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POVZETEK

Zaviralci monoamin oksidaze (MAO) imajo kot zdravila za zdravljenje depresije dolgo
zgodovino uporabe. Na samem zacetku so bili v uporabi neselektivni ireverzibilni zaviralci
MAO, ki pa so zaradi resnih nezelenih u¢inkov veljali kot zdravila zadnje izbire. S¢asoma,
ko so znanstveniki odkrili, da obstajata dva razli¢na tipa encima (MAO-A in MAO-B), so
razvili selektivne zaviralce MAO-B, s katerimi so zmanjSali neZelene uéinke in resne
interakcije. Selektivni zaviralci MAO-B se uporabljajo pri zdravljenju Parkinsonove
bolezni in to v zacetni fazi kot monoterapija ali kot adjuvantna terapija pri bolnikih z
razvitimi simptomi bolezni. Raziskovalne S$tudije so potrdile ucinkovitost in
nevroprotektivne lastnosti zaviralcev MAO, hkrati pa tudi potrebe po novih zaviralcih
MAO-B.

Na podlagi teh raziskav smo se odlo¢ili sintetizirati nove zaviralce MAO, ki smo jih
nacrtovali na osnovi znanega zaviralca MAO-B (E)-4-(4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-
il)piperidina. Sintetizirani derivati vsebujejo propargilno skupino, ki je klju¢na za zaviralno
delovanje na MAO-B. Pri sintezah smo uvajali razli¢éno substituiran fenilni obro¢, pri
doloc¢enih derivatih pa smo piperidinski obro¢ zamenjali s pirolidinskim. Celotni sintezni
postopek je sestavljen iz 7 stopenj. Pomembna sintezna stopnja je Wittigova reakcija, s
katero smo dobili cis (E) in trans (Z) spojine ter tako zagotovili selektivnost na MAO-A/B.
Sintetizirali smo 10 konénih spojin, katerim smo z biokemi¢nim testom ovrednotili
zaviralno delovanje na encim MAO-A in MAO-B. Spojina 24, cis izomer 4-(3-
fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina, se je z vrednostjo ICsy 0,068 uM izkazala kot
najmocnejsi zaviralec MAO-A. Najmocnejsi zaviralec MAO-B pa je spojina 26, trans
izomer 3-(2-kloro-4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina, z vrednostjo ICsy 0,42 uM.
Omenjeni spojini predstavljata odlicno izhodiS€e za nadaljni razvoj novih zaviralcev

MAO.

Klju¢ne besede: zaviralci, monoamin oksidaza, depresija, Parkinsonova bolezen,

propargilna skupina, Wittigova reakcija

vii



ABSTRACT

Monoamine oxidase (MAO) inhibitors have a long history of use for treating depression. In
the beginning, non-selective irreversible MAO inhibitors were used, however, due to
serious side effects they were considered as the drugs of last resort. Over time, when
scientists discovered that there are two different types of enzyme (MAO-A and MAO-B),
they have developed selective MAO-B inhibitors that have reduced side effects and serious
interactions. Selective MAO-B inhibitors have been used for the treatment of Parkinson's
disease, in the initial phase as monotherapy or as an adjuvant therapy in patients with
advanced symptoms of the disease. Research studies confirmed the efficacy and
neuroprotective properties of MAO inhibitors and furthermore, the need for additional
novel MAO-B inhibitors.

Based on these studies we decided to synthesize novel MAO inhibitors, which were
designed from a known MAO-B inhibitor (E)-4-(4-fluorostyryl)-1-(prop-2-yn-1-
yl)piperidine. Synthesized derivatives contain a propargyl group which is essential for
MAO-B inhibitory activity. During the synthesis we introduced differently substituted
phenyl rings and for the certain derivatives a piperidine ring was replaced by a pyrrolidine.
The entire synthetic procedure consists of 7 steps. An important synthetic step is the Wittig
reaction which gives cis (E) and trans (Z) compounds, thus providing the selectivity to
MAO-A/B. We synthesized 10 final compounds which were further evaluated for their
inhibitory activity on the MAO-A and MAO-B enzyme in a biochemical assay. Compound
24, cis isomer of 4-(3-fluorostyryl)-1-(prop-2-yn-1-yl)piperidine, with an 1Cs, value of
0,068 uM proved to be the most potent MAO-A inhibitor. Compound 26, trans isomer of
3-(2-chloro-4-fluorostyryl)-1-(prop-2-yn-1-yl)piperidine, with the 1Csy value of 0,42 uM is
the most potent MAO-B inhibitor. These two compounds represent the important starting
point for further development of novel MAO inhibitors.

Keywords: inhibitors, monoamine oxidase, depression, Parkinson's disease, propargyl

group, Wittig reaction
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1 UVvOD

Nevrodegenerativne bolezni, med katere spadajo Parkinsonova bolezen (PB),
Alzheimerjeva bolezen (AB), multipla skleroza in Huntingtonova bolezen (HB), so
neozdravljive bolezni zivEnega sistema. Te bolezni napadajo Zivene sisteme, ovirajo in
omejujejo njihovo delovanje ter mo¢no vplivajo na kakovost Zivljenja. V danaSnjem casu
so pogoste, med drugim tudi zato, ker se je Zivljenska doba ¢loveka podaljsala (tako je npr.
pri Parkinsonovi bolezni). (1) Vzroki so $tevilni in $e niso dovolj pojasnjeni — od priona,
vnetja, travme, neravnovesja zivénih prenasalcev, avtoimunskih napak, genetske
predispozicije, do onesnazenosti okolja in akumulirane oksidativne Skode. Zdravljenje
nevrodegenerativnih bolezni je zapleteno, saj za razliko od ve¢ine drugih celic nevronov ni
mogoce deliti in ni mogoCe ustvariti novih nevronov, S katerimi bi nadomestili
poskodovane. Zdravilo za te bolezni ne obstaja, mogoce je le upocasniti njihov nadaljnji

razvoj.

Zaviralci MAO se v redni praksi uporabljajo za zdravljenje PB, ve¢inoma v zgodnji fazi
bolezni. Nekatere Studije potrjujejo tudi potencial zdravljenja AB in HB z zaviralci MAO.
(2, 3) Zaviralci MAO so se zaceli uporabljati predvsem za zdravljenje depresije. Zanimivo
je, da 50% bolnikov s PB zboli tudi za depresijo. (4) Depresijo in PB ter zaviralce MAO in

njihovo vlogo v zdravljenju bomo podrobneje razlozili v nadaljevanju.
1.1 PARKINSONOVA BOLEZEN

1.1.1 Definicija in etiologija Parkinsonove bolezni

Parkinsonova bolezen je kroni¢no napredujota nevrodegenerativna bolezen, ki vpliva
predvsem na motoriko. Razvoj PB je posledica napredujocega propadanja dopaminskih
nigro-striatnih  nevronov, kar vodi do pomanjkanja dopamina v subkortikalnem
mozganskem jedru. Med glavne simptome priStevamo parkinsonski tremor, misi¢no
rigidnost ter upocasnjenost ali nezmoznost izvajanja gibov; pridruzijo pa se lahko, $e drugi
simptomi, kot so na primer depresija, demenca, vegetativhe motnje in motnje spanja.
Loc¢imo tri oblike PB: primarna idiopatska oblika, ki je najpogostejSa oblika; juvenilna
oblika, ki je redkejsa in se pojavi pred 40. letom ter ima hujSe posledice in pa tretja oblika,

Ki je poznana kot sekundarni parkinsonizem. (1)



Etiologija PB ni popolnoma raziskana in pojasnjena. Domneva se, da lahko nastanek
bolezni sprozi (eden ali) ve¢ dejavnikov. Predpostavlja se, da gre za interakcijo genetskih
in okoljskih dejavnikov, ki pripelje do motnje funkcije mitohondrijev s posledicnem
nastankom radikalov, ter oksidativnega stresa, kar pripelje do nevrodegeneracije. PB se
redko pojavlja dedno, bolj sporadi¢no. (5) Odkritih je pet genov, za katere se domneva, da
so povezani s PB: SNCA (PARK1), PARK2, PINK 1 (PARK6), PARK7 in LRRK2
(PARKS). (4, 5) Z gotovostjo pa je potrjena verjetnost povezave med tvorbo PB in
pesticidi ter kajenjem. (4)

1.1.2 Patofiziologija Parkinsonove bolezni

Patoloski proces PB se za¢ne v bazalnih ganglijih. (5) Ekstrapiramidni motori¢ni sistem,
povezava mozganska skorja-bazalni gangliji-talamus-mozganska skorja, ima za glavno
funkcijo kontrolo in regulacijo gibov. (1) V moZzganih je pomembno ravnotezje med
zivénimi prenaSalci, ker predstavljajo poti v striatumu. Dopamin v ekstrapiramidnem
sistemu deluje po dveh poteh, ki se razlikujeta po nac¢inu povezovanja striatuma in globus
palidus internusa. Direktna pot (monosinapti¢na) izhaja v striatumu in vodi do substance
nigre retikulate in globus palidus internusa. Indirektna pot (polisinapti¢na) vkljucuje Se
globus palidus eksternus in subtalami¢no jedro (STN). Dopamin iz nigrostriatnih nevronov
v striatumu preko dopaminskih receptorjev D; spodbuja nevrone direktne poti, preko
dopaminskih receptorjev D, pa zavira nevrone indirektne poti. (1, 4) Z izgubo dopamina je
direktna pot manj sposobna funkcionirati in zaceti premike, indirektna pot pa je preved

aktivna, kar povzro¢i preve¢ blokad gibanja. (4)

1.1.3 Patogeneza Parkinsonove bolezni

Pri tipi¢nih nevropatoloskih izvidih osebe s PB najdemo Lewyeva telesca, ki so sferi¢ni
agregati beljakovin (vec¢inoma alfa-sinuklein) znotraj zivénih celic. Najdemo jih pri
idiopatskem tipu, ne pa pri sekundarnem parkinsonizmu. Bolezen se manifestira, ko je

pomanjkanje dopaminergi¢nih nevronov STN 60-80%.

Studija Braaka in sodelavcev je potrdila, da gre za multisistemsko degeneracijo, ki poteka
skozi Sest stopnj. V prvi stopnji nastajajo Lewyjeva telesca in propad nevronov v jedru
olfaktornega bulbusa (hiposomija). Druga stopnja zajema spremembe v locusu ceruleusu,
meduli oblongati in ponsu (motnje spanja). Pri tretji in Cetrti stopnji Se nevrodegeneracija

siri v STN, jedro pedunculopontina, jedro dorzalne rafe in hipotalamus. Peta in Sesta



stopnja vkljucujeta neokortikalne regije mozganov in v tej fazi bolniki lahko razvijejo
demenco. Bolezen se klinicno manifestira z motori¢nimi simptomi v tretji stopnji. Ko
bolezen napreduje v veé regij CZS, se pojavijo motnje tudi v drugih nevrotransmiterskih

sistemih — acetilholinskem, noradrenalinskem in serotoninskem sistemu. (4, 5)

1.1.4 Zdravljenje Parkinsonove bolezni
Zdravljenje PB je simptomatsko in nevroprotektivno, usmerjeno na kontrolo motori¢nih

simptomov ter izboljSanje kvalitete zivljenja.
Zdravila, ki se uporabljajo:

— Levodopa: dopaminski prekurzor, pogosto v kombinaciji z karbidopa (periferni
zaviralec dekarboksilaze) in entakapon (zaviralec katehol O-metiltransferaze);

— Agonisti dopamina: pramipeksol, ropinirol, bromokriptin;

— Apomorfin: neergotaminski agonist dopamina, predpisuje se skupaj z
antiemetikom;

— Selektivni zaviralci encima MAO-B: selegilin, razagilin;

— Amantadin: Sibek dopaminski agonist, ki stimulira spros¢anje dopamina, Sibek
antagonist NMDA receptorjev, ima tudi antiholinergi¢no delovanje;

— Antiholinergiki: antagonisti muskarinskih receptorjev: biperiden, orfenadrin,
prociklidin, triheksifenidil;

— Benzodiazepini: alprazolam, kolanzepam;

— Atipi¢ni nevroleptiki: kvetiapin, klozapin.

Ob medikamentnem zdravljenju PB se vedno priporoc¢a $e nevrorehabilitacija, in sicer
od prvega dneva diagnoze. Mogoce S0 Se nevralna transplatacija, genska terapija in

stimulacija mozganov. (5, 6)
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Slika 1: Podrodja delovanja u¢inkovin, ki se uporabljajo za zdravljenje Parkinsonove bolezni. 3-MDopa, 3-
metoksidopa; 3-MT, 3-metoksitirozin; COMT, katehol-O-metil transferaza; DDC, dopa dekarboksilaza; DOPAC,
dihidroksifenilocetna kislina (prirejeno po 6)

1.2 DEPRESIJA

1.2.1 Definicija in etiologija depresije

Termin depresija je v sindromskem pomenu opredeljen kot naziv za skupino psihi¢nih,
psihomotornih in somatskih simptomov, ki jim je vsem skupna ena dolo¢ena lastnost —
patoloske motnje razpolozenja (afektivne motnje). (7) Izredno pogosto je psihiatri¢no
stanje, ki se lahko giblje od zelo blagega stanja (meji na normalno stanje) do hude
(psihoti¢ne) depresije, ki jo spremljajo halucinacije in blodnje. Pogosto je povezana z
drugimi psihiatricnimi stanji, vklju¢no z anksioznostjo, motnjami prehranjevanja in
odvisnostjo od drog. (6) Simptome depresije delimo na ¢ustvene (slabo razpolozenje, nizka
samozavest, apatija, anhedonija), kognitivne (pesimizem, zmanj$ana koncentracija in
pozornost, samomorilne misli) in bioloske (utrujenost in padec energije, izguba libida,
motnje spanja in izguba apetita). (8) Glede na to, da se razpoloZenje spreminja v dveh
smereh, in sicer bodisi v pozitivni (hipomanija, manija) ali negativni smeri (depresija), je
mogoc¢a bodisi unipolarna bodisi bipolarna depresija. Pri unipolarni depresiji (priblizno
75% primerov) so spremembe razpoloZenja vedno v isti smeri, pri bipolarni motnji pa se
depresija izmenjuje z manijo. Manija je ravno nasprotna depresiji, gre za prekomerno
veselost, navdusenost in samozavest, ki jo spremljajo impulzivna dejanja, kar je pogosto
povezano z razdrazljivostjo, nestrpnostjo, agresijo ter v¢asih z velikimi deluzijami (oseba

npr. misli, da je Napoleon). Obstajajo Se nekatere druge delitve depresije, kot je recimo



delitev na primarno, ki se razvije brez drugih predhodnih psihiatricnih motenj, in
sekundarno depresijo, ki je posledica drugega zdravstvenega stanja. (6, 7) Povpre¢na
starost pacienta, ki je zbolel za depresijo, je bila med pacienti, starimi od 18 do 64 let, 27
let. Prevalenca depresije je nekoliko visja pri zenskah kot pri moskih. Predvideva se, da so

razlogi za to hormonsko stanje, porod in dojenje. (8)

