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Povzetek

Imunski sistem predstavlja zapleteno obrambo cloveskega telesa pred razli¢nimi
nevarnostmi. Del tega sistema so tudi receptorji NOD2 (nukleotid vezavna domena
oligomerizacije 2), ki prepoznavajo muramilni dipeptidni fragment peptidoglikana, Ki
sestavlja bakterijsko celi¢no steno. S to prepoznavo pride do aktivacije signalnih poti, ki so
del prirojenega imunskega odziva. Pri prekomerni aktivnosti receptorjev NOD2 pa lahko
pride tudi do pojava razli¢nih bolezni, zato je smiselno razviti inhibitorje teh receptorjev.
Iskanja potencialnih inhibitorjev receptorja NOD2 smo se lotili tudi v okviru te magistrske
naloge. Z racunalniS§ko podprtim nacrtovanjem smo iskali spojine vodnice, ki bi s
kompetitivno vezavo v ATP vezavno mesto inhibirale receptorje NOD2. Pri rezultatih
molekulskega sidranja knjiznice fragmentov se je veckrat pojavil 1H-pirazol[3,4-
d]pirimidinski strukturni fragment, ki tvori dobre interakcije z vezavnim mestom. Na podlagi
tega smo sestavili knjiznico spojin analogov tega fragmenta in del teh spojin tudi sintetizirali.
Sintetizirane spojine so pripravljene za testiranje v celi¢nih sistemih, s ¢imer se bodo potrdili

ali ovrgli rezultati racunalniskega modeliranja.

V prvem delu magistrske naloge smo se osredotoCili predvsem na zaviranje imunskega
sistema z zaviralnim delovanjem na NOD2, kar bi potencialno lahko ugodno vplivalo na
nekatere bolezni (npr. sindrom Blau in sarkoidoze z zgodnjim zacetkom). V drugem delu
naloge pa smo se navezali na pomoc¢ imunskemu odzivu pri bakterijskih okuzbah. Namrec,
ko je imunski sistem oslabljen, je Se posebej pomembno, da imamo ucinkovite
protimikrobne u¢inkovine. Teh je vedno manj zaradi razvoja bakterijske rezistence. Ena
izmed zanimivih tar¢ za razvoj novih protimikrobnih u¢inkovin je encim DNA-giraza. Ta
skrbi za nastanek dodatnih negativnih zvitij v verigi DNA, ki so pomembna pri prepisovanju
in podvajanju dedne informacije. Znano je ze, da na podenoto A DNA-giraze deluje skupina
protimikrobnih u¢inkovin, imenovanih fluorokinoloni. V nasi raziskavi pa nas je zanimala
podenota B DNA-giraze, ki vsebuje ATP vezavno mesto. Pri eksperimentalnem delu smo
optimizirali sintezo klju¢nega gradnika spojin, ki imajo znano odli¢no inhibitorno delovanje
na podenoto B DNA-giraze. Z uvedbo nove terc-butildimetilsililne zasCitne skupine smo
povecali izkoristek, skrajSali ¢as in Stevilo potrebnih reakcij za sintezo spojine 17, ki jo bodo

uporabili pri optimizaciji benzotiazolnega strukturnega razreda zaviralcev DNA-giraze.
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Abstract

The immune system is our body’s complex defense against various dangers. Part of this
defense are NOD?2 receptors (nucleotide-binding oligomerization domain 2) that recognize
the muramy! dipeptide fragment of peptidoglycan which forms the bacterial cell wall. This
recognition activates signaling pathways that are part of the innate immune response.
However, excessive activity of NOD2 receptors may cause multiple diseases; it therefore
seems worthwhile to develop inhibitors of these receptors. The search for potential inhibitors
of the NOD2 receptor was tackled in this master's thesis. With computer-aided molecular
design, we searched for lead compounds which would competitively inhibit the ATP-binding
site on NOD2 receptors. Molecular docking of our fragment library into the ATP-binding
site of NOD2 resulted in multiple examples of the 1H-pyrazolo[3,4-d]pyrimidine structural
fragment which mimics the binding of adenine ring of ATP. Based on this, we created a
library of derivatives and synthesized some of these compounds. The synthesized
compounds will be used for further testing in cellular systems which will be used to confirm
or reject the results of computer-aided molecular modelling.

