7,9 Hz, J, = 1,2 Hz, Ar-H), 12,55 (s, 1H,
NH)

BC NMR
(100 MHz, DMSO-dg)

d (ppm)

68,58; 113,66; 118,24; 120,59; 121,01; 124,20 (q, Jc = 272,1
Hz); 125,42; 125,87; 126;73; 127,55; 128,07; 128,4 (d, Jc =
31,8 Hz); 129,92; 134,08; 134,69; 141,76; 148,63; 151,89;
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158,20; 162,25

ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 397,1164[M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 397,1162

IR (ATR) 3084, 1668, 1600, 1573, 1319, 1249, 1221, 1209, 1163, 1147,
1111, 1067, 1043, 1020, 963, 901, 825, 772, 722, 677, 570,
cm?

HPLC tr = 12,973 min (99,8 % Cistost)

Spojina 24

2-(5-(hidroksimetil)furan-2-il)kinazolin-4(3H)-on

0]

(;ﬁ‘\NH
~
N (o]

L/ om

Izgled: rumeni igli¢asti kristali

Izkoristek reakcije: 17 %

Molekulska formula: C13HioN>O3

Rf (MF): 0,28 (etilacetat/heksan = 3/1)

Molekulska masa: 242,230 g/mol

Talisc¢e: 229-231 °C

'H NMR
(400 MHz, DMSO-dg)

& (ppm)

4,52 (d, 2H, J=5,8 Hz, CH,), 5,48 (d, 1H, J = 5,9 Hz, OH),
6,56 (d, 1H, J = 3,5 Hz, Ar-H), 7,49 (ddd, 1H, J; = 8,1 Hz, J,
=7,1Hz, Js=1,2 Hz, Ar-H), 7,60 (d, 1H, J = 3,5 Hz, Ar-H),
7,70 (d, 1H, J = 7,6 Hz, Ar-H), 7,79-7,83 (m, 1H, Ar-H), 8,12
(dd, 1H, J, = 7,9 Hz, J, = 1,1 Hz, Ar-H), 12,44 (s, 1H, NH)

BC NMR 55,73; 109,30; 115,31; 121,03; 125,86; 126,35; 127,16;

(100 MHz, DMSO-dg) | 134,62; 143,90; 144,96; 148,66; 159,30; 161,53

o (ppm)

ESI- HRMS Izradunana vrednost (m/z): 243,0770 [M+H]"
Izmerjena vrednost (m/z): 243,0776

IR (ATR) 3120, 2923, 1669, 1604, 1622, 1584, 1565, 1464, 1320, 1215,
1038, 1019, 994, 880, 801, 771, 743, 721, 685, 642, 557, 531
cm*

HPLC tr = 5,233 min (97,0 % Cistost)
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Spojina 25
2-(furan-3-il)kinazolin-4(3H)-on
0
(j‘\NH

N/)\@O
Izgled: rjava trdna snov Izkoristek reakcije: 38 %
Molekulska formula: C1,HgN,O; Rf (MF): 0,41 (etilacetat/heksan = 2/1)
Molekulska masa: 212,204 g/mol Talis¢e: 244-247 °C
TH NMR 7,16 (dd, 1H, J; = 0,8 Hz, J, = 1,9 Hz, Ar-H), 7,47-7,51 (m,
(400 MHz, DMSO-dg) | 1H, Ar-H), 7,66 (ddd, 1H, J; = 8,2 Hz, J, = 1,1 Hz, J3=0,6
6 (ppm) Hz, Ar-H), 7,81 (ddd, 1H, J; =8,2Hz,J, =7,1Hz, J3 =16

Hz, Ar-H), 7,86 (dd, 1H, J; = 1,9 Hz, J, = 1,5 Hz, Ar-H),
8,12 (dd, 1H, J; = 8,1 Hz, J, = 1,3 Hz, Ar-H), 8,63 (dd, 1H, J;
=1,5Hz, J, = 0,8 Hz, Ar-H), 12,42 (s, 1H, NH)