Etiologija depresije Se vedno ni znana. Jasno je, da so bioloski in psihosocialni dejavniki
medsebojno prepleteni in povezani s patogenezo depresivhe motnje. Znanstveniki so
razvili ve¢ teorij nastanka depresije, ki jih lahko razdelimo na bioloske, psiholoske in

socialne teorije. Mi se bomo osredoto¢ili na bioloske teorije. (7)

1.2.2 Bioloske teorije nastanka depresije

Vcasih se je kot vir impulza nagonsko-afektivne narave uposteval izklju¢no diencefalon, $e
posebej hipotalamus, danes pa se v procesu usklajevanja afektivnega zivljenja (zlasti
Custvenega) pripisuje izredno pomembna vloga rinencefalonu oziroma limbi¢nem sistemu.
Zaradi tega se visceralni mozgani imenujejo tudi afektivni mozgani. PoSkodbe teh struktur
kakrsnekoli narave (travmatske, toksi¢ne ali druge) pripeljejo do razliénih sprememb v
nagonsko afektivnem Zzivljenju (nevroanatomija depresije). Domneva se, da tudi endokrini
dejavniki, kot so hormoni $Citnice, hipofize, nadledvicne Zleze in gonad
(nevroendokrinolos§ka hipoteza), vplivajo na nastanek depresije. Pomemben vpliv na
nastanek depresije imajo zagotovo genetski dejavniki. (7) Druzinske raziskave kazejo, da
je relativno tveganje za nastanek depresije 2 do 3-krat vecje za biolosko potomstvo v
prvem kolenu. Raziskave na enojajénih in dvojajénih dvojckih kazejo, da se depresija
podeduje v 33% do 70% ne glede na spol. Danes se najbolj raziskujejo polimorfizmi, kot je
polimorfizem gena BDNF Val66Met (angl. brain-derived neurotrophic factor) in
polimorfizem serotoninskega transporterja 5-HTTLPR (angl. serotonin-transporter-linked
polymorphic region). (8) Ena od teorij, ki se ji v zadnjem ¢asu hameni veliko pozornosti, je
monoaminska (kateholaminska) hipoteza afektivne motnje. Monoaminska teorija depresije,
ki jo je 1965 leta predlagal Schildkraut, navaja, da je depresija posledica funkcionalnega
primanjkljaja monoaminskih prenasalcev noradrenalina (NA) in serotonina (5-HT) na
dolocenih mestih v mozganih, medtem ko manija izhaja iz funkcionalnega presezka; (6)
vendar Stevilne Studije depresivnih bolnikov niso potrdile sprememb v delu ali ravni
monoaminov, kar je eden od primanjkljajev monoaminske hipoteze. Ostale poznane

hipoteze so nevrotrofna hipoteza (povezuje monoamine, ucinke antidepresivov in



nevroendokrinolosko teorijo), glutamatna hipoteza, motnje bioloskega ritma in citokinska

hipoteza. (8)

1.2.3 Zdravljenje depresije

Antidepresivni psihofarmaki so bili odkriti leta 1957, ko je bilo ugotovljeno antidepresivno
delovanje dveh kemijsko razli¢nih zdravil, imipramina in iproniazida. Od takrat imamo v
prakti¢ni uporabi Stevilne druge psihofarmake. Glede na kemicno sestavo jih delimo na
cikliéne in zaviralce MAO. Tricikli¢ni antidepresivi pripadajo prvi generaciji, druga
generacija pa so mono-, bi- in tetra- cikli¢ni antidepresivi. Z bioloskim raziskovanjem
depresije so se razvili antidepresivi tretje generacije, prekurzorji in selektivni zaviralci
ponovnega privzema. V S§irsi koncept antidepresivov spadajo se nevroleptiki in anksiolitki
z antidepresivnim delovanjem, pa tudi soli litija, ki delujejo antimani¢no in tudi

preventivno. (7)
Pregledna delitev antidepresivov:

— Zaviralci privzema monoaminov:

o selektivni zaviralci ponovnega privzema 5-HT (SSRI) - fluoksetin,
fluvoksamin, paroksetin, sertralin, citalopram, escitalopram, vilazodon;

o Klasi¢ni tricikliéni antidepresivi (TCA) - razlikujejo se glede na njihovo
jakost in selektivnost zaviranja ponovnega privzema NA in 5-HT:
imipramin, desipramin, amitriptilin, nortriptilin, Klomipramin;

o kombinacija zaviralcev ponovnega privzema NA in 5-HT — venlafaksin,
desvenlafaksin, duloksetin;

o zaviralci ponovnega prevzema NA - bupropion, reboksetin, atomoksetin;

o zeliséni pripravki SentjanZevke, katere glavna zdravilna ufinkovina je
hiperforin.

— Antagonisti receptorjev za monoamine — neselektivni, antagonisti¢ni ucinek na
ay adrenergi¢nih in 5-HT2 receptorjih. Lahko imajo tudi Sibke ucinke na privzem
monoamina: mirtazapin, trazodon, mianserin.

— Zaviralci monoamin oksidaz:

o ireverzibilni nekompetitivni zaviralci — neselektivni: fenelzin, tranilcipromin;

o reverzibilni MAO-A selektivni zaviralci — moklobemid.



— Agonist receptorjev za melatonin — agomelatin, agonist pri MT; in MT,

melatoninskih receptorjih in $ibek antagonist 5-HTyc. (6)
1.3 MONOAMIN OKSIDAZA

1.3.1 Monoamin oksidaza A in B

Amin oksidaze so encimi, ki katalizirajo oksidacijo aminov do aldehidov in amoniaka
(deaminacija) in se glede na vsebujoCe kofaktorje, baker in flavin adenin dinukleotid
(FAD) delijo v dva razreda, pri ¢emer encimi MAO pripadajo drugemu razredu (vsebujejo
FAD).

RCH;NH; + H,0 + O, — RCHO + NH3 + H,0,

Mehanizem MAO pri katalizi deaminacije se zacne z oksidativno cepitvijo a-CH vezi
substrata do iminov. Pri tem ima FAD klju¢no vlogo, ker sprejme protone iz amina, kar
pomeni, da FAD preide v reducirano obliko FADH,. Nadalje se intermediat imin ob
prisotnosti vode hidrolizira v aldehid in amoniak. So¢asno se kisik reducira v peroksid ob
reakciji s FADH,, ki potem preide nazaj v svojo oksidirano obliko. (9) V primeru, da se
peroksid ne metabolizira s superoksid-dismutazo, katalazo ali glutation peroksidazo, lahko
podleze Fentonovi reakciji, s ¢imer nastanejo hidroksilni radikali, ki lahko sprozijo

peroksidacijo lipidov in celi¢no smrt, kar vodi do nevroloskih moten;j. (10)

NH2 g ——NH, H,0 —0
/ MAO / 2 — ; ;“{4

Ph Ph Ph
FAD FADH,

Hz(): 0,

Slika 2: Oksidativna deaminacija amina katalizirana z MAO in kofaktorjem FAD (prirejeno po 9)

Encimi MAO se nahajajo na zunanji mitohondrijski membrani. Obstajata dve izoobliki
MAO-A in MAO-B, ki sta kodirani z locenimi geni, ki se nahajajo na kratki roki X
kromosoma. Izooblike se razlikujejo v tridimenzionalni strukturi ter imajo podobno (73%)
aminokislinsko zaporedje. (3, 10) MAO-A se med razvojem pojavi prej, vendar se raven

MAO-B po rojstvu povecuje v mozganih, Kjer njegova aktivnost tudi prevladuje. Na



splosno se razporeditev encimov MAO razlikuje po tkivih , najve¢jo koncentracijo ima v
jetrih. (10, 11, 12) Obe izoobliki enako vezeta dopamin in tiramin, vendar ima MAO-A
vecjo afiniteto do vecjih hidroksiliranih aminov, kot so serotonin, epinefrin, noradrenalin,
normetaneprin, oktopamin, MAO-B pa do manjSih nehidroksiliranih aminov, kot so
benzilamin, fenetilamin in N-metilhistamin. (13, 14) Razlog razli¢nih interakcij obeh
izoencimov s substrati in zaviralci lahko najdemo v njihovih kristalnih strukturah. V
kristalni obliki se MAO-A nahaja kot monomer, MAO-B pa kot dimer. Aktivno mesto
MAO-A je sestavljeno iz ene votline blizu povrSine membrane, medtem ko je aktivno
mesto MAO-B setavljeno iz dveh locenih votlin. Votline so definirane kot ,,vhodna
votlina“ s prostornino 290 A® in ,,substratna votlina“ s prostornino 420 A®. Loguje jih
stranska veriga Ile 199, ki sluzi kot ,vratar ter obstaja bodisi v ,,odprti ali ,zaprti“
konformaciji. Vendar lahko Ile 199 ob vezavi veéjih ligandov zavzame alternativno
konformacijo, ki omogoca zlitje obeh votlin. (9, 15, 16) Manjse aktivno mesto MAO-B
omogoca vezavo manj$ih hidrofobnih molekul, tako da je dostop vecjih hidroksiliranih
aminov, kot je 5-HT, omejen. Pri MAO-A je to mogoce, ker ima Siroko aktivno mesto, ki

omogoca vezavo ve¢jih MAO-A selektivnih substratov. (10)

1.3.2 Vloga MAO pri Parkinsonovi bolezni

Za PB je znalilna progresivna izguba dopaminergi¢nih nevronov v substanci nigri,
iz¢rpanost DA v striatumu, abnormalne mitohondrijske in proteasomske funkcije ter
kopicenje a-sinukleina. Znanstveniki domnevajo, da je povecanje koncentracije DA in
dopaminergi¢na nevrodegeneracija povezana z oksidativnim stresom, ki izhaja iz povecane
proizvodnje H,O, ki nastane med oksidativno deaminacijo DA z MAO. Raziskave so tudi
potrdile, da aktiviran MAO povzroca agregacijo a-sinukleina, kar je lahko vzrok za
zgodnji parkinsonizem. Zaviranje MAO ali kelacija Zeleza povzro¢a nevroprotektivne
ucinke. Dopaminergi¢na celicna smrt v substanci nigri je povezana z izrazitim zniZanjem
glutationa in disfunkcijo mitohondrijev. Ta dejstva kazejo, da je MAO vpleten v
nevrodegenerativno patogenezo PB, ki se kaZe kot poveCan oksidativni stres in glavno

poslabsanje poti glutationa. (2)

1.3.3 Vloga MAO pri depresiji
Z odkritjem antidepresivnega ucinka zaviralcev MAO s0 se znanstveniki osredotocili na
mozZnost, da bi lahko spremenjene vrednosti izrazanja encimov MAO povzrocile nekatere

oblike depresivnih motenj. Polimorfizmi gena MAO-A so povezani s Stevilnimi



vedenjskimi lastnostmi. Zmanj$ana encimska aktivnost je povezana z nasilnim vedenjem
in agresijo, medtem ko je prekomerna ekspresija lahko povezana z depresijo. Ta dejstva
skupaj s hipotezo biogenih aminov (kateholaminska h.) zagotavljajo teoreti¢éno podlago za
uporabo zaviralcev MAO za zdravljenje afektivnih motenj. Vrednosti ravni izrazanja
MAO-A, ki so jih doloc¢ili z raziskovalno studijo pri bolnikih z mejno motnjo osebnosti, so
bile v korelaciji z resnostjo simptomov. Zanimivo je, da se je celotna ekspresija MAO-A v
prefrontalni skorji in prednjem cingularnem korteksu pri bolnikih s hudo mejno motnjo
osebnosti v primerjavi s kontrolno skupino povecala za 43% oziroma 42%. (14) Taksno
zviSanje aktivnosti MAO bi lahko privedlo do zmanjSanja sinapti¢nih ravni DA, NA in 5-
HT. Starim podganam se aktivnost MAO-A eksperimentalno zvisa z dajanjem
glukokortikoidov, kar podpira idejo, da stres, ki poveca izlo¢anje glukokortikoidov, lahko
povzro¢i povecanje MAO-A pri ljudeh in v skladu s kateholaminsko hipotezo depresije

posledi¢no zmanjsa sinapti¢ne ravni monoaminskih zivénih prenasalcev. (10)

1.3.4 Zaviralci MAO

Zaviralce MAO, ki so v klini¢ni praksi, lahko razdelimo v tri skupine:

— Ireverzibilne neselektivne MAOI — fenelzin, tranilcipromin
— Ireverzibilni selektivni MAOI-B — selegilin, razagilin
— Reverzibilni selektivni MAOI-A — moklobemid (17)