In the first part of this master's thesis, we focused primarily on the suppression of the immune
system by NOD?2 inhibition, which could potentially have a beneficial effect on certain
diseases (e.g. Blau syndrome and early onset sarcoidosis). The second part of the thesis deals
with helping the immune response in the case of bacterial infections. When the immune
system is weakened, effective antimicrobial drugs are of utmost importance since their
number decreases due to the development of bacterial resistance. One of the interesting
targets for the development of new antimicrobial drugs is the DNA gyrase enzyme. Its task
is to enable forming additional negative supercoils in the DNA chain that play an important
role in transcription and replication of the genetic material. It is already known that a group
of antimicrobial drugs called fluoroquinolones act by interacting with the subunit A of DNA
gyrase. Our research, however, focuses on the subunit B of DNA gyrase which contains the
ATPase activity. In the laboratory, we optimized the synthesis of the essential building block
for compounds which are known for excellent inhibition of the subunit B of DNA gyrase.
With the introduction of a new tert-butyldimethylsilyl protecting group, we increased the
yield as well as shortened the time and the number of required reactions for the synthesis of
compound 17, which will be used in the optimization of the benzothiazole-based DNA

gyrase inhibitors.
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1. Uvod
1.1 NOD?2

1.1.1 Imunski sistem

Cloveski organizem je neprestano izpostavljen mnogim tujkom, ki mu lahko §kodujejo. Zato
je razvil zapleten imunski sistem, ki mu omogoc¢a obrambo pred njimi in s tem preZivetje.
Bakterije, viruse, parazite in glive imunski sistem prepozna kot tujke in sprozi sistem
obrambe. Tudi nekatere Cloveske celice sprozijo imunski sistem. TakSne so na primer
spremenjene in poSkodovane telesne celice ter presajeni organi. Ko imunski sistem ne deluje

pravilno in se odzove na zdrave celice, govorimo o avtoimunskih boleznih (1).

Najprej se ¢lovesko telo odzove na patogene s prirojenim imunskim odzivom. Ta je splosen
glede na doloCene skupine mikroorganizmov in je Cloveska prva linija obrambe.
Predstavljajo ga razli¢ne fizi¢ne in kemijske bariere (npr. epitelij S protimikrobnimi snovmi),
fagociti (nevtrofilci in makrofagi), dendriti¢ne celice, naravne celice ubijalke, nekateri
proteini v krvi (npr. proteini komplementa) in razli¢ni mediatorji vnetja. Po hitrem odzivu
prirojenega imunskega sistema se aktivira tudi pocasnejsi, a bolj specifi¢en, pridobljen
imunski sistem. V ospredju so limfociti in protitelesa, ki jih le-ti tvorijo. Pridobljen imunski
sistem se gradi tekom celega ¢loveskega zivljenja, z vsakim antigenom, s katerim se imunski
sistem sre¢a. Ce se znova sreda z Ze znanim antigenom, se odzove hitreje in burneje. Temu

pravimo, da ima imunski sistem spomin (2).

Hitrost odziva prirojenega imunskega sistema je odvisna od tega, kako hitro bo prepoznal
nek patogen. Da odziv prve obrambne linije ne bi trajal predolgo, je prilagojen tako, da se
odziva na takSne molekule oz. molekulske strukture, ki so pogosto prisotne pri raznolikih
patogenih. Tem patogenim komponentam pravimo s patogeni povezani molekulski vzorci
(PAMPs oz. ang. pathogen-associated molecular patterns). Najpogosteje so to komponente
bakterijske celi¢ne stene (npr. peptidoglikan in lipopolisahardi), bakterijskih bickov (npr.
flagelin), dvoverizna nemetilirana DNA in dvoverizna RNA. Prirojen imunski sistem
prepozna tudi s poskodbo povezane molekulske vzorce (DAMPS 0z. ang. damage-associated
molecular patterns), kot so na primer proteini toplotnega Soka in natrijev urat. \/se omenjene
molekule celica prepozna, ko se vezejo na receptor za prepoznavo molekulskih vzorcev
(PRR o0z. ang. pattern recognition receptor). Poznamo veliko razli¢nih druzin PRR. Toll-u