BC NMR 109,01; 120,92; 121,41; 125,82; 126,23; 127,02; 134,53;
(100 MHz, DMSO-dg) | 144,71, 145,01, 147,16; 148,80; 161,86
d (ppm)
ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 213,0664 [M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 213,0661
IR (ATR) 3132, 2963, 1672, 1605, 1466, 1163, 1073, 1009, 909, 876,
862, 831, 779, 754, 723, 630, 598, 553 cm™
HPLC tr = 6,230 min (99,1 % cistost)
Spojina 26
2-(4-((4-klorobenzil)oksi)phenil)kinazolin-4(3H)-on
o)
dNH
N/)\©\
o/\©\
of
Izgled: bela trdna snov Izkoristek reakcije: 25 %
Molekulska formula: C15H;1CIN,O; Rf (MF): 0,75 (etilacetat/metanol = 3/1
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Molekulska masa: 362,813 g/mol Talis¢e: 275-278 °C
'HNMR 5,22 (s, 2H, CHy), 7,15-7,19 (m, 2H, Ar-H), 7,74-7,51 (m, 5H,

(400 MHz, DMSO-
ds)
3 (ppm)

Ar-H), 7,69-7,71 (m, 1H, Ar-H), 7,80-7,84 (m, 1H, Ar-H), 8,13
(dd, 1H, J; = 8,0Hz, J, = 1,2 Hz, Ar-H), 8,17-8,21 (m, 2H, Ar-
H), 12,42 (s, 1H, NH)

BC NMR
(100 MHz, DMSO-

de)

68,49; 114,77; 120,63; 125,07; 125,77; 126,13; 127,24,
128,38; 128,45; 129,42; 129,56; 132,49; 134,52; 135,66;
148,84, 151,75; 160,67;

o (ppm)
ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 363,0900[M+H] *
izmerjena vrednost (m/z): 363,0906
IR (ATR) 3079, 2919, 1671, 1597, 1561, 1521, 1485, 1468, 1448, 1245,
1177, 1088, 1012, 940, 842, 815, 767, 741, 686, 614, 538 cm™
HPLC tr = 11,873 min (94,8 % Cistost)
Spojina 27
(E)-2-stirilkinazolin-4(3H)-on
0
(:fj\NH
N/)\/\©
Izgled: bela puhasta snov Izkoristek reakcije: 60 %
Molekulska formula: C1sH;12N,0 Rf (MF): 0, 32 (etilacetat/heksan = 1/1)
Molekulska masa: 248, 279 g/mol Talisc¢e: 244-247 °C
'H NMR 7,01 (d, 1H, J = 16,2 Hz, CH=CH), 7,39-7,50 (m, 4H, Ar-H),

(400 MHz, DMSO-de)
8 (ppm)

7,65-7,69 (M, 3H, Ar-H), 7,82 (ddd, 1H, J; =8,3 Hz, J, = 7,1
Hz, J3 = 1,6 Hz, Ar-H), 7,95 (d, 1H, J = 16,2 Hz, CH=CH),
7,82 (ddd, 1H, J; = 7,9 Hz, J, = 1,6 Hz, J; = 0,5 Hz, Ar-H),
12,35 (s, 1H, NH)

BCc NMR 121,01; 121,04; 125,81; 126,18; 127,08; 127,57; 129,02;
(100 MHz, DMSO-dg) | 129,73; 134,46; 134,92; 138,20; 148,94; 151,34; 161,68
o (ppm)

ESI- HRMS Izradunana vrednost (m/z): 249,1028 [M+H]"
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Izmerjena vrednost (m/z): 249,1025

HPLC tr =8, 327 min (97,5 % &istost)

Spojina 28

2-(4-(piridin-4-il)fenil)kinazolin-4(3H)-on
0
(:fj\NH
N
| X
_N

Izgled:bela trdna snov Izkoristek reakcije: 56 %
Molekulska formula: C19H;3N30 Rf (MF): 0,10 (etilacetat/heksan = 3/1)
Molekulska masa: 299,326 g/mol Talis¢e: Nad 300 °C
'HNMR 7,54 (ddd, 1H, J; = 8,2 Hz, J, = 7,1 Hz, J3 = 1,2 Hz, Ar-H),
(400 MHz, DMSO-dg) | 7,76-7,79 (m, 1H, Ar-H), 7,82 (dd, 2H, J;=4,4 Hz, J, = 1,6
d (ppm) Hz, Ar-H), 7,77 (ddd, 1H, J;= 8,2 Hz, J,= 7,1 Hz, J3 = 0,6

Hz, Ar-H), 7,99-8,03 (m, 2H, Ar-H), 8,17 (dd, 1H, J; = 7,9
Hz, J, = 1,1 Hz, Ar-H), 8,33-8,36 (m, 2H, Ar-H), 8,69 (d, 2H,
J =57 Hz, Ar-H), 12,66 (s, 1H, NH)