Ceprav ireverzibilni zaviralci kaZejo visoko ucinkovitost, manj$o farmakokineti¢no
obcutljivost, ter daljse trajanje delovanja, imajo reverzibilni zaviralci varnejsi profil. (18)
Zdravniki se zaradi nezelenih ucinkov izogibajo predpisovanju MAOI. Resni nezeleni
ucinki pri MAOI so izredno redki, tiste, ki so pogosti, neugodni in zivljenjsko neogrozujoci
pa se lazje prenasa. (12, 13) Toksi¢nosti, ki do povezane z zaviralci MAO, so predvsem
serotoninski sindrom in ,,efekt sira“. Serotoninski sindrom je rezultat kombinacije MAOI-
A in zdravila, kot je fluoksetin (SSRI), ali triciklicnih antidepresivov (neselektivni
zaviralci ponovnega privzema serotonina). Znacilni simptomi so zmedenost in vzburjenost,
nevromuskularna in avtonomna hiperaktivnost, vkljuéno s hiperpireksijo. Hipertenzivna
reakcija, ki je poimenovana kot ,,efekt sira®, nastane zaradi tiramina (nahaja se v siru, ter
fermentiranih in prezrelih zivilih), ki se ne metabolizira zaradi zaviranja MAO. Tiramin
nato krozi v perifernem tkivu, kjer lahko deluje na povecano sproscanje norepinefrina, kar

povzro¢i nenadno poviSanje krvnega pritiska. V primeru upoStevanja omejitev pri prehrani



in zdravilih najverjetneje ne bi prislo do taksnih reakcij. Nekateri MAOI povzrocajo znatno
povecanje telesne mase, kar mnoge paciente odvraca od njihove uporabe. V povprecju se
bolj pojavlja pri uporabi fenelzina kot tranilcipromina, vendar je tezko oceniti dejavnike, ki
vplivajo na povecanje telesne mase pri depresivnih bolnikih. (10, 13) Selegilin, ki se redno
uporablja v terapiji PB, ima za metabolite L-amfetamin in L-metamfetamin, ki so manj
psihoaktivni kot njihovi D-enantiomeri, vendar lahko povzrocijo kardiovaskularne tezave
in v ve¢jih koncentracijah pove€ajo stopnjo apoptoze. V primerjavi s selegilinom, je
razagilin moc¢nejsi in bolj selektiven MAOI-B ter nima amfetaminu podobnih metabolitov.
Studije so tudi pokazale, da razagalin zaradi propargilaminske skupine deluje
nevroprotektivno. (19) Glede reverzibilnih MAOI-A se pojavlja vprasanje, ¢e imajo
antidepresivni ucinek tudi pri odmerkih, ki ne povzroéajo ,.efekta sira®“. V $tudijah je
moklobemid pokazal antidepresiven u¢inek podoben triciklicnim antidepresivom in boljse
prenasanje v primerjavi S triciklicnimi antidepresivi in SSRI, vendar v primerjavi z
neselektivnimi MAOI je manj u¢inkovit. (10) Edini reverzibilni MAOI-B, ki je bil 2014 v
klinicnem preizkuSanju ter ga je 2015 odobrila Evropska agencija za zdravila (EMA), je
safinamid. (20) Safinamid ima linearno strukturo, ki omogoca, da se prilega v obe votlini
(vhodno in substratno) encima MAO-B, kar omogoca visoko stopnjo selektivnosti in
afiniteto za MAO-B. Poleg zaviranja MAO ima spojina tudi dodatne farmakoloske
lastnosti, kot so zaviranje napetostno odvisnih natrijevih in kalcijevih kanalCkov ter

zaviranje glutamatergi¢nega prenosa, kar omogoca nevroprotektivne lastnosti. (10, 14)

H
N,

Fenelzin Tranilcipromin NH2

N/ H
o= Y

Selegilin Razagilin

HN —
Cl—@——\< v b
0) N o/

Moklobemid

NH;
O/\}N‘ /er 2
F o)
©/\O
Safinamid

Slika 3: Pregled zaviralcev MAO

\
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1.3.5 Prihodnje raziskave na podrocju MAO

Zaviralci MAO-A in MAO-B imajo Sirok spekter terapevtskih moznosti. Nekateri se
kazejo kot koristni za zdravljenje specificnih nevrodegenerativnih motenj, kapi in zlorabe
drog v samostojni obliki ali v kombinaciji z drugimi zdravili. Pravzaprav je njihova
vecplastna narava lahko prednost, ki jih dela primerne za zdravljenje vecih motenj. Nove
administrativne poti ter predzdravila odpirajo obetavne poti za razvoj selektivnin MAOI, ki
ne bodo povzrocali ,efekta sira“. Razvoj zdravil, ki zdruzujejo ve¢ vrst aktivnega
delovanja in so morda u¢inkoviti za ve¢ kot eno bolezen, je lahko koristen pri zdravljenju
nevropsihiatri¢nih in nevroloskih motenj; kombinacije zdravil na podlagi mehanizmov pa
lahko izboljsajo uéinkovitost pri PB in drugih boleznih. Dosedanje raziskave so pokazale,
da je nevroprotektivno delovanje MAOI kompleksno in v nekaterih primerih neodvisno od
zaviranja MAO. MAOI so prispevali k razumevanju mehanizmov, ki so povezani z

nevroprotekcijo, in so zagotovili nadaljnji razvoj nevroprotektivnih zdravil. (10, 21)
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2 NAMEN DELA

Veliko studij potrjuje potrebe po novih zaviralcih MAO, predvsem zaradi
nevroprotektivnih lastnosti. Trenutno je velik interes po selektivnih zaviralcih MAO-B kot

potencialnih zdravilih za zdravljenje nevroloskih moten;j.

Ravno iz teh razlogov se bomo v magistrskem delu osredotocili na sintezo novih spojin, Ki
bi selektivho zavirale MAO-A in MAO-B. Spojine, ki bodo predmet sinteze, so bile
nacértovane na osnovi zaviralca MAO-B (E)-4-(4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina.
Kot osnovni del strukture nam bo sluzil 1-propargil-4-stirilpiperidin, pri katerem pa bomo
piperidinski obro¢ zamenjali s pirolidinskim (slika 4). Obdrzali bomo propargilni fragment,
Ki je pomemben za zaviralno delovanje spojin na encim MAO. Ob prisotnosti dvojne vezi
v strukturi je mozna cis in trans konfiguracija, ki vpliva na selektivhost MAO-A/B.
Pripravili bomo cis, trans in tudi reducirane derivate s piperidinskim in pirolidinskim
obro¢em in primerjali jakost delovanja in selektivnost MAO-A/B. Na aromatski obro¢
bomo uvajali tudi razline substituente na razlicnih pozicijah (slika 4). Konéne
sintetizirane spojine bomo ovrednotili in testirali njihovo zaviralno delovanje na MAO-A
in MAO-B.

B propargilna skupina HN

2-fluoro
3-fluoro
4-fluoro
‘ . 2-kloro-4-fluoro

| -propargil-4-stirilpiperidin

2 =

Slika 4: Shema nad¢rtovanih novih potencialnih zaviralcev MAO na osnovi 1-propargil-4-stiril piperidina
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

Topila, reagente, susilna sredstva in pline, ki smo jih uporabljali pri eksperimentalnem
delu, smo pridobili od proizvajalcev Acros Organics (Belgija), Carlo Erba (ltalija), Gram-
Mol in Kemika (Hrvaska), Merck (Nem¢ija), Sigma-Aldrich (ZDA).

3.1.1 Reagenti

Boc,O, piperidin-3-karboksilna kislina, TBTU, HOBt, N,O-dimetilhidroksilamin
hidroklorid, trietilamin, 4-fluorobenzilklorid, trifenilfosfin, LiAlH;, NaHCO3;, KHMDS,
Pd/C, K,COg3, propargilbromid.

3.1.2 Topila
Dioksan, 1M NaOH, dietileter, etilacetat, diklormetan, brezvodni THF, heksan, eter,
petroleter, metanol.

3.1.3 Aparature

Analitska tehtnica Mettler Toledo PB403-S, Zarilna piStola Einhell TC-HA 2000/1,
magnetno mesalo z grelnikom IKA® RCT basic IKAMAG™, rotavapor Biichi Waterbath
B-480, UV detektor CAMAG UV-Cabinet Il, steklovina.

3.1.4 Programska oprema
Kemijske strukture in reakcijske sheme so izdelane v programu ChemDraw Professional
verzija 16.0.1.4 (77) podjetja CambridgeSoft.

3.2 Metode

3.2.1 Kromatografske metode

Tankoplastna kromatografija (TLC)

Tankoplastna kromatografija je metoda, ki locuje komponente iz zmesi na osnovi njihove
razli¢ne polarnosti. Uporabljali smo jo z namenom, da bi lahko spremljali potek reakcije in
dolocali ¢istost spojin. Za stacionarno fazo smo uporabili silikagel v nanosu debeline 0,20
mm na aluminijskem nosilcu plos¢ice znamke Merck TLC Silica gel 60 Fyss. Razlicne
mobilne faze: etilacetat, heksan, eter in petroleter smo uporabljali v razli¢nih razmerjih.

Vsaka posamezna sinteza v nadaljevanju ima navedeno svojo MF. S pomoc¢jo UV svetilke
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valovne dolzine 254 nm in 366 nm smo detektirali spojine, katere smo tudi orosili z
ninhidrinom ali 2,4-dinitrofenilhidrazinom. Z ninhidrinom smo detektirali amine in

karbamate, z 2,4-dinitrofenilhidrazinom pa aldehide.

Kolonska kromatografija

Konéne spojine vsake stopnje smo Cistili s kolonsko kromatografijo. Kot stacionarna faza
je bil uporabljen silikagel Merck Silica gel 60 velikosti 0,040-0,063 mm. MF razli¢nih
kombinacij so navedene pri vsaki izloaciji. Velikost kolone vsake izolacije je bila dolo¢ena

v odvisnosti od koli¢ine vzorca.

Tekocinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC)

Kon¢nim sintetiziranim spojinam smo dolocili Cistost S pomocjo visokotlacne tekocinske
kromatografije na aparaturi Agilent 1100LC (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Uporabili smo kolono Agilent Eclipse Plus C18 (5 pm, 4.6 x 150 mm) pri
temperaturi 25 °C, volumen injiciranja 15 pL, koncetracijo vzorca 0.2 mg/mL v
acetonitrilu; hitrost pretoka 1.0 mL/min; detekcija pri A = 220 nm. Mobilna faza A je bila
0.1% TFA (v/v) v vodi, B pa je predstavljal acetonitril. Gradient (za MF B): 0-12 min,
10%-90%; 12—-14 min, 90%; 14-15 min, 90%-10%.

3.2.2 Spektroskopske metode

Jedrska magnetna resonanca (NMR)

Spektre smo posneli na Fakulteti za Farmacijo, na aparaturi Bruker Avance 111. *H NMR
smo posneli pri 400 MHz pri vseh spojinah, pri kon&nih spojinah pa smo posneli tudi *C
NMR pri 100 MHz. Vzorci so bili raztopljeni v devteriranem topilu CDCls;. Za interni
standard smo uporabili TMS.

Masna spektrometrija (MS)
Masni spektri so bili posneti na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani, in sicer na aparaturi VG-

Analytical Autospec Q proizvajalca Micromass, s tehnikama ESI in ESI-HRMS.

Infrardeca spektroskopija (IR)
IR spektre smo posneli na Fakulteti za Farmacijo, in sicer na aparaturi Perkin Elmer 1600
FT-IR.
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3.2.3 Dolocanje talis¢a
Konénim spojinam smo na ogrevalni mizici dolocili talilne intervale s Koflerjevim

mikroskopom znamke Leica ter termometrom 52 11 Thermometer znamke Fluke.

3.2.4 BioloSko testiranje
Biolosko testiranje MAO-A in MAO-B je bilo izvedeno na Fakulteti za Farmacijo pod

strokovnim vodstvom asist. dr. Damijana Kneza, mag. farm.

Vzorce smo pripravili po padajoc¢i koncentraciji zaviralcev tako, da smo jih razred¢ili z
DMSO. Najprej smo nanesli DMSO (kontrola) oziroma raztopino sintetiziranega zaviralca
v DMSO, na koncu pa encim MAO-A ali MAO-B in pustili inkubirati pri 37 °C 15 minut.
Sledil je dodatek barvila Amplex Red®, HRP ter p-tiramina (substrat). Encimsko reakcijo
smo spremljali z merjenjem fluorescence (Aexcit = 530 NM, Aem = 590 nm). Amplex Red®
reagira s peroksidom v prisotnosti HRP, pri ¢emer nastane resorufin, ki fluorescira.
Reakcija je zaradi prisotnosti roza barve vidna tudi s prostim oesom. Ce pa se na encim
MAO-A/B veze zaviralec in ga zavira, pa ne pride do nastanka peroksida, zato tudi ne
nastaja resorufin, roza barva ni prisotna ali pa le v majhni meri. Vrednosti rezidualne

aktivnosti (RA) smo dolo¢ili pri 100 uM in izra¢unali po formuli:

v naklon=hitrost
V. hitrost naras¢anja fluorescence ob prisotnosti nase spojine
RA(%)=—2""r_ 5 100%
0 MO - Vorez 9 Vpwso hitrost naracanja fluorescence ob prisotnosti DMSO in

odsotnosti nase spojine

Vbrez hitrost naras¢anja fluorescence v odsotnosti encima

S pomoéjo 4- parametriéne Hillove enatbe smo Se dolocili vrednost ICso, ki je
koncentracija spojine, pri kateri je RA 50% oziroma pri kateri pride do 50% zaviranja

delovanja encima.

P-TIRAMIN IMIN

MAO-A/B /@N 2 W
—_—
0
HO m HO \ HO
FAD NH;

FADH,

0,

Ho o OH HO. o 0
Hy0,
HRe P
N N
o)\

AMPLEX RED KINON RESORUFIN

Slika 5:Prikaz reakcije encima MAO-A/B ob prisotnosti barvila Amplex Red®

15



4 EKSPERIMENTALNI DEL

4.1 Sinteza 1-(terc-butoksikarbonil)piperidin-4-karboksilne kisline (1)

S
m ¥ i )\
1. NaOH, dioksan, H,O o N

o) 2. BOG,0 v dioksanu
2 oy

?

OH
OH

Slika 6: Shema sinteze spojine 1

Sintezni postopek |

Zaceli smo s piperidin-4-karboksilno kislino (93%, 7,75 g, 60,0 mol, 129,157 g/mol), ki
smo jo raztopili v 40 ml 1M NaOH, 40 ml dioksana in 40 ml destilirane vode v 250 ml
bucki. Raztopino smo dali na ledeno kopel, ker smo jo Zeleli ohladiti na 0 °C. Med
mesanjem smo dodali 17,074 g di-terc-butil dikarbonata (Boc,0) v prebitku, predhodno
raztopljenega v 40 ml dioksana. Reakcijsko zmes smo pustili mesati pri sobni temperaturi
preko noci. Po poteku reakcije smo na rotavaporju odparili polovi¢no koli¢ino topil v
bucki. Preostalo reakcijsko zmes smo prenesli v 1ij lo¢nik in ekstrahirali z 2x80 ml
dietiletra. Vodno fazo smo nakisali z 1M HCI do pH 2-3 ter zatem ekstrahirali v liju
lo¢niku z 2x100 ml etilacetata. ZdruZene organske faze smo susili s suSilnim sredstvom

Na SO, ki smo se ga nato znebili s filtracijo. Na rotavaporju smo na koncu odparili topilo.