podobni receptorji (TLRs oz. ang. Toll-like receptors) se nahajajo na plazemski in
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endosomski membrani razli¢nih celic, prepoznavajo pa med drugim bakterijske
lipopolisaharide, peptidoglikan in virusne nukleinske kisline. Na plazemski membrani
fagocitov najdemo odstranjevalne receptorje (ang. scavenger receptors) in C-tip lektinskih
receptorjev, Ki prepoznavajo ogljikove hidrate s terminalno manozo in fruktozo, ter glivi¢ne
glukane. V citozolu celic najdemo RIG-u (RLRs o0z. ang. RIGs-like receptors) podobne
receptorje , ki prepoznavajo virusno RNA. Virusno in bakterijsko DNA prepoznavajo
citozolni senzorji DNA (CDSs o0z. ang. cytosolic DNA sensors). Velika druzina citozolnih
so receptorji PRR, podobni NOD-u (NLRs oz. ang. NOD-like receptors). Ti zaznavajo
Stevilne razlicne PAMPS, kot so npr. peptidoglikan, urati in citozolni ATP (2).

1.1.2 NOD-u podobni receptorji (NLRS)

Poznanih je ze 23 sesalskih receptorjev NLR (Slika 1), ki imajo vsi podobno tridomensko
strukturo, sestavljeno iz C-kon¢ne domene, centralne (NACHT oz. domena, skupna
receptorjem NAIP, CIITA, HEET-E in TPI) domene in N-kon¢ne domene (3). C-kon¢na
domena je pri vseh, razen receptorjih NLRP10, sestavljena iz ponovitev, bogatih z levcinom
(LRRs oz. ang. leucine rich repeats), ki so odgovorne za prepoznavanje PAMPs. Domena
NACHT omogoci vezavo receptorjev NLR med seboj in s tem tvorbo oligomerov. Samo-
oligomerizacija aktivira receptorje NLR in omogo¢i prenos signala z N-kon¢no domeno.
Glede na N-kon¢no domeno se receptorji NLR delijo na ve¢ podskupin. Lahko vsebujejo

domeno CARD (ang. caspase recruitment domains), domeno PYD (ang. pyrin domains) ali

NLRs domena Receptor Struktura receptorija

N om0 I
we (o A D

[Nopionen O NAcHTIRATID
NLRC4
nre  [nooz ewrce) () EEECHENE GO0
NLRCS  [IERACHTIR(IID
NLRC5 \s/
B P
NLRP1 ~ TG @
NLRP2-9 -
NLRP NLRP11-14 . IENACHTIR (D
-~
o~
.CARD 0 ATD FIIND &y PYo

=, BIR ' LRR :: Unknown . Xor MT
Slika 1: Razli¢ni receptorji NLR. Prirejeno po (4).
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druge domene, kot na primer domena BIR (ang. baculovirus repeat domains) (2). Multipla
skleroza, Addisonova bolezen, atopijski dermatitis, vitiligo, Crohnova bolezen, sindrom
dednih periodi¢nih vrocic, sindrom golih limfocitov, sistemski lupus eritematozus in astma

so le nekatere izmed bolezni, ki jih povezujejo z receptorji NLR (5).

1.1.3 NOD1in NOD2

Pri razgradnji bakterijske celicne stene, zgrajene iz peptidoglikana, nastanejo razli¢ni
fragmenti. V skupini receptorjev NLR poznamo dva receptorja NOD (ang. nucleotide-
binding oligomerization domain), NOD1 in NODZ2, ki prepoznavata specificne fragmente te
razgradnje. NOD1 prepozna dipeptidni fragment D-Glu-mezo-DAP, ki vsebuje
diaminopimelinsko kislino, ki jo najdemo pretezno v po Gramu negativnih bakterijah (npr.
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Chlamydia spp, Helicobacter pylori) (6, 7, 8).
NOD?2 pa prepoznava muramilni dipeptidni fragment peptidoglikana, ki ga najdemo tako v
po Gramu pozitivnih kot tudi v po Gramu negativnih bakterijah in mikobakterijah (npr.