BC NMR 121,02; 121,25; 125,83; 126,73; 126,96; 127,54; 128,50;

(100 MHz, DMSO-dg) | 133,19; 134,64; 139,69; 145,76; 148,62; 150,33; 151,62;

6 (ppm) 162,17

ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 300,1137 [M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 300,1130

IR (ATR) 3027, 1669, 1593, 1561, 1468, 1304, 941, 862, 816, 767, 653,
546, 536, 510 cm™

HPLC tr = 5,693 min (99,4 % Cistost)
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4.3 SINTEZA METIL 2-(2-(FURAN-2-1L)-4-OKSOKINAZOLIN-3(4H)-

IL)ACETATA (29)
|
0]
2.DMF
NH . Br SN j/
S, - Y O
N \ ) N/ 0
| /

V bucko smo zatehtali 2-(furan-2-il)-kinazolin-4(3H)-on — spojino 8 (318,3 mg; 1,5
mmol), kalijev karbonat (311 mg; 2,25 mmol; 1,5 ekv.) in 8 mL DMF. Po petih minutah
smo v reakcijsko zmes dodali $e metil 2-bromoacetat (171 pL; 1,8 mmol; 1,2 ekv.).
Reakcijsko zmes smo pustili meSati ¢ez no¢ na sobni temperaturi. Celotno reakcijo smo
izvajali v brezvodnih pogojih pod argonom. Drugi dan smo reakcijsko zmes ekstrahirali z

etilacetatom in topilo odparili pod zniZanim tlakom.

Spojina 29
metil 2-(2-(furan-2-il)-4-oksokinazolin-3(4H)-il)acetat

|/
Izgled: beli iglicasti kristali Izkoristek reakcije: 52 %
Molekulska formula: C15H12N,04 Rf (MF): 0,42 (etilacetat/heksan = 1/1)
Molekulska masa: 284,267 g/mol Talisce: 117 °C
'HNMR 3,72 (s, 3H, CHa), 5,27 (s, 2H, CH>), 6,73 (dd, 1H, J; = 3,4
(400 MHz, DMSO-d¢) | Hz, J; = 1,8 Hz, Ar-H), 7,28 (dd, 1H, J; = 3,4 Hz, J, = 0,9
o (ppm) Hz, Ar-H), 7,68 (ddd, 1H, J; = 8,2 Hz, J, = 6,4 Hz, J3; = 1,8

Hz, Ar-H), 7,93-8,00 (m, 3H, Ar-H), 8,18 (ddd, 1H, J; = 8,2
Hz, J, = 1,4 Hz, J3 = 0,7 Hz, Ar-H)

“C NMR 55,78; 67,25; 115,81; 117,13; 121,12; 126,75, 127,63; 132,90;
(100 MHz, TFA) 141,65; 142,16; 146,43; 151, 52; 153,90; 171,96; 173,28
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o (ppm)

ESI- HRMS izraGunana vrednost (m/z): 285,0875 [M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 285,0871

IR (ATR) 3143, 2953, 1744, 1578, 1480, 1434, 1393, 1363, 1346, 1218,
1180, 1157, 1102, 1005, 947, 883, 768, 712, 600 cm™

HPLC tr = 9,053 min (99,6 % Cistost)

4.4 SINTEZA 2-(2-(FURAN-2-1L)-4-OKSO-KINAZOLIN-3(4H)-
IL)ETANOJSKE KISLINE (30)

00 o O, -OH
j/ IM NaOH
N N
N/ @) N/ ©

V 5 ml acetona smo raztopili metil 2-(2-(furan-2-il)-4-oksokinazolin-3(4H)-il)acetat-

spojino 30 in dodali 5 ml 1M natrijevega hidroksida. Reakcijsko zmes smo mesali na sobni
temperaturi 40 min. Po 40-ih minutah smo pod zniZanim tlakom odparili aceton (topilo) in

dodali vodo ter 3M klorovodikovo kislino. Cez &as so izpadli beli kristali produkta.