Tabela 1: Analizni podatki spojine 1

Izgled bela amorfna snov
MF etilacetat/heksan=1/1
Rf 0,27

Izkoristek 96,4%

Talis¢e [°C] 164-165 °C

'H-NMR (400 MHz, CDCls): 6 (ppm)

1.43-1.53 (m, 1H), 1.45 (s, 9H), 1.59-1.75 (m, 2H), 2.03-2.09 (m, 1H), 2.48 (tt, J = 10.2, 4.0 Hz,
1H), 2.82-2.89 (m, 1H), 3.03 (dd, J= 12.7, 10.6 Hz, 1H), 3.88 (td, J = 13.3, 4.0 Hz, 1H), 4.08-4.15
(m, 1H), 8.67 (bs, 1H)
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4.2 Sinteza terc-butil 4-(metoksi(metil)karbamoil)piperidin-1-karboksilata (2)

)\ / TBTU, HOBt, Er,N )\
DMAP, CH,Cl, fo) N

+ e — ]

o N HT (°C —3m=s0bna temp.
HCl (0]
0 o)
~
OH s

L 2 |

Slika 7: Shema sinteze spojine 2

Sintezni postopek 11

Zasciteno spojino smo raztopili v 50 ml diklormetana. Raztopino smo dali na ledeno kopel
ter dodali sklopitveni reagente TBTU in HOBt ter pustili mesati 15 minut na 0 °C. Med
mesanjem na 0 °C smo dodali N,O-dimetilhidroksilamin x HCI, trietilamin in katalizator
DMAP. Zmes smo pustili mesati $e pol ure na 0 °C, preden smo odstranili ledeno kopel in
pustili reakcijsko zmes mesati preko no¢i pri sobni temperaturi. Reakcijski zmesi smo na
rotavaporju odparili diklormetan ter preostanku v buci dodali 70 ml etilacetata. Zmes smo
ekstrahirali v liju lo¢niku z 2x40 ml 10% citronske Kisline, 2x40 ml NaHCO3; 40 ml
preciscene vode in z 40 ml nasicene raztopine NaCl. Vodno fazo smo zavrgli, organsko

fazo pa susili z Na,SQO, in filtrirali, nato smo jo dali na rotavapor, da smo odparili topilo.

Dobili smo oljnat produkt, ki smo ga o¢istili s kolonsko kromatografijo.

Tabela 2: Zatehte reagentov pri sintezi reagentov pri sintezi spojine 2

Spojina 1 16,88 g; 73 mmol; 229,7 g/mol

TBTU 26 g; 80,96 mmol; 321,08 g/mol

HOBt 13,52 g; 88,32 mmol; 153,13 g/mol
N,O-dimetilhidroksilamin x HCI 7,9 g; 80,96 mmol; 97,55 g/mol

Et;N 30,81 ml; 0,725 g/mol; 220,8 mmol; 101,19 g/mol
DMAP 0,9 g; 7,36 mmol; 122,17 g/mol
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Tabela 3: Analizni podatki spojine 2

Izgled brezbarvna oljnata snov
MF etilacetat/heksan=2/1
Rf 0,30

Izkoristek 86,6%

Talis¢e [°C] 89-91 °C

'"H-NMR (400 MHz, CDCl5): 6 (ppm)
1.41-1.52 (m, 1H), 1.44 (s, 9H), 1.58-1.73 (m, 2H), 1.87-1.94 (m, 1H), 2.68 (tt, J = 12.8, 2.9 Hz,
1H), 2.72-2.82 (m, 1H), 2.86 (t, J = 11.7 Hz, 1H), 3.17 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 4.05-4.15 (m, 2H)

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

o}
I M
J\ 0 0/ TBTU, Et;N 0 N 0
0 N + | HCI DMAP, CH,CI,
NH 09C —m=s0bna temp.
N

/
OH /
o}

\

(7%

Slika 8: Shema sinteze spojine 3

Sintezni postopek

Imeli smo Ze pripravljeno zasciteno pirol-3-karboksilno kislino, ki smo jo raztopili v 25 ml
diklormetana in dali na ledeno kopel. Dodali smo sklopitveni reagent TBTU in pustili
mesati 15 minut na 0 °C. Zatem smo dodali se N,O-dimetilhidroksilamin x HCI, trietilamin
in katalizator DMAP in pustili meS$ati Se pol ure na ledeni kopeli. Reakcijo smo pustili
potekati ¢ez noc pri sobni temperaturi. Zjutraj smo izolacijo izvedli po sinteznem postopku
.

Tabela 4: Zatehte reagentov pri sintezi regentov pri sintezi spojine 3

ZascCitena spojina 1,2915 g; 6,0 mmol; 215,25 g/mol

TBTU 2,12 g; 6,6 mmol; 321,08 g/mol
N,O-dimetilhidroksilamin x HCI 0,645 g; 6,6 mmol; 97,55 g/mol

EtzN 2,5 ml; 18,0 mmol; 101,19 g/mol; 0,725 g/ml
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DMAP 67,5 mg; 0,6 mmol; 122,17 g/mol

Tabela 5: Analizni podatki spojine 3

Izgled brezbarvna oljnata snov
MF etilacetat/heksan=2/1
Rf 0,28

Izkoristek 69,0%

'"H-NMR (400 MHz, CDCl5): 6 (ppm)

1,47 (s, 9H, (CHa)3); 2,02-2,24 (m, 2H, 2x Pirolidin-H); 3,21 (s, 3H, NCH3); 3,30-3,39 (m, 2H, 2x
Pirolidin-H); 3,42-3,47 (m, 1H, Pirolidin-H); 3,49-3,64 (m, 2H, 2x Pirolidin-H); 3,73 (s, 3H,
OCHjy)

ESI-MS (C1,H2N,0,Na): 281,55 (M+Na’)

Vmesna stopnja | - Priprava Wittigovega reagenta

4.4 Sinteza trifenil(4-fluorobenzil)fosfonijevega klorida (4) in (2-

fluorobenzil)trifenil fosfonijevega klorida (5)
Sintezni postopek vmesne stopnje |

Raztopini 4-fluorobenzilklorida (2-fluorobenzilklorida) in 15 ml acetonitrila smo dodali
trifenilfosfin. Reakcijsko zmes smo pustili mesati preko noc¢i in segrevali pod refluksom.
Po 12 urah smo odparili topilo. Surov produkt smo o¢istili z filtracijo z odsesavanjem z

dodatkom 5 ml diklormetana in 5 ml dietiletra.

Cl

uuomml Q\

Slika 9: Shema sinteze spojine 4
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Tabela 6: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 4

4-fluorobenzil klorid 2,4 ml; 20 mmol; 1,207 g/ml; 144,58 g/mol
trifenil fosfin 5,24 g; 20 mmol; 262,3 g/mol

Tabela 7: Analizni podatki spojine 4

Izgled bela kristalini¢na snov

Izkoristek 92,6%

P -
acetonitril Q\ pt
-+ e =
Cl

F
2
Slika 10: Shema sinteze spojine 5
Tabela 8: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 5
2-fluorobenzil klorid 1,18 ml; 10 mmol; 1,216 g/ml; 144,58 g/mol
trifenil fosfin 2,623 g; 10 mmol; 262,3 g/mol

Tabela 9: Analizni podatki spojine 5

Izgled bela kristalini¢na snov

Izkoristek 54,4%

4.5 Sinteza terc-butil 4-formilpiperidin-1-karboksilata (6)
o S

O)\N 1. THF, LiAlH,4 O)\N
o 2. NaHCO; O\(
- ) (0]

Y i s H
2 | 6

Slika 11: Shema sinteze spojine 6
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Sintezni postopek 111

Spojino smo raztopili v 10 ml brezvodnega THF. Reakcijsko zmes smo mesali ter nato
hladili na ledeni kopeli, pri ¢emer smo imeli zagotovljeno atmosfero z argonom. Dodali
smo 1,5 ekvivalenta LiAlIH4 po obrokih, ker je mocan reducent in burno reagira. Pustili
smo mesSati 1,5 ure na ledeni kopeli. Potem smo reakcijo ustavili s 15 ml nasi¢ene
raztopine NaHCOg3, ki smo jo dodali po kapljicah. Sledila je ekstrakcija z 3x40 ml
etilacetata, 40 ml precis¢ene vode in 40 ml nasi¢ene raztopine NaCl. ZdruZene organske
faze smo suSili z Na,SQ,4, odfiltrirali in odparili topilo na rotavaporju. Z dobljenim
produktom smo takoj nadaljevali v naslednji stopnji, tj. sintezni postopek IV, ker je
aldehid, dobljen pri sinteznem postopku 111, nestabilen.

Tabela 10: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 6

Spojina 2 8,165 g; 30 mmol; 272,17 g/mol
LiAIH, 1,707 g; 45 mmol; 37,95 g/mol

Tabela 11: Analizni podatki spojine 6

Izgled oljnata snov svetlo rumene barve
MF etilacetat/heksan=2/1

Rf 0,6

Izkoristek 80%

4.6 Sinteza terc-butil 3-formilpirolidin-1-karboksilata (7)
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Slika 12: Shema sinteze spojine 7

Sintetizirana po sinteznem postopku I11.
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Tabela 12: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 7

Spojina 3 2,06 g; 8 mmol; 258,16 g/mol
LiAIH, 0,4554 g; 12 mmol; 37,95 g/mol

Tabela 13: Analizni podatki spojine 7

Izgled oljnata snov svetlo rumene barve
MF etilacetat/heksan=2/1

Rf 0,58

Izkoristek 92%

4.7 Sinteza terc-butil (E)-4-(2-fluorostiril)piperidin-1-karboksilata (8) in terc-
butil (Z)-4-(2-fluorostiril)piperidin-1-karboksilata (9)

o M
. >
Pt sl

Q\p'*' HO)\N KHMDS v toluenu o

ci ¥ o \ ?

o
H
= F
5 6 8

Xk

Slika 13: Shema sinteze spojin 8 in 9

Sintezni postopek 1V

Ohlajeni raztopini spojine 5 v 20 ml brezvodnega THF smo dodali 1,05 ekvivalenta
KHMDS po kapljicah. Reakcijsko zmes smo pri sobni temperaturi mesali eno uro, nato
smo po kapljicah dodali sintetizirani aldehid, raztopljen v brezvodem THF. Ob dodatku
aldehida je bila prisotna sprememba barve iz temno rdece v oranzno. Reakcijo smo pustili
te¢i Cez no¢ pri sobni temperaturi. Postopek je imel zagotovljeno atmosfero z argonom.
Reakcijo smo ustavili s 40 ml prec¢iséene vode, pri ¢emer smo opazili spremembo barve iz
svetlo rdece v rumeno. Nadaljevali smo z ekstrakcijo v liju lo¢niku. Vodno fazo smo
spirali z 2x70 ml etilacetata. Zdruzene organske faze smo spirali s 50 ml destilirane vode in

50 ml nasi¢ene raztopine NaCl. V organski fazi je bila prisotna rumena barva. Organsko
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fazo smo susili z NaSO; ter filtrirali in rotavapirali. Potem je sledilo ¢iS¢enje produkta s

kolonsko kromatografijo. Dobili smo cis in trans konformaciji produkta.

Tabela 14: Zatehte reagentov pri sintezi spojin 8 in 9 in izkoristek

Spojina 6 1,065 g; 5 mmol; 213,14 g/mol
Fosfonijeva sol spojine 5 (v prebitku) 2,118 g; 5 mmol; 423,6 g/mol
0,5M KHMDS v toluenu 10,5 ml; 5,25 mmol

Izkoristek 58% (cis in trans)

Tabela 15: Analizni podatki spojine 8

Izgled olje
MF eter/petroleter=1/10
Rf 0,14

'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,36 (dt, 1H, J;= 4,2 Hz, J,= 12,3 Hz, Piperidin-H); 1,39 (dt, 1H, J;= 4,2 Hz, J,= 12,3 Hz,
Piperidin-H); 1,46 (s, 9H, (CHs)s); 1,70-1,77 (m, 2H, 2x piperidin-H); 2,23-2,33 (m, 1H, piperidin-
H); 2,76 (t, 1H, J= 11,0 Hz, 2x piperidin-H); 4,12 (rs, 2H, 2x piperidin-H); 6,20 (dd, 1H, J;= 7,0
Hz, J,= 16,1 Hz, Ar-CH=CH); 6,53 (d, 1H, J= 16,1 Hz, Ar-CH=CH); 6,99 (ddd, 1H, J;= 1,2 Hz,
J,= 8,1 Hz, J;= 10,8 Hz, ArH); 7,05 (dt, 1H, J,;= 1,2 Hz, J,= 7,6 Hz, ArH); 7,12-7,18 (m, 1H,
ArH); 7,41 (dt, 1H, J;= 1,8 Hz, J,= 7,7 Hz, ArH)

Tabela 16: Analizni podatki spojine 9

Izgled olje
MF eter/petroleter=1/10
Rf 0,16

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,27-1,40 (m, 2H, 2xPiperidin-H); 1,43 (s, 9H, (CHz3)3); 1,56-1,62 (m, 2H, 2xPiperidin-H); 2,44-
2,54 (m, 1H, Piperidin-H); 2,61-2,70 (m, 2H, 2xPiperidin-H); 4,09 (rs, 2H, 2xPiperidin-H); 5,53
(dd, 1H, J;= 10,2 Hz, J,= 11,6 Hz, Ar-CH=CH); 6,33 (d, 1H, J= 11,6 Hz, Ar-CH=CH); 6,96 (ddd,
1H, J;= 1,3 Hz, J,= 8,2 Hz, J;= 10,8 Hz, ArH); 7,00-7,10 (m, 2H, ArH); 7,17-7,22 (m, 1H, ArH)

23



4.8 Sinteza terc-butil (E)-4-(3-fluorostiril)piperidin-1-karboksilata (10) in
terc-butil (2)-4-(3-fluorostiril)piperidin-1-karboksilata (11)
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Slika 14: Shema sinteze spojin 10 in 11

Sintetizirana po sinteznem postopku IV.