Mycobacterium tuberculosis) (6, 9).

Prepoznavanje omenjenih fragmentov poteka na LRRs C-kon¢ne domene NOD1 in NOD2.
Tako kot ostali receptorji NLR vsebujeta oba receptorja NOD domeno NACHT, razlikujeta
pa se v stevilu domen CARD, ki skrbijo za prenos signala. NOD1 ima eno domeno CARD,
pri NOD2 pa sta zaporedno vezani dve. Preden pride do prepoznave PAMPs, sta oba
receptorja v neaktivnem stanju. To stanje je stabilizirano z LRRs, ki prekrivajo domeno
NACHT, in s proteinom Hsp90 (10, 11). Da pride do aktivacije NOD1 in NOD2, se mora
sprostiti molekula ADP iz vezavnega mesta domene NACHT, na njeno mesto pa se mora
vezati ATP, ki se hidrolizira in omogoc¢i oligomerizacijo domen NACHT (12). Obenem se
zmanjsa tudi afiniteta do proteina Hsp90. Nadaljnje CARD-CARD interakcije oligomera
omogocijo vezavo RIP2 (serin treonin/tirozin kinaza oz. ang. serin-threonine/tyrosine
kinase), ki z ubikvitinacijo preko modulatorja NEMO (ang. NF-xB essential modulator)
regulira aktivacijo NF-«xB (jedrni faktor kB 0z. ang. nuclear factor kB). Pri tem sodeluje Se
TAK1 (transformirajoci rastni dejavnik p aktivirajo¢a kinaza 1), ki v kombinaciji z RIP2
aktivira Se signalno pot MAPK (z mitogenom aktivirana proteinska kinaza oz. ang. mitogen-
activated protein kinase) (Slika 2). Z NF-xB in MAPK se sprozi mocan vnetni odziv preko
aktivacije genov za razli¢ne citokine, kemokine in nekatere protimikrobne peptide (13).
NOD1 in NOD2 inducirata tudi NO-sintazo in NADPH-oksidazo (nikotinamid adenin
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dinukleotid fosfat oksidaza) ter tako sodelujeta pri tvorbi kisikovih in dusikovih reaktivnih
zvrsti (14).

@
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Slika 2: Mehanizem delovanja NOD2; MDP je muramil
dipeptid. Prirejeno po (15).

1.1.4 Bolezni povezane z receptorji NOD

Delovanje imunskega sistema je skrbno uravnavano, saj odstopanja v eno ali drugo smer
privedejo do razli¢nih bolezni. Premalo aktiviran imunski sistem ne prepozna tujkov, ki ga
ogrozajo, ¢e pa je preve¢ aktiviran, pa lahko pride do razvoja avtoimunskih bolezni. Mutacije
genov CARD4 in CARD15 privedejo do nepravilnosti NOD1 in NOD2, ki se lahko izrazajo
kot bolezni povezane s kroni¢nim vnetjem, avtoimunske bolezni in rak (7). Ugotovili so, da
pride pogosteje do mutacij pri NOD2 kot pri NOD1 (16). Najpogostejse bolezni povezane z
mutacijami NOD2 so kroni¢ne vnetne bolezni, med katere sodijo Crohnova bolezen,
sindrom Blau in sarkoidoze z zgodnjim zacetkom (ang. early-onset sarcoidosis) (17).
Nekatere Studije povezujejo NOD2 Se z nastankom multiple skleroze, sistemskega
eritematoznega lupusa (17) in artritisa (19). Polimorfizmi na NOD1 naj bi bili povezani z
razli¢nimi malignimi obolenji (npr. rak ¢revesja, jajénikov, prsi, prostate) (20, 21, 22). Tako

NOD1 kot NOD?2 bi naj bila povezana z atopijskim dermatitisom in astmo (23, 24).
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1.1.5 Inhibicija NOD2

Za razliko od Crohnove bolezni, pri kateri pride do izgube funkcije NODZ2, se pri sindromu
Blau in pri sarkoidozah z zgodnjim za¢etkom poveca signalizacija preko receptorjev NOD2.
Prav tako pride do povecane signalizacije pri diviem tipu NOD2. Zato bi bilo smiselno pri
navedenih stanjih inhibirati NOD2. Trenutno se v klini¢ni praksi uporabljajo glukokortikoidi
in bioloska zdravila, ki zavirajo vnetje (inhibitorji TNF-a in IL-1). Pri inhibiciji signalnih
poti, odgovornih za nadaljnjo signalizacijo z NF-kB, je pri¢akovano, da ne pride do zavrtja
celotnega prirojenega obrambnega mehanizma. Taksno selektivno delovanje je zazeleno pri

boleznih, ki nastanejo zaradi spremenjenih signalnih poti NOD2 (25).