Spojina 30
2-(2-(furan-2-il)-4-okso-kinazolin-3(4H)-il)etanojska kislina

O.__OH
0 j/
@ )
N 0

W
Izgled: beli iglicasti kristali Izkoristek reakcije: 26 %
Molekulska formula: C14H;0N204 Rf (MF): 0,12 (etilacetat/metanol = 3/1)
Molekulska masa: 270,244 g/mol TaliSce: 225-229°C
TH NMR 5,21 (s, 2H, CH,), 6,75 (dd, 1H, J; = 3,4 Hz, J, = 1,7 Hz, Ar-
(400 MHz, DMSO-ds) | H), 7,40 (dd, 1H, J; = 3,4 Hz, J, = 0,9 Hz, Ar-H), 7,68 (ddd,
3 (ppm) 1H, J; = 8,2 Hz, J, = 4,7 Hz, J; = 3,5 Hz, Ar-H), 7,98-8,00
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(m, 3H, Ar-H), 8,18 (td, 1H, J; =8,2 Hz, J, = 1,1 Hz, Ar-H),
1H iz COOH je izmenjan

BC NMR 59,25; 112,69; 115,91; 120,57; 125,62; 125,87; 126,62;

(100 MHz, DMSO-dg) | 134,72; 144,14, 144,67; 146,50; 147,19; 161,05; 173,90

o (ppm)

ESI- HRMS izra¢unana vrednost (m/z): 271,0719 [M+H]"
izmerjena vrednost (m/z): 271,0718

IR (ATR) 3327, 1728, 1583, 1567, 1471, 1459, 1405, 1233, 1105, 1007,
889, 792, 768, 590, 519 cm™

HPLC tr = 6,050 min (99,8 % Cistost)
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> REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 KOMENTAR SINTEZNIH POSTOPKOV

Kinazolinone lahko sintetiziramo po ve¢ razli¢nih postopkih. Pogosto uporabljen postopek
sinteze kinazolinonov je oksidativna ciklizacija iz Schiffove baze iz o-antranilamida in
aldehidov ob prisotnosti oksidantov. Zaradi dodatka oksidantov nastane ve¢ stranskih
produktov, kar vodi v manj ¢ist produkt in posledi¢no tezje in dolgotrajnejse ¢iSCenje
produkta ter manjSe izkoristke reakcije. Zato smo 2-substituirane derivate kinazolinona
sintetizirali po novejSem postopku, z enostopenjsko reakcijo iz antranilamida in aldehida
ob prisotnosti kisika in topila DMSO (23).

pripravili ustrezne benzaldehide. V primeru spojine 8 smo sintezo nadaljevali in
substituirali amin na mestu 3 kinazolinonskega obroca ter tako dobili spojino 29. Ester
spojine 29 smo na koncu $e hidrolizirali in tako dobili spojino 30.

mehanizmu je reakcija nukleofilna substitucija drugega reda (Sn2). Pri reakciji z dodatkom
baze povzro¢imo deprotonizacijo alkohola, ki tako postane boljsi nukleofil. Alkoksidni

aninon nato reagira z ustreznim derivatom benzil halida, pri ¢emer nastane eter (24).

o]
0 Q\Q/
o w0 3 e O Lo
-KCl
Slika 10: Mehanizem Williamsove sinteze etrov; povzeto po (24)

V nasem primeru smo za reakcijo uporabili topilo aceton, za bazo pa K.CO3 K reakcijski
zmesi smo zaradi kataliticnega ucinka dodali za konico spatule KI. Jodidni ion se zamenja
z bromom oz. klorom benzil halida in ker je boljsa izstopajoca skupina od broma oz. klora,
nukleofilna substitucija lazje in hitreje potece.

Najboljsi izkoristek reakcije je bil pri sintezi spojine 1, ki je znasal 92 %. Pri sintezi spojin
2, 3,4.in 5 je bil izkoristek slabsi, 24 %, 34%, 47% in 45 %. Slabsi izkoristek pri spojinah
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2 In_4 je posledica izgube produkta med ¢iSéenjem s kolonsko kromatografijo, saj je v
reakcijski zmesi bil prisoten Se izhodni aldehid. Najslabsi izkoristek je bil pri sintezi
spojine 6 in sicer le 17%, kar je prav tako posledica nedokoncane reakcije in izgube
produkta med izolacijo. Organsko fazo pri ekstrakciji spojine 6 smo dodatno spirali z 1M

NaOH, da smo odstranili $e prisoten izhodni aldehid.
5.1.2 Sinteza 2-substituiranih derivatov kinazolinona

2-substituirane derivate kinazolinona smo sintetizirali z enostopenjsko reakcijo iz
antranilamida in aldehida ob prisotnosti kisika in topila (DMSO).