Tabela 17: Zatehte reagentov pri sintezi spojin 10 in 11 in izkoristek

Spojina 6 1,3 g; 6,1 mmol; 213,14 g/mol
Fosfonijeva sol (v prebitku) 4,1 g; 10 mmol; 423,6 g/mol
0,5M KHMDS v toluenu 21 ml; 10,5 mmol

Izkoristek 56% (cis in trans)

Tabela 18: Analizni podatki spojine 10

Izgled bela oborina

MF etilacetat/heksan=1/2

Rf 0,67

Talis¢e [°C] 45-46°C

ESI-MS C1sH24FNO,Na: 328,40 (M+Na®)

'H (400 MHz, CDCl5): & (ppm)

1,31-1,44 (m, 2H, 2x piperidin-H); 1,47 (s, 9H, (CHs),); 1,71-1,78 (m, 2H, 2x piperidin-H); 2,23-
2,33 (m, 1H, piperidin-H); 2,78 (t, 1H, J= 12,2 Hz, 2x piperidin-H); 4,13 (rs, 2H, 2x piperidin-H);
6,15 (dd, 1H, J,= 6,8 Hz, J,= 16,0 Hz, Ar-CH=CH); 6,35 (d, 1H, J= 16,0 Hz, Ar-CH=CH); 6,91-
6,97 (m, 2H, ArH); 6,89 (ddt, 1H, J;= 0,9 Hz, J,= 2,6 Hz, J;= 8,4 Hz, ArH); 7,02-7,06 (m, 1H,
ArH); 7,07-7,11 (m, 1H, ArH); 7,25 (td, 1H, J;= 5,8 Hz, J,= 8,0 Hz, ArH)

BC NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)

28,43; 31,63; 39,28; 43,39; 79,38; 112,40 (d, Jcr= 21,3 Hz); 113,82 (d, Jcr = 21,3 Hz); 121,90 (d,
Jop= 2,2 Hz); 127,44 (d, Jc ¢ = 2,1 Hz); 129,88 (d, Jcr = 8,9 Hz); 135,72; 139,84 (d, Jcr = 7,3 H2);
154,80; 163,07 (d, Jcr = 245,1 Hz)
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Tabela 19: Analizni podatki spojine 11

Izgled rahlo rumeno olje

MF etilacetat/heksan=1/2

Rf 0,70

ESI-MS CigH2sFNO,Na: 328,42 (M+Na")

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,35 (dt, 1H, J;= 3,9 Hz, J,= 12,4 Hz, Piperidin-H); 1,38 (dt, 1H, J;= 3,7 Hz, J,= 12,2 Hz,
Piperidin-H); 1,46 (s, 9H, (CHaj)3); 1,60-1,69 (m, 2H, 2xPiperidin-H); 2,62-2,77 (m, 3H,
3xPiperidin-H); 4,09 (rs, 2H, 2xPiperidin-H); 5,50 (dd, 1H, J;= 10,2 Hz, J,= 11,6 Hz, Ar-CH=CH);
6,35 (d, 1H, J= 11,6 Hz, Ar-CH=CH); 6,91-6,97 (m, 2H, ArH); 6,99-7,01 (m, 1H, ArH); 7,27-7,32
(m, 1H, ArH)

BC NMR (100 MHz, CDCl5): & (ppm)

28,41; 31,89; 35,07; 43,47; 79,35; 113,58 (d, Jc r = 21,3 Hz); 115,17 (d, Jcr = 21,3 Hz); 124,18 (d,
Jop= 2,9 Hz); 127,22 (d, Jor = 2,2 Hz); 129,70 (d, Jcr = 8,2 Hz); 137,61; 139,62 (d, Jor = 8,2 Hz):
162,68 (d, Jc r = 245,3 Hz)

4.9 Sinteza terc-butil (E)-4-(2-kloro-4-fluorostiril)piperidin-1-karboksilata
(12) in terc-butil (2)-4-(2-kloro-4-fluorostiril)piperidin-1-karboksilata (13)
o>\_o§L
OR , 2 >
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Slika 15: Shema sinteze spojin 12 in 13
Sintetizirana po sinteznem postopku IV.
Tabela 20: Zatehte reagentov pri sintezi spojin 12 in 13 in izkoristek
Spojina 6 1,3g; 6,1mmol; 213,14g/mol
Fosfonijeva sol (v prebitku) 4,4g; 10mmol; 441,3g/mol
0,5M KHMDS v toluenu 21ml; 10,5mmol
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Izkoristek 52% (cis in trans)

Tabela 21: Analizni podatki spojine 12

Izgled bela oborina

MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,68

Talis¢e [°C] 90-92°C

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,36 (dt, 1H, J;= 4,1 Hz, J,= 12,4 Hz, piperidin-H); 1,39 (dt, 1H, J;= 4,2 Hz, J,= 12,3 Hz,
piperidin-H); 1,46 (s, 9H, (CHs)3); 1,72-1,79 (m, 2H, 2x piperidin-H); 2,27-2,36 (m, 1H, piperidin-
H); 2,77 (t, 1H, J= 11,4 Hz, 2x piperidin-H); 4,13 (rs, 2H, 2x piperidin-H); 6,04 (dd, 1H, J;= 6,9
Hz, J,= 15,9 Hz, Ar-CH=CH); 6,67 (d, 1H, J= 15,9 Hz, Ar-CH=CH); 6,92 (dt, 1H, J;= 2,6 Hz, J,=
8,4 Hz, ArH); 7,07 (dd, 1H, J;= 2,6 Hz, J,= 8,5 Hz, ArH); 7,44 (dd, 1H, J;= 6,1 Hz, J,= 8,8 Hz,
ArH)

C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)

28,40; 31,63; 39,47; 43,69; 79,36; 114,17 (d, Jcr = 21,3 Hz); 116,62 (d, Jc = 24,3 Hz); 123,83 (d,
Jer= 1,4 Hz); 127,51 (d, Jcr = 8,1 Hz); 131,84 (d, o = 3,7 Hz); 133,09 (d, Jcr = 9,7 Hz); 136,95
(d, Jeg= 2,2 Hz); 154,77; 161,40 (d, Jc £ = 249,6 Hz)

ESI-MS C1gH23CIFNO,Na: 362,40 (M+Na")

Tabela 22: Analizni podatki spojine 13

Izgled brezbarvno olje
MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,73

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,27 (dt, 1H, J;= 4,4 Hz, J,= 12,9 Hz, piperidin-H); 1,30 (dt, 1H, J;= 4,0 Hz, J,= 12,3 Hz,
piperidin-H); 1,39 (s, 9H, (CHs)3); 1,50-1,58 (m, 2H, 2x piperidin-H); 2,30-2,40 (m, 1H, piperidin-
H); 2,60 (t, 1H, J= 11,4 Hz, 2x piperidin-H); 4,01 (rs, 2H, 2xPiperidin-H); 5,51 (dd, 1H, J;= 10,2
Hz, J,= 11,4 Hz, Ar-CH=CH); 6,29 (d, 1H, J= 11,5 Hz, Ar-CH=CH); 6,89 (dt, 1H, J;= 3,0 Hz, J,=
8,5 Hz, ArH); 7,06 (dd, 1H, J;= 2,6 Hz, J,= 8,5 Hz, ArH); 7,13 (dd, 1H, J;= 6,2 Hz, J,= 8,6 Hz,
ArH)

C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)
28,21; 31,59; 35,03; 43,14; 79,09; 113,50 (d, Jcr = 20,9 Hz); 116,54 (d, Jcr = 24,3 Hz); 124,54;
130,73 (d, Jor = 8,3 Hz); 131,74 (d, Jcr = 3,7 Hz); 133,98 (d, Jc = 10,2 Hz); 137,81 (d, Jor = 1,5
Hz); 154,49; 161,22 (d, Jc = 249,4 Hz)
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ESI-MS C1H23CIFNO,Na: 378,66 (M+K™)

4.10 Sinteza terc-butil (E)-3-(4-fluorostiril)pirolidin-1-karboksilat (14) in terc-
butil (Z)-3-(4-fluorostiril)pirolidin-1-karboksilat (15)

O
0y 0—(
Q@ﬁ % L - Y
C; + o NO,/( e UI@+ \
H
. . ; 14 S

Slika 16: Shema sinteze spojin 14 in 15

Sintetizirana po sinteznem postopku IV.

Tabela 23: Zatehte reagentov pri sintezi spojin 14 in 15 in izkoristek

Spojina 7 1,47 g; 7,4 mmol; 199,25 g/mol
Fosfonijeva sol (v prebitku) 3,3 g; 7,8 mmol; 423,6 g/mol
0,5M KHMDS v toluenu 15,6 ml; 7,77 mmol

Izkoristek 49% (cis in trans)

Tabela 24: Analizni podatki spojine 14

Izgled bela oborina

MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,68

Talis¢e [°C] 70-72 °C

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm)

1,45 (s, 9H, (CH3)3); 1,67-1,80 (m, 1H, Pirolidin-H); 2,04 (dtd, 1H, J;= 3,2 Hz, J,= 6,6 Hz, J;= 9,6
Hz, Pirolidin-H); 2,84-2,96 (m, 1H, Pirolidin-H); 3,05-3,16 (m, 1H, Pirolidin-H); 3,25-3,36 (m, 1H,
Pirolidin-H); 3,42-3,64 (m, 2H, 2xPirolidin-H); 6,01 (dd, 1H, J;= 7,8 Hz, J,= 15,9 Hz, Ar-
CH=CH); 6,39 (d, 1H, J= 15,9 Hz, Ar-CH=CH); 6,93-6,99 (m, 2H, ArH); 7,25-7,30 (m, 2H, ArH)

C NMR (100 MHz, CDCls): 8 (ppm)
28,52; 33,06; 37,70; 42,39; 51,65; 59,25; 79,21; 115,42 (d, Jcr = 21,6 Hz); 127,55 (d, Jcr = 7.8
Hz); 129,37; 129,87 (d, Jcr = 2,2 Hz); 133,18; 154,54; 162,14 (d, Jc - = 246,4 Hz)
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ESI-MS C17H2,FNO,Na (M+Na"): 314,37

Tabela 25: Analizni podatki spojine 15

Izgled brezbarvno olje
MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,70

'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,45 (s, 9H, (CHs)3); 1,66-1,78 (m, 1H, Pirolidin-H); 2,02 (dtd, 1H, J,= 2,7 Hz, J,= 6,4 Hz, J,= 9,1
Hz, Pirolidin-H); 3,00-3,10 (m, 1H, Pirolidin-H); 3,14-3,32 (m, 2H, 2xPirolidin-H); 3,44-3,64 (m,
2H, 2xPirolidin-H); 5,52 (dd, 1H, J;= 10,5 Hz, J,= 10,9 Hz, Ar-CH=CH); 6,45 (d, 1H, J= 11,5 Hz,
Ar-CH=CH); 6,99-7,04 (m, 2H, ArH); 7,16-7,21 (m, 2H, ArH)

BC NMR (100 MHz, CDCl5): & (ppm)
28,46; 33,06; 37,70; 45,67; 51,65; 79,15; 115,17 (d, Jcr = 21,4 Hz); 129,46; 130,02 (d, Jcr = 7,9
Hz); 132,58; 133,0 (d, Jc £ = 3,5 Hz); 154,37; 161,68 (d, Jc - = 246,4 Hz)

ESI-MS C1H»FNO,Na (M+Na"): 314,59

Vmesna stopnja Il — Katalitsko hidrogeniranje

4.11 Sinteza terc-butil 4-(2-fluorofenetil)piperidin-1-karboksilata (16)

0 o o o
>]/ T 8in 9: R-4-(2-fluorostiril) . MEOR >r T 16:

R
10 in 11: R-4-(3-fluorostiril) 17: R=4-(3-fluorofenetil)
12 in 13; R-4-(2-kloro-4-fluorostiril) 2. Hy, Pd/C ; E‘J 18: R=4-(2-kloro-4-fluorofenetil)
R

=4-(2-fluorofenetil)

Slika 17: Shema sintez spojin 16, 17 in 18

Sintezni postopek vmesne stopnje 11

Spojino smo raztopili v 10 ml metanola in jo prepihali z argonom. Nato smo dodali paladij
na ogljiku v koli¢ini, ki ustreza 10% mase spojine. Reakcijsko zmes smo pustili mesati Se
15 minut pri atmosferi pod argonom. Nato smo argon previdno zamenjali z vodikom in
pustili reakcijsko zmes mesati ¢ez noc¢. Paladij smo odstranili s filtracijo z odsesavanjem

preko celita. Preostanek smo odparili na rotavaporju.
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Tabela 26: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 16

Spojini 8in 9 0,437 g; 1,43 mmol; 305,18 g/mol
Pd/C ~43,7mg

Tabela 27: Analizni podatki spojine 16

Izgled svetlo rumeno olje
MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,70

Izkoristek 95%

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,12 (dt, 1H, J;= 4,1 Hz, J,= 12,4 Hz, Piperidin-H); 1,15 (dt, 1H, J;= 4,2 Hz, J,= 12,4 Hz,
Piperidin-H); 1,37-1,44 (m, 1H, Piperidin-H); 1,46 (s, 9H, (CHs)3); 1,52-1,59 (m, 2H, CH,); 1,69-
1,76 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 2,58-2,72 (m, 4H, CH,-Ar + 2x Piperidin-H); 4,08 (rs, 2H, 2x
Piperidin-H); 6,97-7,02 (m, 1H, ArH); 7,03-7,07 (m, 1H, ArH); 7,13-7,19 (m, 2H, ArH).

31,84; 35,72; 42,07; 51,52; 58,34; 72,07; 78,61; 114,32 (d, Jcr = 21,5 Hz); 126,58; 129,34-129,60
(m); 132,50-132,71 (m); 135,21; 160,78 (d, Jc = 245,6 Hz)

C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)

28,41; 31,89; 35,07; 43,47; 79,35; 113,58 (d, Jcr = 21,3 Hz); 115,17 (d, Jcr = 21,3 Hz); 124,18 (d,
Jor=2,9 Hz); 127,22 (d, Je = 2,2 Hz); 129,70 (d, Jcr = 8,2 Hz); 137,61; 139,62 (d, Jcr = 8,2 Hz);
162,68 (d, Jc = 245,3 Hz)

ESI-MS CisH2sFNO,Na: 330,41 (M+Na’)

4.12 Sinteza terc-butil 4-(3-fluorofenetil)piperidin-1-karboksilata (17)

Sintetizirana po vmesnem sinteznem postopku I1.

Tabela 28: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 17

Spojini 10 in 11 0,701 g; 2,29 mmol; 305,18 g/mol
Pd/C 70,1 mg

Tabela 29: Analizni podatki spojine 17

Izgled svetlo rumeno olje
MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,65
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Izkoristek 99%

'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,11 (dt, 1H, J;= 4,1 Hz, J,= 12,3 Hz, Piperidin-H); 1,14 (dt, 1H, J;= 4,2 Hz, J,= 12,5 Hz,
Piperidin-H); 1,35-1,44 (m, 1H, Piperidin-H); 1,45 (s, 9H, (CHs)3); 1,50-1,59 (m, 2H, CH,); 1,65-
1,72 (m, 2H, 2xPiperidin-H); 2,59-2,72 (m, 4H, CH,-Ar + 2xPiperidin-H); 4,08 (rs, 2H,
2xPiperidin-H); 6,84-6,89 (m, 2H, ArH); 6,91-6,95 (m, 1H, ArH); 7,22 (ddd, 1H, J;= 6,1 Hz, J,=
7,6 Hz, J;= 8,9 Hz, ArH)

B3C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)

28,43; 32,03; 32,64; 35,44; 37,96; 43,55; 79,20; 112,56 (d, Jcr = 21,0 Hz); 115,05 (d, Jcr = 20,7
Hz); 123,91 (d, Jcr = 2,8 Hz); 129,68 (d, Jcr = 8,3 Hz); 145,04 (d, Jcr= 7,3 Hz); 154,84; 162,87
(d, Jcp=245,4 Hz)

ESI-MS CisH2sFNO,Na: 330,42 (M+Na’)

4.13 Sinteza terc-butil 4-(2-kloro-4-fluorofenetil)piperidin-1-karboksilata (18)

Sintetizirana po vmesnem sinteznem postopku I1.