Inhibicijo NOD2 bi lahko dosegli na razli¢nih to¢kah mehanizma njegovega delovanja.
Inhibicija vezave liganda na domeno LRR je nekoliko manj smiselna, saj je mutacija domene
LRR, ki privede do povecane signalizacije, pogosta in bi zato bila vezava inhibitorja
vprasljiva. Za povecano signalizacijo preko domene LRR je pogosteje odgovorna mutacija
domene LRR, redko pa je vzrok prevelika koncentracija liganda. ATP-vezavno mesto je
obetavna tarca za inhibicijo in je bila v farmaciji veckrat izkoris¢ena za uporabo raznolikih
encimov. Tezava vezave ligandov v vezavno mesto za ATP je njihova selektivnost, saj v
¢loveski celici obstaja veliko encimov, ki vezejo ATP. Naslednja mozna tar¢a bi bila tudi
preprecevanje oligomerizacije domene NACHT, ki potece s tvorbo disulfidne vezi, saj je to
pomemben proces za prenos signala. Se nizje po signalizacijski poti pa bi bila mozna
inhibicija RIP2 ali TAK1 (14).
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1.1.6 ATP-vezavno mesto NOD?2

RazreSena je bila kristalna struktura zaj¢jega receptorja NOD2, ki ima v vezavnem mestu
vezano molekulo ADP (Slika 3). Njegovo aminokislinsko zaporedje je v 86% podobno
zaporedju Cloveskega receptorja NOD?2. V kristalni strukturi lahko vidimo domeno LRR in
domeno NACHT, v katero se veze ATP. Domeno NACHT lahko razdelimo $e naprej na

nukleotid-vezo¢o domeno (NBD
NACHT

Stevilo a1minokislin

0z. ang.  nucleotide-binding . e 4020

domain), vijatno domeno 1 in 2

(HD1/HD2 oz. ang. helical domain ) /W~ :

1/2) in krilato vijano domeno as i) \%{\%* ‘e ADP
(WHD o0z. ang. winged-helix /{7,£& _

domain). Domene NBD, HD1 in S KA

WHD sodelujejo pri vezavi ADP (&l\ﬁq‘%

(26). ¢ ‘Ir

Iz kristalne strukture je razvidno, Q %

kak$ne interakcije tvori molekula \%

ADP v vezavnem mestu (Slika 4). . @

Z dusiki adeninske baze tvori e

vodikove vezi z aminokislinskim Slika 3: Kristalna struktura NOD?2. Prirejeno po (26).

ostankom  Thr233 ter preko

molekul vode se s Tyr232, Asn235 Gly284 in Tyr435. Aminokislinski ostanek Tyr435 tvori
Se dodatno vodikovo vez s hidroksilno skupino riboznega dela ADP. Ostanki Thr287,
Phe427 in Pro466 tvorijo hidrofobne interakcije z adeninskim delom. Difosfatni del
molekule ADP tvori devet vodikovih vezi z razli¢nimi aminokislinskimi ostanki NOD2. Eno
izmed vodikovih vezi tvori s histidinskim ostankom His583 iz domene WHD, Kkar je
pomembno za samoinhibitorno delovanje NOD2. Na samoinhibitorno delovanje NOD2
sklepajo iz podobnosti ostanka His583 na NOD?2 in histidinskega ostanka na NLRC4, ki ima
prav tako samoinhibitorno delovanje (26).
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Slika 4: NOD2 in ADP. Rumene oznacbe oznacujejo aminokislinske ostanke, ki tvorijo
vodikove vezi z adeninskim delom ADP. Z oranZzno so oznaceni ostanki, ki tvorijo
hidrofobne interakcije, z zeleno pa so oznaceni ostanki, ki tvorijo vodikove vezi s
fosfatnim delom ADP. Molekule vode so oznafene z rde¢imi kroglicami. Prirejeno po
(26).
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1.2 DNA-giraza