Po mehanizmu je reakcija oksidativna ciklizacija. Pri reakciji med antranilamidom in
aldehidom pride najprej do tvorjenja imina oz. Schiffove baze. Mehanizem nastanka imina
je nukleofilna substitucija s sledeCo eliminacijo oz. kondenzacija, saj se pri reakciji odcepi
voda. Nato sledi ciklizacija, ki lahko poteka po 2 mehanizmih. Hitrejsa reakcija ciklizacije
in z boljsim izkoristkom poteka po mehanizmu 6-ekso-tet ciklizacije. Za potek te reakcije
ima pomembno vlogo voda, ki je prisotha v DMSO, saj deluje kot katalizator. Voda
namre¢ reagira kot nukleofil in povzroc¢i nastanek karbinolamina, ki se nato ciklizira po
zgoraj omenjenem mehanizmu. Druga pot ciklizacije, ki je po€asnejSa od zgornje, poteka
po mehanizmu 6-endo-trig ciklizacije direktno iz imina in ob odsotnosti vode. Na koncu se
produkt pod vplivom kisika Se oksidira, zato je tudi pomembno, da reakcijo izvajamo v

odprti bucki (23, 25).

0 Q Q
(0]
(ll, NH
NH 2
NH2 R/ \H 2 H20
T—_— /
NH, N R N R
OH
6-endo-trig ciklizacija 6-exo-tet ciklizacija
(0]
NH NH
o X
N/ R N R
H

Slika 11: Mehanizem aerobne oksidacije v DMSO-ju; povzeto po (25)
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Reakcijo smo izvajali v 25 mililitrskih buc¢kah z 1 mmol antranilamida in 1 mmol oz. 1,1
mmola aldehida v 5 ml DMSO, saj smo ugotovili, da reakcija z vecjimi koli¢inami ne
potece s tako dobrim izkoristkom. Prav tako ima tudi topilo vpliv na izkoristek reakcije in
ta je najboljsi, ¢e reakcijo izvajamo v DMSO. Reakcijo smo izvajali ¢ez no¢ (16-20h) pri
100 °C, saj sta tudi ta dva pogoja pripomogla k boljsemu izkoristku.

Po koncani reakciji smo reakcijsko zmes zlili v 50 ml hladne vode, saj je produkt slabo
topen v vodi in se izobori. Oborino smo odfiltrirali s presesavanjem in na tak nacin
enostavno izolirali produkt. Produkt smo nato odistili s prekristalizacijo iz etanola 0z.
metanola, v primeru spojine 8. Pri sintezi spojin 13, 15, 16 in 26 tudi po kristalizaciji iz
etanola nismo dobili Cistega produkta, zato smo jih dodatno precistili s kolonsko
kromatografijo. Pri kolonski kromatografiji smo za mobilno fazo uporabili etilacetat in
heksan v razmerju 1/1 za 15 in 26 in v razmerju etilacetat/heksan = 1/2 za spojino 13.
Nekoliko ve¢ tezav smo imeli pri ¢iS€enju spojine 16. Po koncani reakciji med
antranilamidom in 5-nitro-2-furaldehidom smo na TLC plosc¢i opazili dve lisi, zgornja je
pripadala Zeleni spojini 16, spodnja lisa pa je bil neoksidiran produkt 17. Ker je bila na
TLC plos¢i spojine 17 konstantno prisotna zgornja lisa, ki pripada oksidirani obliki, smo
predpostavili, da se spojina 17 sproti oksidira in prehaja v 16. Spojino 16 smo uspeli
ocistiti do 95,2 % ¢&istosti.

Pri spojini 19 smo opazili, da je med sintezo prislo do odcepitve zasCitne skupine na
aldehidni skupini na para mestu benzaldehida, saj ima kon¢na spojina namesto
dietiloksimetila aldehidno skupino.

Izkoristki reakcije so podani v tabeli za posamezno spojino. Najslabsi izkoristki so pri
sintezi spojin 16 in 17, saj smo precej produkta izgubili pri loevanju in ¢is¢enju teh dveh
spojin. Pri izolaciji spojin 15 in_24 se je izoborila manjsa koli¢ina produkta, kar je opazno
tudi pri samem izkoristku reakcije. Pri spojini 20 je slab izkoristek reakcije posledica

topnosti spojine v etanolu, iz katerega smo jo izkristalizirali.
5.1.3 Sinteza spojine 29

Z reakcijo N-alkiliranja spojine 8 z metil 2-bromoacetatom smo sintetizirali spojino 29.