Tabela 30: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 18

Spojini 12 in 13 0,493 g; 1,42 mmol; 345,19 g/mol
Pd/C 49,3 mg

Tabela 31: Analizni podatki spojine 18

Izgled svetlo rumeno olje

MF etilacetat/heksan=1/3 + eter/petroleter=1/10
Rf 0,40

Izkoristek 99%

Analizni podatki manjkajo, ker nismo dobili ¢iste spojine.

4.14 Sinteza terc-butil 3-(4-fluorofenetil)pirolidin-1-karboksilata (19)

4, o L
Q’\N\O—, 2 H,, PdC ﬁ\o Q/\@,F

19

Slika 18: Analizni podatki spojine 18
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Sintetizirana po vmesnem sinteznem postopku I1.

Tabela 32: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 19

Spojini 14 in 15 0,440 g; 1,51 mmol; 291,16 g/mol
Pd/C 44 mg

Tabela 33: Analizni podatki spojine 19

Izgled rumeno olje

MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,67

Izkoristek 90%

TH NMR (400 MHz, CDCly):  (ppm)

1,40-1,56 (m, 1H, Pirolidin-H); 1,45 (s, 9H, (CH,)3); 1,67 (dt, J;= 7,6 Hz, J,=7,7 Hz, CH,): 1,98
(dtd, 1H, J;= 2,7 Hz, J,= 6,6 Hz, Jo= 9,1Hz, Pirolidin-H); 2,03-2,13 (m, 1H, Pirolidin-H); 2,59 (t,
2H, J= 7,8 Hz, CH,-Ar); 2,82-2,94 (m, 1H, Pirolidin-H); 3,18-3,28 (m, 1H, Pirolidin-H); 3,37-3,60
(m, 2H, 2xPirolidin-H); 6,92-6,98 (m, 2H, ArH); 7,09-7,13 (m, 2H, ArH)

C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)
31,00; 33,58; 35,11; 37,53; 45,30; 51,00; 78,95; 115,05 (d, Jor = 21,5 Hz); 129,53 (d, Jcr = 7,8
Hz); 137,44 (d, Jc = 3,3 Hz) 154,52; 161,20 (d, Jc = 243,5 Hz)

ESI-MS C17H24FNO,Na (M+Na"): 316,61

4.15 Sinteza (E)-4-(2-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (20)

V.
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o
2. K,CO;
4M HCl/dioksan 3,Br\ =
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Slika 19: Shema sinteze spojine 20
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Sintezni postopek V

Spojino 8 smo ods¢itili s 4 ml 4 M HCI v 1,4-dioksanu in 40 pl koncentrirane HCI (37%).
Po priblizno po eni uri sSmo s TLC metodo preverili, ¢e je potekla ods¢ita. Ods¢iteni spojini
smo na rotavaporju odparili topilo in dodali 5 ml acetonitrila in 3,5 ekvivalenata K,CO3
Zagotovili smo atmosfero z argonom in ohladili na ledeni kopeli. Dodali smo 1,2
ekvivalenta propargil bromida v toluenu (80% raztopina), pokrili s folijo do septuma in
pustili potekati reakcijo ¢ez no¢. Reakcijski zmesi smo dodali 50 ml etilacetata in spirali z
2x20 ml destilirane vode in z 20 ml nasi¢ene raztopine NaCl. Organsko fazo smo susili z

Na,SOy in jo prefiltrirali. Surov produkt smo ocistili z kolonsko kromatografijo.

Tabela 34: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 20

Spojina 8 0,195 g/mol; 0,64 mmol; 305,18 g/mol
K,CO;3 0,309 g; 2,23 mmol; 138,205 g/mol
propargil bromid (80%) 82 ul; 0,76 mmol; 119 g/mol; 1,38 g/ml

Tabela 35: Analizni podatki spojine 20

Izgled svetlo rumeno olje
MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,20

Izkoristek 58%

'"H NMR (400 oz. 100 MHz, CDCls): & (ppm)

1,56 (dt, 1H, J;= 3,9 Hz, J,= 12,0 Hz, Piperidin-H); 1,59 (dt, 1H, J;= 3,9 Hz, J,= 12,0 Hz,
Piperidin-H); 1,80-1,86 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 2,12-2,22 (m, 1H, Piperidin-H); 2,26 (t, 1H, J=
2,4 Hz, C=CH); 2,28 (dt, J;= 2,5 Hz, J,= 11,7 Hz, 2x Piperidin-H); 2,91-2,96 (m, 2H, 2x Piperidin-
H); 3,33 (d, 2H, J= 2,4 Hz, NCH,C); 6,23 (dd, 1H, J,= 7,1 Hz, J,= 16,1 Hz, Ar-CH=CH); 6,55 (d,
1H, J= 16,1Hz, Ar-CH=CH); 7,00 (ddd, 1H, J;= 1,2 Hz, J,=8,1 Hz, J;= 10,8 Hz, ArH); 7,07 (dt,
1H, J;=1,0 Hz, J,= 7,4 Hz, 7,14-7,19 (m, 1H, ArH); 7,44 (dt, 1H, J,= 1,7 Hz, J,= 7,7 Hz, ArH)

C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)

31,93; 39,21; 47,24; 52,21; 72,97; 79,06; 115,58 (d, Jcr = 22,3 Hz); 120,60 (d, Jcr = 3,8 Hz);
123,96 (d, Jcr = 3,6 Hz); 125,32 (d, Jcr = 12,3 Hz); 126,88 (d, Jor= 12,3 Hz); 128,15 (d, Jc£= 8,5
Hz); 137,41 (d, Jc = 4,2 Hz); 159,95 (d, Jc - = 248,4 Hz)

IR (cm™)
3183, 2947, 2921, 2802, 2756, 1576, 1485, 1455, 1445, 1389, 1371, 1360, 1331, 1301, 1277, 1263,
1230, 1213, 1194, 1183, 1141, 1108, 1091, 1031, 1020, 983, 968, 946, 842, 811, 777, 754, 713
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ESI-HRMS izra¢unana za CiH1oNF (M+H"): 244,1502
izmerjena: 244,1500

HPLC 99.5% (tz = 9.09 min)

4.16 Sinteza (Z)-4-(2-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (21)

o) A
o )
N ; N
\ 4M HCl/dioksan \

Py F a
Slika 20: Shema sinteze spojine 21
Sintetizirana po sinteznem postopku V.
Tabela 36: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 21
Spojina 9 0,325 g; 1,06 mmol; 305,18 g/mol
K,CO;3 0,515 g ; 3,72 mmol; 138,205 g/mol
propargil bromid (80%) 137 ul; 1,27 mmol; 119 g/mol; 1,38 g/ml
Tabela 37: Analizni podatki spojine 21
Izgled brezbarvno olje
MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,20
Izkoristek 5%

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,49-1,60 (m, 2H, 2xPiperidin-H); 1,68-1,74 (m, 2H, 2xPiperidin-H); 2,17-2,21 (m, 2H,
2xPiperidin-H); 2,23 (t, 1H, J= 2,4 Hz, C=CH); 2,33-2,44 (m, 1H, Piperidin-H); 2,85-2,91 (m, 2H,
2x Piperidin-H); 3,30 (d, 2H, J= 2,4 Hz, NCH,C); 5,62 (dd, 1H, J;= 10,2 Hz, J,= 11,6 Hz, Ar-
CH=CH); 6,37 (d, 1H, J= 11,4 Hz, Ar-CH=CH); 7,03-7,07 (m, 1H, ArH); 7,08-7,13 (m, 1H, ArH);
7,20-7,24 (m, 2H, ArH)

C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)

32,07; 34,96; 47,25; 51,87; 73,01; 79,01; 115,44 (d, Jcr = 22,2 Hz); 123,67 (d, Jcr = 3,5 Hz);
126,98 (d, Jc = 10,4 Hz); 128,47 (d, Jcr= 8,0 Hz); 129,51 (d, Jcr= 12,5 Hz); 130,28 (d, Jcr= 3,5
Hz); 139,22 (m); 159,66 (d, Jc = 246,2 Hz)
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IR (cm™)
3299, 2930, 1601, 1508, 1446, 1225, 1157, 972, 845, 657

ESI-HRMS izra¢unana za CigH1oNF (M+H"): 244,1502
izmerjena: 244,1501
HPLC 97.1% (tgr = 9.04 min)

4.17 Sinteza 1-(prop-2-in-1-il)-4-(2-fluorofenetil)piperidina (22)

1. CH3CN
H2 2 l\ (()\
4M HCl/dioksan

[N

Slika 21: Shema sinteze spojine 22

Sintetizirana po sinteznem postopku V.

Tabela 38: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 22

Spojina 16 0,402 g; 1,3 mmol; 307,38 g/mol
K,COs3 0,632 g; 4,57 mmol; 138,205 g/mol
propargil bromid (80%) 169,5 ul; 1,57 mmol; 119 g/mol; 1,38 g/ml

Tabela 39: Analizni podatki spojine 22

Izgled rumeno olje

MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,21

Izkoristek 8%

'"H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm)
1,23-1,37 (m, 3H, 3x Piperidin-H); 1,53-1,59 (m, 2H, CH,); 1,74-1,80 (m, 2H, 2x Piperidin-H);
2,14-2,21 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 2,23 (t, 1H, J= 2,4 Hz, C=CH); 2,63-2,68 (m, 2H, CH,); 2,86-
2,91 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 3,30 (d, 2H, J= 2,4 Hz, NCH,C); 6,97-7,02 (m, 1H, ArH); 7,03-7,07
(m, 1H, ArH); 7,12-7,20 (m, 2H, ArH)
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C NMR (100 MHz, CDCls): 8 (ppm)

26,16; 32,12; 34,85; 36,88; 47,19; 52,52; 72,89; 79,15; 115,15 (d, Jcr = 22,5 Hz); 123,88 (d, Jcr =
3,4 Hz); 127,32 (d, Jcr = 8,0 Hz); 129,41 (d, Jcr = 16,1 Hz); 130,41 (d, Jcr = 5,3 Hz); 161,09 (d,
Jop=244,5 Hz)

IR (cm™)
3383, 2975, 2931, 1691, 1638, 1492, 1453, 1423, 1366, 1324, 1277, 1228, 1161, 1127, 1086, 1033,
966, 863, 804, 757

ESI-HRMS izra¢unana za CiH, NF (M+H™): 246,1658
izmerjena: 246,1657
HPLC 95.1% (tr = 9.20 min)

4.18 Sinteza (E)-4-(3-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (23)

Mo \

(o]

9 ue
N
1. CH;CN
2.K (()1
\ 4M HCl/dioksan \ 3 B'
E 23

Slika 22: Shema sinteze spojine 23

Sintetizirana po sinteznem postopku V.

Tabela 40: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 23

Spojina 10 0,148 g; 0,48 mmol; 305,18 g/mol
K,CO;3 0,234 g; 1,69 mmol; 138,205 g/mol
propargil bromid (80%) 62 pl; 0,58 mmol; 119 g/mol; 1,38 g/ml

Tabela 41: Analizni podatki spojine 23

Izgled svetlo rumeno olje
MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,27

Izkoristek 38%
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'"H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm)

1,57 (dt, 1H, J;= 3,9 Hz, J,= 12,0 Hz, Piperidin-H); 1,60 (dt, 1H, J;= 3,9 Hz, J,= 11,9 Hz,
Piperidin-H); 1,78-1,85 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 2,09-2,19 (m, 1H, Piperidin-H); 2,27 (t, 1H, J=
2,5 Hz, C=CH); 2,31 (dt, J;= 2,5 Hz, J,= 11,7 Hz, 2x Piperidin-H); 2,92-2,98 (m, 2H, 2x Piperidin-
H); 3,35 (d, 2H, J= 2,5 Hz, NCH,C); 6,17 (dd, 1H, J;= 6,9 Hz, J,= 16,0 Hz, Ar-CH=CH); 6,34 (d,
1H, J= 16,0 Hz, Ar-CH=CH); 6,88 (ddt, 1H, J;= 0,9 Hz, J,= 2,6 Hz, J;= 8,4 Hz, ArH); 7,02-7,06
(m, 1H, ArH); 7,07-7,11 (m, 1H, ArH); 7,21-7,27 (m, 1H, ArH)

3C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)

31,71; 38,64; 47,14; 52,09; 73,32; 78,63; 112,39 (d, Jcr = 22,0 Hz); 113,73 (d, Jcr = 21,3 Hz);
121,87 (d, Jc = 2,9 Hz); 127,33 (d, Jc = 2,9 Hz); 129,85 (d, Jc = 8,7 Hz); 136,11; 139,95 (d, Jcr
= 7,3 Hz); 163,07 (d, Jc = 244,9 Hz)

IR (cm™)
3303, 2931, 2808, 2751, 1651, 1611, 1583, 491, 1466, 1445, 1385, 1364, 1336, 1312, 1267, 1245,
1140, 1106, 1074, 962, 939, 897, 873, 829, 809, 777, 684, 631, 590

ESI-HRMS izra¢unana za CigH1oNF (M+H"): 244,1502
izmerjena: 244,1504
HPLC 99.6% (tr = 9.15 min)

4.19 Sinteza (Z)-4-(3-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (24)

\\

P 1. CH;CN N
4 N%O‘é 2. K5CO;
4M HCl/dioksan 3TN e S
— ®\

F 24 F
Slika 23: Shema sinteze spojine 24
Sintetizirana po sinteznem postopku V.
Tabela 42: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 24
Spojina 11 0,195 g; 0,63 mmol; 305,18 g/mol
K,CO3 0,309 g; 2,23 mmol; 138,205 g/mol
propargil bromid (80%) 82 ul; 0,76 mmol; 119 g/mol; 1,38 g/ml
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Tabela 43: Analizni podatki spojine 24