1.2.1 Protibakterijske uc¢inkovine in bakterijska rezistenca

Eno izmed najvecjih odkritij v zgodovini medicine so bili antibiotiki. Hitro za njihovim
odkritjem pa so ugotovili, da so se bakterije zmozne izogniti njihovemu baktericidnemu in
bakteriostaticnemu delovanju. Na zacetku je bi razvoj razli¢nih antibiotikov hitrejsi, kot pa
je bil razvoj bakterijske odpornosti. A Ze leta 1960 se je zaCelo zmanjSevati Stevilo novih
razredov antibiotikov, ki so prisli v kliniéno uporabo. V zadnjih 15-ih letih je v klini¢no
uporabo prislo le pet novih razredov protibakterijskih u¢inkovin, stevilo odpornih bakterij

pa narasca (27, 28).

Poznamo dve vrsti odpornosti bakterij. Naravna odpornost je tista, ki jo imajo bakterije Se
preden prvi¢ pridejo v stik s protibakterijsko u¢inkovino. Odpornost, ki se razvije po tem,
ko je bakterija Ze bila v stiku S protibakterijsko uc¢inkovino, imenujemo pridobljena
odpornost. Da pa odpornost nastane, mora priti do mutacije ali do prenosa genske
informacije, ki vkljucuje zapis za odpornost. Plazmid, ki je zunajkromosomska molekula
DNA, pogosto nosi zapis za odpornost. V procesu transdukcije lahko odporna bakterija s
pomocjo bakteriofagov prenese plazmid v neodporno bakterijo in s tem le-ta razvije
odpornost proti protibakterijski u¢inkovini. Mozen je tudi prenos preko direktnega stika
dveh bakterij, kar imenujemo konjugacija. Bakterija lahko privzame zapis DNA za

odpornost tudi iz okolice, pri ¢emer govorimo o transformaciji (29, 30).

Delovanju protibakterijskih uc¢inkovin se bakterija lahko zoperstavi na razli¢ne nacine. S
spremembo celi¢ne membrane zmanj$a prehod u¢inkovin v celico, tiste, ki vseeno pridejo v
celico, pa lahko z izto¢nimi ¢rpalkami ¢rpa iz celice. Bakterija lahko proizvaja encime, Ki
razgrajujejo protibakterijske uc¢inkovine ali pa spremeni presnovno pot, na katero slednje
delujejo. Mozna je tudi sprememba vezavnega mesta, kamor se veze protibakterijska

uc¢inkovina (31).

1.2.2 DNA in topoizomeraze

Dedni zapis je shranjen v obliki DNA. To je makromolekula, sestavljena iz dveh
komplementarnih verig nukleotidov. Heteropolimerni verigi sta sestavljeni iz kombinacije
stirih razliénih nukleotidov, ki so zgrajeni iz ene izmed dusikovih organskih baz (adenin,

citozin, gvanin in timin), sladkorja deoksiriboze in fosfata. Komplementarni nukleotidi
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preko vodikovih  vezi  povezujejo
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celici kot linearna ali krozna oblika (32). Slika 5: Oblike DNA. Prirejeno po (33)

Dvovijacna struktura in dodatno zvitje

DNA otezita nekatere procese, pomembne za delovanje celice. Ti procesi so na primer
prepisovanje in podvajanje DNA, Kjer se morata obe verigi DNA lo¢iti, da se dedni material
lahko prepisuje in podvojuje. Lo¢itev verig DNA pri dodatnem zvitju ni preprosta. Ko se del
dvovija¢ne verige lo¢i in sprosti napetost vV delu, kjer bo potekalo branje DNA, se zaradi
cikli¢ne strukture v preostalem delu DNA napetost povec¢a. Skozi evolucijo je zato prislo do

razvoja encimov, imenovanih topoizomeraze, ki lahko zmanjsajo to napetost (34).