N-alkiliranje je nukleofilna substitucija drugega reda. Substitucija potece na sekundarnem
aminu na mestu 3 2-substituiranega kinazolin-4(3H)-ona. Z bazo povzro¢imo odcep vodika
z amina in nastanek resonan¢no stabiliziranega aniona. Anion Kot nukleofil nato reagira z

alkil halidm (metil 2-bromoacetatom), pri ¢emer nastane 2, 3 disubstituiran produkt.
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o Qﬁf\

Slika 12: Mehanizem N-alkiliranja kinazolinona; povzeto po (26)

Reakcijo smo izvajali v polarnem aproticem topilu DMF, ki zaradi svojih lastnosti
omogoca topnost nastalega aniona in favorizira potek nukleofilne substiucije (Sn2) (26).
2-substituiranemu kinazolin-4(3H)-onu smo dodali bazo K,COs, pocakali 5 min in Sele
nato dodali izbrani alkil halid. S tem smo omogocili, da je najprej prislo do deprotoniranja
amina in nastanka nukleofila, ki je Sele nato reagiral z alkil halidom. Celotno reakcijo smo
izvajali v brezvodnih pogojih in v argonovi atmosferi. lzkoristek sinteze spojine 29 znasa
51 %.

5.1.4 Sinteza spojine 30

Kon¢no spojino 30 smo pripravili s hidrolizo spojine 29. Hidrolizo estra lahko izvajamo v
kislih ali bazi¢nih pogojih. Ker je hidroliza estra s kislino reverzibilna reakcija, se hidrolizo
pogosteje izvaja z uporabo baze. Hidroliza estra v alkalnem je bimolekularna ireverzibilna
reakcija, ki poteka v dveh stopnjah po spodnjem mehanizmu. V zadnji, ireverzibilni stopnji
hidrolize v alkalnem dobimo kislino in alkoholat, ki se zaradi razlike v kislosti takoj

pretvorita v alkohol in karboksilatni ion (27).

N ®

S
O—C—O — » (C=—OH+ RO —» C—OH+ Na * R;OH
R1O) HO o}

Slika 13: Mehanizem hidrolize estra v alkalnem; povzeto po (27)
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V nasem primeru smo za hidrolizo estra uporabili 1M NaOH. Po koncani hidrolizi smo
pod znizanim tlakom odparili topilo in nastali alkohol, nato pa spojini dodali vodo in 3M

HCL. Cez &as so izpadli beli kristali spojine, izkoristek reakcije je znasal 26 %.
5.2 TESTIRANJE

Sintetizirane spojine smo testirali in jim dolo¢ili zaviralno delovanje na izoliranem encimu
MurA iz iz E. coli in S. aureus. Kataliticno aktivnost encima smo dolocali posredno z
uporabo reagenta Biomol Green® (malahitno zeleno). Z reagentom Biomol Green®
detektiramo spros¢eni fosfat, ki nastane pri reakciji prenosa enolpiruvata s
fosfoenolpiruvata na UDP-GIcNACc, katero katalizira encim MurA. Sprosceni fosfat ob
prisotnosti molibdata tvori kompleks z malahitno zelenim, ki daje modro-zeleno barvo.
Bolj kot spojina zavira delovanje encima MurA, manj fosfata se sprosti in posledi¢no
nastane manj obarvanega kompleksa.

Rezultati testiranja za posamezne spojine so podani kot rezidualna aktivnost (RA), ki jo
izraGunamo tako, da aktivnost encima ob prisotnosti testirane spojine delimo z aktivnostjo
encima brez prisotnosti spojine. Ce je spojina moénejsi zaviralec encima, dolo¢imo niZjo
RA. Za spojine, ki so imele RA nizjo od 50 %, smo dolo¢ili tudi vrednost ICsg. TO je
koncentracija spojine, pri kateri je rezidualna aktivnost 50 %. Dolo¢ili smo jo tako, da smo
izmerili RA pri 7 razli¢nih koncentracijah spojine.