Izgled belorumena oborina
MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,19

Izkoristek 12%

Talis¢e [°C] 51-53°C

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)
1,49-1,60 (m, 2H, 2xPiperidin-H); 1,69-1,76 (m, 2H, 2xPiperidin-H); 2,23 (dt, J1= 2,5 Hz, J2=
11,7 Hz, 2x Piperidin-H); 2,24 (t, 1H, J= 2,4 Hz, C=CH); 2,42-2,58 (m, 1H, Piperidin-H); 2,84-
2,90 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 3,30 (d, 2H, J= 2,4 Hz, NCH2C); 5,53 (dd, 1H, J1= 10,2 Hz, J2=
11,6 Hz, Ar-CH=CH); 6,33 (d, 1H, J= 11,7 Hz, Ar-CH=CH); 6,90-6,95 (m, 2H, ArH); 6,98-7,02
(m, 1H, ArH); 7,25-7,32 (m, 1H, ArH)

C NMR (100 MHz, CDCl5): & (ppm)

32,16; 34,44; 47,22; 51,81; 73,02; 78,96; 113,45 (d, Jcr = 21,2 Hz); 115,18 (d, Jor = 21,3 Hz);
124,22 (d, Jor = 2,8 Hz); 127,02 (d, Jc = 2,1 Hz); 129,63 (d, Jc - = 8,6 Hz); 138,30; 139,76 (d, Jcr
= 7,9 Hz); 162,67 (d, Jc = 245,2 Hz)

IR (cm™)
3304, 2924, 2851, 2805, 2755, 1611, 1580, 1513, 1487, 1465, 1444, 1386, 1364, 1335, 1311, 1272,
1247, 1231, 1138, 1124, 1105, 1073, 1018, 973, 937, 923, 878, 792, 764, 752, 694, 667, 634

ESI-HRMS izra¢unana za CigH1oNF (M+H"): 244,1502
izmerjena: 244,1504
HPLC 97.9% (tg = 9.10 min)

4.20 Sinteza 1-(prop-2-in-1-il)-4-(3-fluorofenetil)piperidina (25)

0

N
A e
¢l 1. CH5CN

2 K L():
4M HCI/ dmksdn

Slika 24: Shema sinteze spojine 25
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Sintetizirana po sinteznem postopku V.

Tabela 44: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 25

Spojina 17 0,701 g; 2,28 mmol; 307,38 g/mol
K,CO3 1,1 g; 7,98 mmol; 138,205 g/mol
propargil bromid (80%) 295 ul; 2,73 mmol; 119 g/mol; 1,38 g/ml

Tabela 45: Analizni podatki spojine 25

Izgled rumeno olje

MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,18

Izkoristek 18%

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)
1,23-1,37 (m, 3H, 3x Piperidin-H); 1,53-1,59 (m, 2H, CH,); 1,72-1,78 (m, 2H, 2x Piperidin-H);
2,14-2,21 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 2,24 (t, 1H, J= 2.4 Hz, C=CH); 2,59-2,64 (m, 2H, CH,); 2,85-
2,90 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 3,30 (d, 2H, J= 2,4 Hz, NCH,C); 6,83-6,89 (m, 2H, ArH); 6,92-6,95
(m, 1H, ArH); 7,19-7,25 (m, 1H, ArH)

C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)

32,09; 32,77; 34,64; 37,89; 47,14; 52,44; 72,92; 79,04; 112,46 (d, Jcr = 21,9 Hz); 115,04 (d, Jcr =
20,5 Hz); -123,90 (d, Jor = 2,2 Hz); 129,61 (d, Jc = 8,7 Hz); 145,19 (d, Jcr = 7,2 Hz); 162,84 (d,
Jor=245,0 Hz)

IR (cm™)
3305, 2919, 2849, 2803, 2755, 1616, 1588, 1488, 1466, 1446, 1387, 1367, 1337, 1312, 1251, 1183,
1139, 1125, 1105, 1085, 1021, 995, 976, 959, 934, 888, 866, 782, 741, 719, 691, 629

ESI-HRMS izradunana za CysHxNF (M+H"): 246,1658
izmerjena: 246,1659
HPLC 97.6% (tr = 9.26 min)
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4.21 Sinteza (E)-4-(2-kloro-4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (26)

ue
1. CH;CN
2; K »C ()1
4M HCl/dioksan
Cl
Slika 25: Shema sinteze spojine 26
Sintetizirana po sinteznem postopku V.
Tabela 46: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 26
Spojina 12 0,218 g; 0,63 mmol; 345,19 g/mol
K,CO;3 0,305 g; 2,21 mmol; 138,205 g/mol
propargil bromid (80%) 82 ul; 0,75 mmol; 119 g/mol; 1,38 g/ml
Tabela 47: Analizni podatki spojine 26
Izgled svetlo rumeno olje
MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,18
Izkoristek 58%

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,56 (dt, 1H, J;= 3,9 Hz, J,= 12,0 Hz, Piperidin-H); 1,59 (dt, 1H, J;= 3,9 Hz, J,= 11,9 Hz,
Piperidin-H); 1,76-1,85 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 2,12-2,23 (m, 1H, Piperidin-H); 2,25 (t, 1H, J=
2,4 Hz, C=CH); 2,28 (dt, J;= 2,5 Hz, J,= 11,7 Hz, 2x Piperidin-H); 2,90-2,96 (m, 2H, 2x Piperidin-
H); 3,32 (d, 2H, J= 2,4 Hz, NCH,C); 6,07 (dd, 1H, J;= 7,1 Hz, J,= 15,9 Hz, Ar-CH=CH); 6,68 (d,
1H, J= 15,9 Hz, Ar-CH=CH); 6,90-6,95 (m, 1H, ArH); 7,08 (dd, 1H, J;= 2,6 Hz, J,= 8,5 Hz, ArH);
7,47 (dd, 1H, J,= 6,1 Hz, J,= 8,8 Hz, ArH)

C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)

31,87; 38,93; 47,18; 52,10; 72,95; 78,99; 114,11 (d, Jcr = 21,3 Hz); 116,57 (d, Jcr = 24,7 Hz);
123,61; 127,49 (d, Jcr = 8,8 Hz); 131,98 (d, Jor = 3,7 Hz); 133,00 (d, Jcr = 10,2 Hz); 137,51 (d,
Jop=1,7 Hz); 161,33 (d, Jc £ = 249,4 H2)

IR (cm™)
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3303, 2933, 2803, 2753, 1650, 1600, 1574, 1466, 1445, 1396, 1364, 1336, 1312, 1269, 1258, 1237,
1183, 1137, 1122, 1040, 966, 904, 858, 805, 776, 760, 686, 627, 579

ESI-HRMS izra¢unana za C;H1gNFCI (M+H"): 278,1112
izmerjena: 278,1120
HPLC 100% (tr = 9.86 min)

4.22 Sinteza (Z)-4-(2-kloro-4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)piperidina (27)

- )

N

1. CHy,CN
2. K, (();
4M HCl/dioksan o 3 Bf
\ . — >\ :
Cl 13 Cl 27

Slika 26: Shema sinteze spojine 27
Sintetizirana po sinteznem postopku V.
Tabela 48: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 27
Spojina 13 0,260 g; 0,75 mmol; 345,19 g/mol
K,CO3 0,364 g; 2,63 mmol; 138,205 g/mol
propargil bromid (80%) 97 ul; 0,90 mmol; 119 g/mol; 1,38 g/ml
Tabela 49: Analizni podatki spojine 27
Izgled belorumena oborina
MF etilacetat/heksan=1/2
Rf 0,19
Izkoristek 6%
Talis¢e [°C] 51-53 °C

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & (ppm)

1,48-1,59 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 1,62-1,70 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 2,13-2,31 (m, 4H, J= 2,4
Hz, C=CH + 3x Piperidin-H); 2,82-2,88 (m, 2H, 2x Piperidin-H); 3,28 (d, 2H, J= 2,4 Hz, NCH,C);
5,61 (dd, 1H, J;= 10,4 Hz, J,= 10,8 Hz, Ar-CH=CH); 6,35 (d, 1H, J= 11,5 Hz, Ar-CH=CH); 6,96
(dt, 1H, J;= 2,4 Hz, J,= 8,4 Hz, ArH); 7,14 (dd, 1H, J,;= 2,4 Hz, J,= 8,4 Hz, ArH); 7,19 (dd, 1H,
J1= 6,4 Hz, J,= 8,2 Hz, ArH)

40



C NMR (100 MHz, CDCls): 8 (ppm)

32,09; 34,57; 47,22; 51,78; 72,98; 78,97; 113,65 (d, Jcr = 20,7 Hz); 116,71 (d, Jcr = 24,8 Hz);
124,52; 130,94 (d, Jcr = 8,3 Hz); 132,07 (d, Jor = 3,7 Hz); 134,16 (d, Jcr = 10,2 Hz); 138,66;
161,37 (d, Jo = 248,6 Hz)

IR (cm™)

3166, 3010, 2932, 2789, 2758, 1601, 1574, 1485, 1467, 1445, 1403, 1390, 1367, 1331, 1307, 1295,
1271, 1257, 1230, 1221, 1210, 1169, 1142, 1121, 1109, 1064, 1041, 1016, 1006, 973, 951, 901,
875, 863, 821, 790, 768, 747, 704, 687, 643, 615, 583, 547

ESI-HRMS izra¢unana za C1sH1gNFCI (M+H"): 278,1112
izmerjena: 278,1105
HPLC 99.7% (tr = 9.85 min)

4.23 Sinteza 1-(prop-2-in-1-il)-4-(2-kloro-4-fluorofenetil)piperidina (28)
Sinteza je bila izvedena po sinteznem postopku V, vendar kon¢ne spojine nismo dobili.
4.24 Sinteza (E)-3-(4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)pirolidina (29)

O‘(O Hy 1. CH;CN //
7<

®Cl1 9
NECl 2. Kw( 01
4M HCl/dioksan | QI‘@\
—_——
I F

Slika 27: Shema sinteze spojine 29

Sintetizirana po sinteznem postopku V.

Tabela 50: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 29

Spojina 14 0,171 g; 0,58 mmol; 291,16 g/mol
K,CO;3 0,284 g; 2,05 mmol; 138,205 g/mol
propargil bromid (80%) 76 ul; 0,70 mmol; 119 g/mol; 1,38 g/ml
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Tabela 51: Analizni podatki spojine 29

Izgled rumeno olje

MF etilacetat/heksan=2/1
Rf 0,18

Izkoristek 65%

'"H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,66-1,74 (m, 1H, Pirolidin-H); 2,11-2,19 (m, 1H, Pirolidin-H); 2,23 (t, 1H, J= 2,4 Hz, C=CH);
2,50 (dd, 1H, J;= 6,7 Hz, J,= 8,6 Hz, Pirolidin-H); 2,72 (dt, 1H, J;= 5,5 Hz, J,= 8,8 Hz, Pirolidin-
H); 2,77-2,83 (m, 1H, Pirolidin-H); 2,92-3,02 (m, 2H, 2xPirolidin-H); 3,44 (d, 2H, J= 2,4 Hz,
NCH,C); 6,12 (dd, 1H, J;= 8,1 Hz, J,= 15,8 Hz, Ar-CH=CH); 6,34 (d, 1H, J= 15,8 Hz, Ar-
CH=CH); 6,94-7,00 (m, 2H, ArH); 7,26-7,32 (m, 2H, ArH)

C NMR (100 MHz, CDCl5): 6 (ppm)
31,68; 41,46; 42,79; 52,13; 58,40; 72,55; 79,21; 115,32 (d, Jor = 22,1 Hz); 127,44 (d, Jcr = 8,1
Hz); 128,02; 133,11 (d, Jc £ = 2,2 Hz); 133,48; 161,96 (d, Jc ¢ = 245,7 Hz)

IR (cm™)
3299, 2960, 2916, 2799, 1655, 1603, 1508, 1480, 1439, 1370, 1329, 1223, 1157, 1133, 1094, 067,
1013, 966, 898, 854, 812, 772, 633, 569

ESI-HRMS izracunana za CysHi7NF (M+H"): 230,1345
izmerjena: 230,1340
HPLC 95,3% (tr = 8,83 min)

4.25 Sinteza (Z)-3-(4-fluorostiril)-1-(prop-2-in-1-il)pirolidina (30)

//

HN®CI® 1. CH;CN

2.K, (o1
4M HCl/dioksan 3 B’ /E§

Slika 28: Shema sinteze spojine 30

Sintetizirana po sinteznem postopku V.
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Tabela 52: Zatehte reagentov pri sintezi spojine 30

Spojina 15 0,183 g; 0,62 mmol; 291,16 g/mol
K,COs3 0,304 g; 2,2 mmol; 138,205 g/mol
propargil bromid (80%) 81,5 ul; 0,75 mmol; 119 g/mol; 1,38 g/ml

Tabela 53: Analizni podatki spojine 30

Izgled rumeno olje

MF etilacetat/heksan=2/1
Rf 0,27

Izkoristek 42%

'H NMR (400 MHz, CDCls): & (ppm)

1,67 (tdd, J;= 6,7 Hz, J,= 8,4 Hz, J;= 13,0 Hz, Pirolidin-H); 2,15 (dddd, J;= 5,6 Hz, J,= 7,7 Hz, J;=
9,3 Hz, J,= 13,0 Hz, Pirolidin-H); 2,23 (t, 1H, J= 2,4 Hz, C=CH); 2,47 (dd, 1H, J;= 7,0 Hz, J,= 9,2
Hz, Pirolidin-H); 2,71-2,81 (m, 2H, 2x Pirolidin-H); 2,92 (dd, 1H, J;= 7,8 Hz, J,= 9,2 Hz,
Pirolidin-H); 3,24-3,35 (m, 1H, Pirolidin-H); 3,43 (d, 2H, J= 2,4 Hz, NCH,C); 5,66 (dd, 1H, J;=
10,2 Hz, J,= 11,3 Hz, Ar-CH=CH); 6,36 (d, 1H, J= 11,4 Hz, Ar-CH=CH); 6,98-7,04 (m, 2H, ArH);
7,17-7,22 (m, 2H, ArH)

BC NMR (100 MHz, CDCl5): & (ppm)
32,58; 36,42; 42,73; 52,20; 58,98; 72,55; 79,18; 115,05 (d, Jc = 21,4 Hz); 127,41; 130,09 (d, Jcr=
7,7 Hz); 133,24 (d, Jc £ = 3,5 Hz); 135,77; 161,60 (d, Jc r = 246,0 Hz)