Spojinam smo dolo€ili tudi minimalno inhibitorno koncentracijo (MIC) in s tem

ovrednotili protibakterijsko delovanje na E. coli in S. aureus.
5.2.1 Rezultati biokemi¢nega testiranja

Vse sintetizirane spojine, razen spojini 17, 26, so bile testirane na encimu MurA iz
bakterije E. coli in S. aureus. Rezultati testiranja na encimu MurA iz E. coli za posamezno
spojino so podani v spodnji tabeli. Pri testiranih spojinah v koncentraciji 100puM pa nismo

zaznali zaviralnega delovanja na encim MurA iz bakterije S. aureus.
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Preglednica I11: Prikaz rezultatov biokemi¢nega testiranja podanih kot RA vrednosti [%]
ali 1Csp vrednost [uM] in rezultati protibakterijskega delovanja podani kot MIC [ug/ml]

RA (%) pri 100 uM MIC
Spojina Kemijska struktura spojine 0z 1Cx _
_ (E. coli, S. aureus)
E. coli
O
©\)LNH
7 Nig O ICs0=21uM >128
o}
8 ©\)L/N” ) ICso = 101 uM >128
N »
0}
9 @\)L/N” ) ICs0 = 56 UM >128
N | / Br
O
o |OL e,
N Cl
o
©kaH
11 Nﬁ y 95 >128
T
O
N
0]
NH
13 ©\)NL/)\©\ 89 >128
F
O
NH
14 ©\)NL/)\© 72 >128
Cl
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zaviralno delovanje na encim v tak$ni meri, da smo jim dolocili 1Csp vrednosti. Ostalim
spojinam se je RA gibala med 58 % in 100 %. V vecini gre za derivate, ki imajo na mestu
2 kinazolinonskega skeleta pripet razlicno substituiran fenilni obroc.

Spojine 12, 18, 22 in 23 se med seboj lo¢ijo le v substituentu na para mestu 3-
benziloksifenilnega fragmenta. Spojina 18 na tem mestu nima substituenta, v primeru
spojine 12 je to metil, pri spojini 22 je to F, pri spojini 23 pa je CF3. Spojina 18 ima ICs
vrednost 23 uM, ICs vrednost za spojino 22 je 19 uM, spojinama 12 in 23 pa ICs
vrednosti nismo dolo¢ili, saj imata RA vrednost 97 oz. 88 %. Iz teh rezultatov lahko
sklepamo, da je za najmocnejSe zaviralno delovanje para mesto 3-benziloksifenilnega
fragmenta nesubstituirano (18) ali pa je vezan majhen substituent (recimo fluor, 22),
medtem ko Ze malo vecji substituent, kot sta metil in trifluorometil (12 in 23), negativno
vpliva na zaviralno delovanje. Zanimivo je, da derivat z meta substituiranim 3-
benziloksifenilnim fragmentom 2-(4-((3-klorobenzil)oksi)fenil)kinazolin-4(3H)-on (11) in
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pa 2-(3-((3-klorobenzil)oksi)fenil)kinazolin-4(3H)-on (10) ne izkazujeta zaviralnega
delovanja.

Strukturno podobne so si tudi spojine 8, 9, 16 in 20, ki se lo¢ijo po substituentu na mestu 5
furanskega obroc¢a. Pri spojini 9 je furan substituiran z bromom, pri spojini 16 z nitro
skupino, pri spojini 20 z metilom, pri spojini 8 pa ni substituiran. Vse §tiri spojine so
izkazovale zaviralno delovanje, ki pa se razlikuje v odvisnosti od substituenta. Le-to je bilo
najmocnejSe z 1Cso vrednostjo 47 uM, ¢e kot substituent uporabimo nitro skupino (16),
nekoliko sibkejse je delovanje derivata z bromom (9), za katerega znaSa ICsy vrednost 56
uM, ICs vrednost za derivat z metilom (20) znasa 81 uM, najSibkejse delovanje, z 1Cs
vrednostjo 101 uM, pa izkazuje derivat brez substituenta na mestu 5 furanskega obroca (8).
Spojini 29 in 30 sta derivata spojine 8 s substituiranim dusikovim atomom na mestu 3
kinazolinonskega skeleta. V' primeru spojine 29 je substituent metil acetat, pri spojini 30 pa
etanojska kislina. Glede na RA vrednosti spojin 29 in 30 in ICsq vrednost spojine 8, lahko
zaklju¢imo, da substituent na mestu 3 kinazolinonskega skleleta ne pripomore k boljSemu
delovanju spojine oz. se le-to zmanjsa.

Zaviralno delovanje sta izkazovali tudi spojini 7 in 27. Spojina 7, ki ima kot substituent na
mestu 2 kinazolinonskega skeleta vezan 1,1-bifenil, ima ICsy vrednost 21 pM. ICsg
vrednost za (E)-2-stirilkinazolin-4(3H)-on (27) pa znasa 51 pM.