IR (cm™)
3301, 3008, 2957, 2910, 2798, 1689, 1602, 1508, 1480, 1426, 1398, 1369, 1346, 1326, 1221, 1157
1129, 1097, 1067, 1014, 969, 900, 840, 747, 704, 662, 633, 554

ESI-HRMS izra¢unana za CisHy;NF (M+H™): 230,1345
izmerjena: 230,1343
HPLC 96,8% (tr = 8,74 min)

4.26 Sinteza 1-(prop-2-in-1-il)-3-(4-fluorofenetil)pirolidina (31)

Sinteza je bila izvedena po sinteznem postopku V, vendar kon¢ne spojine nismo dobili.
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 Zascita funkcionalne skupine — I. stopnja

Pri prvem sinteznem postopku in v samem zacetku eksperimentalnega dela smo izvedli
zascito funkcionalne skupine. Kadar imamo reaktant z ve¢ funkcionalnimi skupinami, ki bi
lahko reagirale v nadaljnjih stopnjah, pri ¢emer bi dobili ve¢ razliénih produktov, jih
moramo zacasno zaSCititi tj. narediti manj reaktivne. Zaradi tega smo izvedli za$¢ito amino
skupine v obliki terc-butilkarbamata. Za to zascito smo se odlocili zato, ker ne reagira pri
katalitskem hidrogeniranju, ki je v vmesna stopnja Il pri sintezi. N-aciliranje je mehanizem
reakcije, pri ¢emer aminska skupina nuklefilno napade eno karbonilno skupino Boc;O.
Topila, ki smo jih uporabili, so dioksan, v katerem je topen Boc,O, ter NaOH, v katerem je
topna piperidin-3-karboksilna kislina. Po konc¢ani reakciji Smo zas¢iteno spojino previdno
nakisali z HCI do pH 2-3, ker smo hoteli doseci, da je nas produkt v neionizirani obliki. Z
ekstrakcijami z dietileterom in etilacetatom smo se znebili prebitnega Boc,O, terc-butanola

in nezreagirane piperidin-3-karboksilne Kisline. (22, 23)
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Slika 29: Mehanizem za$¢ite amina z uvedbo Boc,0 (prirejeno po 24)

5.2 Sinteza Weinrebovih amidov — I1. stopnja

Weinrebovi amidi se sintetizirajo z reakcijo med N,O-dimetilhidroksilaminijevim kloridom
in ustreznim derivatom karboksilne kisline. Kislino smo aktivirali s pomocjo sklopitvenega
reagenta TBTU, za boljsi izkoristek reakcije pa smo dodali ¢ HOBt. Pri tem smo dobili
bolj reaktivne intermediate in boljso reakcijo z aminom. Karboksilno skupino smo
ionizirali z bazo Et3N. (25, 26)
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Slika 30: Sinteza Weinrebovega amida (prirejeno po 26)

5.3 Redukcija do aldehida — I11. stopnja

Izvedli smo redukcijo z moénim nuklefilnim reducentom LiAlH,4. Da bi se reakcija ustavila
pri tetraedricnem intermediatu, ki je relativno stabilen, smo pri redukciji uporabili
brezvodno topilo THF. Po 1,5 uri smo dodali nasi¢eno raztopino NaHCO3, zaradi katere
tetraedri¢ni intermediat preide v aldehid. Zelo pomembno je, da se reakcija izvaja na ledeni
kopeli (nizka temperatura), ker ob visji temperaturi nastane terciarni amin. (27) Zaradi
burne reakcije LiAlH, z vodo smo skozi celotno rekacijo zagotavljali inertno atmosfero z

argonom.

5.4 Priprava Wittigovega reagenta in Wittigova reakcija — vmesna stopnja |

in 1V. stopnja

Preden smo zaceli z Wittigovo reakcijo, smo v vmesni stopnji sintetizirali fosfonijevo sol
(fosforan), ki nastopa kot reagent pri Wittigovi reakciji. Fosfonijevo sol smo dobili z
reakcijo trifenilfosfina in alkil halogenida. Wittigova reakcija se uporablja pri sintezi
alkenov (tvorba dvojne vezi) v reakciji aldehida ali ketona s fosfonijevim ilidom
(fosforanom), ¢emur sledi nastanek ustreznega alkena in trifenilfosfin oksida. Zacetni
korak pri mehanizmu reakcije je nukleofilna adicija negativno nabitega atoma ogljika ilida
na karbonilni ogljikov atom aldehida. Ilid, ki ima negativno nabit ogljik, smo pripravili z

uporabo moc¢ne baze KHMDS v toluenu. Pri tem nastane vmesni produkt betain, ki v
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procesu ciklizacije preide v drugi vmesni produkt oksafosfetan. Z nadaljnjim potekom
reakcije pride do eliminacije in nastanka alkena. Reakcija je dejansko kondenzacija, lahko
pa na njo gledamo tudi kot na redukcijo karbonilne spojine v alken. Prednost Wittigove
reakcije je moznost vpliva na stercoselektivnost reakcije, in sicer z izbiro ustreznega ilida.
Razlikujemo stabilne, polstabilne in nestabilne ilide. Stabilni ilidi so manj reaktivni in v
reakciji z aldehidom vedinoma dajo E-alkene (trans-stereoselektivnost), nestabilni pa Z-
alkene (cis-stereoselektivnost). Stereoizomeri cis in trans imajo razli¢ne fizikalne (talisCe,
vrelisCe, topnost), kemijske in spektroskopse lastnosti. Ker imajo razlicen retencijski

faktor, smo lahko za lo¢evanje uporabili kolonsko kromatografijo. (28, 29, 30)
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Slika 31: Mehanizem tvorbe fosfonijeve soli in Wittigove reakcije do nastanka cis in trans alkenov (prirejeno po
28)

5.5 Katalitsko hidrogeniranje — vmesna stopnja I

Hidrogeniranje je reakcija adicije, kjer se dvojni vezi alkena dodata dva atoma vodika, kar
ima za posledico tvorbo nasi¢enenega alkana. To je termodinamsko ugodna reakcija, ker
tvori stabilnejsi (nizkoenergetski) produkt. Z drugimi besedami, energija produkta je nizja
od energije reaktanta, reakcija je eksotermna (toplota se spro$¢a). Ceprav je hidrogeniranje
alkena termodinamsko ugodna reakcija, se ne bo nadaljevala brez dodajanja katalizatorja.

Iz tega razloga smo kot katalizator uporabili paladij na ogljiku. S prisotnostjo kovinskega
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katalizatorja se vodikove vezi plina cepijo in vsak vodik se veze na kovinsko
katalizatorsko povrsino in tvori kovinsko-vodikovo vez. Kovinski katalizator prav tako
adsorbira alken na povrSino. Atom vodika se nato prenese na alken in tvori novo vez C-H.
Drugi atom vodika se prenese tako, da tvori drugo vez C-H. Dva vodika sta dodana
ogljikoma na dvojni vezi in tvorita alkan. Zaradi fizi¢ne razporeditve alkena in vodika na
povrsini ravnega kovinskega katalizatorja se morata oba vodika dodati na isto stran dvojne

vezi, zato govorimo o sin adiciji. (27)
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Slika 32: Shematski prikaz katalitskega hidrogeniranja (prirejeno po 30)

5.6 Odscita funkcionalne skupine in N-alkiliranje — V. stopnja

Pred vezavo propargilne skupine, smo morali najprej izvesti ods¢ito amino skupine.
Odscito smo naredili z acidolizo s pomocjo raztopine HCI v dioksanu. Pri acidolizi se
vodik veze na karbonilno skupino, pri ¢emer nastane derivat karbaminske kisline in terc-
butilni karbokation. Sledi dekarboksilacija, kot stranski produkt pa se spros¢a CO,. Terc-
butilni kation reagira s prostim kloridnim ionom, tako da na koncu dobimo terc-butilklorid
in ods¢iteni amin, Ki je zaradi kislih pogojev v obliki kloridne soli. (23) Po ods¢iti smo
lahko nadaljevali s sintezo. Propargilno skupino smo vpeljali z N-alkiliranjem, Ki je
organska reakcija med alkil halidom (propargil bromid) in aminom. Potece reakcija
nukleofilne substitucije. Pri reakciji smo kot bazo uporabili K,COs3, ki se ob nastanku

kon¢nega produkta pretvori v kalijev bromid. (32)

Izkoristki so bili v zadnji stopnji vec¢inoma slabi, razen pri spojinah v trans obliki, ki so
imele relativno dobre izkoristke (20, 23, 26 in 29). Dveh kon¢nih spojin (28 in 31) na

koncu sploh nismo uspeli sintetizirati. Mozni razlogi bi lahko bili v samem sinteznem
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postopku ali v izbiri reagentov, do izgub pa pride tudi pri cis€enju s kolonsko

kromatografijo.
5.7 Analiza z NMR spektroskopsko metodo

Z metodo NMR smo preverjali vse produkte vsake stopnje. S pomocjo te spektroskopske
metode smo tudi locevali med cis in trans konfiguracijo spojin. Kemijski premik cis
protonov pri cis dvojni vezi je man;jsi od trans, poleg tega pa so sklopitvene konstante cis
derivatov manjSe od trans (pri cis derivatih so v obmoc¢ju med 10 in 11 Hz, pri trans pa 15-
16Hz).

5.8 Rezultati in komentar bioloskega testiranja

Z biokemi¢nim testom SMO kon¢nim sintetiziranim spojinam dolo¢ili RA in ICsy (pri
spojinah, pri katerih je bil pri 100 uM RA manjsi od 50%). RA je razmerje encimske
aktivnosti ob prisotnosti in brez prisotnosti zaviralca. Cim nizja je RA encima ob
prisotnosti spojine, tem vecje je zaviralno delovanje te spojine.

Tabela 54: Rezultati bioloskega testiranja spojin, podani v obliki RA encima pri 100 uM ali kot vrednosti IC50
(krepko tiskane) za spojine, pri katerih smo dobili RA<50%

hMAO-A hMAO-B
Oznaka Struktura I1Cso [uM] £ SD ICsy [uM] £ SD oz
RA pri 100 uM [%o]

/
20 /NQ—/_Q 27,3418 11,8 40,8
= F

4

21 %@ 3,01 £0.2 65,5 +0.3%
X

22 /NQ—/_@ 5.9 £0.2 14,2 +0,7
- F

4
23 NQIQ 6,9 40,9 5,05 £1,2
2 / F

24 %@ 0,068 + 0,004 48,9 £2,5
x F
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25 /NQ—/_Q 19,9 1,6 3,4 0,3

26 /N< > / i > F 66,03 £8,4 0,42 0,05

N
!
27 [&QF 46,1 £10,1 53,0 £2,7
X

29 %NQIQF 231425 17,4 42,04

30 (NC@/F 62,4 £2,6 50,7 £2,3

Iz rezultatov je razvidno, da v splosnem cis oblike mo¢neje zavirajo MAO-A, trans oblike
pa MAO-B, razen pri spojini 30, ki je cis izomer s pirolidinskim obrocem in nekoliko
mocneje zavira MAO-B. Prav tako je tudi spojina 29 moc¢nejsi zaviralec MAO-B. 1z tega
lahko sklepamo, da spojine s pirolidinskim obro¢em (29, 30) v primerjavi s spojinami s
piperidinskim obro¢em, ne glede na njihovo stereoizomerno obliko, moc¢neje zavirajo
encim MAO-B. Ce primerjamo spojine 20-25, ki imajo vezan fluor na orto ali meta
poziciji na benzenovem obrocu, je opazno mocnejSe zaviranje encimov pri meta poziciji.
Para substitucija s fluorom na fenilnem obrocu in Se dodatna substitucija s klorom na orto
mestu pri spojini 26 vodita Se do mocnejSega zaviranja MAO-B in ICsy vrednosti v
nanomolarnem obmocju. Poleg tega smo dobili tudi spojino z vecjo selektivnostjo za
encim MAO-B. Pri spojinah 22 in 25, ki imajo namesto dvojne vezi enojno vez (reducirani
derivati), je spojina 25 mocnejsi zaviralec MAO-B, vendar pa se po jakosti delovanja
signifikantno ne razlikujejo v primerjavi s trans analogi. Glede na zaviralno delovanje obeh
encimov pri spojinah 29 in 30 lahko sklepamo, da uvedba pirolidinskega obro¢a ni
smiselna. NajmocnejSe zaviranje od vseh sintetiziranih spojin ima spojina 24 (ICso = 68
nM), in sicer za encim MAO-A. Spojina 26 pa je najmoc¢nejsi zaviralec MAO-B. Spojina

21 pa je selektivni zaviralec MAO-A, saj prakti¢no ne zavira delovanja encima MAO-B.
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6 SKLEP

V magistrski nalogi smo uspesno sintetizirali 10 novih spojin in ovrednotili njihovo

zaviralno delovanje na encimih MAO-A in MAO-B. Nasi zakljucki so sledeci:

— sintezni postopki so bili z izjemo zadnje (V.) stopnje, kjer so bili izkoristki zelo
slabi in dveh spojin nismo dobili, ustrezni, saj smo dobili relativno dobre
izkoristke. Spojine 20, 23, 26 in 29, ki so v trans obliki, so imele relativho dobre
izkoristke, kar pomeni, da je postopek V. stopnje primeren za sintezo trans oblik;

— potrdili smo zaviralno delovanje spojin s propargilno skupino;

— selektivnost cis stereoizomerov za MAO-A in trans stereoizomerov za MAO-B
lahko potrdimo. Odstopanje je bilo prisotno samo pri eni spojini (spojina 30);

— zamenjava piperidinskega obroc¢a s pirolidinskim je zmanjsala zaviralno delovanje
na MAO, kar pomeni, da so derivati s piperidinski obro¢em bolj perspektivni
zaviralci MAO;

— uvedba CI na aromatskem obro¢u je vodila do vecje selektivnosti in moénejsega
zaviranja MAO-B,;

— spojina 24, ki izkazuje najmocnejSe zaviralno delovanje na MAO-A, predstavlja
najboljso izhodis¢no spojino za nadaljnje raziskave, prav tako pa je zanimiva tudi

spojina 26, ki je moc¢an zaviralec MAO-B.

S sintezo novih spojin smo prispevali k boljsemu razumevanju odnosa med samo strukturo
derivatov propargilaminov in njenim zaviralnim delovanjem. Ena od nadaljnjih moZnosti
za spojine, ki kazejo obetavne rezultate, bi bilo testiranje njihovega delovanja na zivalih

(recimo in vivo testiranje na misih).
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