Kasneje je bila izvedena in silico Studija sidranja pri kateri je bilo ugotovljeno, da se
kinazolinonski del spojine veze v polarni Zep, ki ga definirajo Arg91, Argl20, Aspl23,
His125 in Serl62. 3-benziloksifenilni fragment na mestu 2 kinazolinonskega obroca pa
deluje kot distan¢nik, ki omogoca pozicioniranje substituenta v prostor, ki ga tvorijo
Trp95, Vall63, Asn23, Glul90 in Arg232. Glede na rezultate biokemicnega testiranja je
taks$na struktura 2-substituiranih kinazolinonskih zaviralcev (18 in 22) verjetno nujna za
samo zaviralno delovanje na MurA, saj derivati, ki imajo na mestu 2 kinazolinonskega
obroca pripet manjsi fragment ali pa 4-benziloksifenilni fragment (11) izkazujejo bistveno

Sibkejse zaviralno delovanje (28).
5.2.2 Komentar rezultatov protibakterijskega delovanja

Protibakterijsko delovanje sintetiziranih spojin smo dolocevali na sevih S. aureus in E.
coli. Rezultate smo podali kot vrednosti MIC. Od vseh testiranih spojin ima
protibakterijsko delovanje le spojina 16, ki deluje proti vsem testiranim sevom. MIC za E.

coli je 1 ug/ml, za S. aureus pa znasa 8 ug/ml.
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6 SKLEP

Zivimo v ¢asu, ko je odpornost bakterij na antibiotike v porastu. Zato je pomembno, da
nacrtujemo nove ucinkovine z alternativnim ali popolnoma novim mehanizmom
protibakterijskega delovanja. Encimi Mur predstavljajo eno izmed validiranih tar¢, ki
omogoca razvoj novih protibakterijskih u¢inkovin.

V okviru magistrske naloge smo sintetizirali kinazolinonske derivate z razli¢nimi
substituenti na drugem in tretjem mestu kinazolinonskega obroca. Pri sintezi in izolaciji
spojin nismo imeli vecjih tezav. Sintetiziranim spojinam smo ovrednotili zaviralno
delovanje na encimu MurA iz E. coli in S. aureus in protibakterijsko delovanje na sevih
E. coli in S. aureus.

Sintetizirane spojine lahko glede na izrazeno zaviralno delovanje razdelimo v dve skupini.
Prvo skupino predstavljata spojini, ki imata na mestu 2 kinazolinonskega obroca pripet
para substituiran 3-benziloksifenilni fragment in imata ICsy vrednosti 19 uM in 23 uM.
Najmocnejsi zaviralec je 2-(3-((4-fluorobenzil)oksi)fenil)kinazolin-4(3H)-on (22), pri
katerem pa nismo zaznali protibakterijskega delovanja. Drugo skupino predstavljajo
derivati, ki imajo na mestu 2 kinazolinonskega skeleta vezan razli¢no substituiran furanski
obro¢. ICsp vrednosti za te derivate se gibljejo od 47 uM do 101 uM. Znotraj te skupine je
najmoc¢nejsi zaviralec encima MurA 2-(5-nitrofuran-2-il)kinazolin-4(3H)-on (16), ki
izkazuje tudi protibakterijsko delovanje z MIC od 1 pg/ml do 8 ug/ml na testiranih sevih.
Dva derivata iz te skupine, ki sta imela substituiran tudi dusikov atom na tretjem mestu
kinazolinonskega obroc¢a, zaviralnega delovanja nista izkazovala. Med sintetiziranimi
spojinami, ki smo jim dolo¢ili 1Csy vrednosti, sta Se spojini 7 in 27, ki pa ne izkazujeta
protibakterijskega delovanja. Ostale sintetizirane spojine niso izkazovale dovolj mo¢nega
zaviralnega delovanja, zato jim ICsp vrednosti nismo dolocili.

Zaklju¢imo lahko, da smo tekom magistrske naloge potrdili zaviralno delovanje 2-
substituiranih derivatov kinazolinona na encimu MurA. Sintetizirane spojine z nizkimi
vrednostmi 1Csp, lahko sluzijo kot osnova za nadaljnje optimizacije, s katerimi bi lahko se

izboljsali njihovo zaviralno delovanje in hkrati pridobili tudi protibakterijsko delovanje.
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