Topoizomeraze zmanjSujejo napetost tako, da zmanjsajo $tevilo dodatnih zvitij. Poznamo
dva nacina, kako pride do spremembe topologije DNA. Pri prvem mehanizmu
topoizomeraza cepi eno od verig dvovijaéne DNA, pri ¢emer se lahko cepljen del verige
prosto zavrti okrog komplementarne verige in se nato spet spoji v neprekinjeno verigo DNA.
Topoizomeraze, ki razreSujejo napetost v molekulah DNA po tak§nem mehanizmu,
uvrs¢amo med topoizomeraze tipa I. Pri drugem mehanizmu sodeluje skupina topoizomeraz
tipa II, ki cepijo obe verigi dvoverizne DNA in skozi nastalo prekinitev premaknejo
neprekinjen del DNA (34).

1.2.3 DNA-giraza

Pri prokariontih delimo topoizomeraze tipa Ila na DNA-girazo in topoizomerazo 1V. Glavna
funkcija topoizomeraze 1V je razdruzevanje héerinskih molekul DNA po koncu podvajanja
DNA. DNA-giraza pa uvaja negativna dodatna zvitja v verigo DNA. To zmanjsa napetost in

omogo¢i nastanek podvojevalnih vilic (35).
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DNA-giraza je sestavljena iz
dveh podenot A (GyrA) in
dveh podenot B (GyrB), ki

skupaj tvorijo

DNA

heterotetramerno  strukturo ¢, g
A>B». Vsaka izmed podenot
ima svojo funkcijo. GyrA

sodeluje pri cepitvi molekule

DNA in  pri  njenem

7 i GyrA
ponovnem zdruzevanju. y DNA-vrata

Potrebno energijo ji priskrbi

podenota GyrB z vezavo in C-vrata

pretvorbo molekule ATP v Slika 6: Model kristalne strukture DNA-giraze z molekulo
ADP (34). Preko delnin DNA. Prirejeno po (33).

kristalnih ~ struktur DNA-

giraze so raziskovalci uspeli odkriti strukturo celotnega encima, ki je v pomoc¢ pri
razumevanju delovanja le-tega (Slika 6). DNA-giraza je sestavljena iz treh vrat, ki v razli¢nih
fazah kataliti¢nega cikla z odpiranjem in zapiranjem skrbijo za prehod molekule DNA (Slika
7). DNA-vrata in C-vrata sestavljajo del N-kon¢nih domen dveh podenot GyrA. V N-kon¢ni
domeni GyrA pride do cepitve in zdruzevanja verige DNA, C-konéna domena pa skrbi za
nastanek negativnega zvitja. C-kon¢na dela podenot GyrB tvorita N-vrata, N-kon¢na dela
podenot GyrB pa imata vezavni mesti za ATP (36, 37).

Za boljSe razumevanje mehanizma uvajanja negativnega zvitja DNA, so verigo DNA
razdelili na dva segmenta, glede na to, kje se nahajata v encimu (Slika 7). Vratni ali G-
segment je del DNA, ki se nahaja v DNA-vratih in na katerem pride do cepitve. Transportni
ali T-segment je transportiran skozi nastalo prekinitev G-segmenta. Pri delovanju DNA-
giraze si sledijo razli¢ne strukturne spremembe encima. Po vezavi G-segmenta DNA na
DNA-vrata se T-segment DNA ovije okrog C-kon¢nega dela GyrA in vstopi skozi N-vrata,
Ki se za njim zaprejo. Da pride do popolnega zaprtja vrat, se mora na GyrB vezati ATP. ATP
in Mg?* omogodita cepitev G-segmenta in odpiranje DNA-vrat. Z odprtjem teh vrat nastane
prostor, da se T-segment premesti skozi prekinitev G-segmenta k C-vratom. Sledi zapiranje
DNA-vrat in povezovanje G-segmenta nazaj v neprekinjeno DNA ter odpiranje C-vrat, ki

sprostijo T-segment DNA iz encima. Ko T-segment zapusti encim, se za njim C-vrata

10



Magistrska naloga Zan Toplak

zaprejo in odprejo se N-vrata, pri cemer se ADP in fosfat sprostita iz vezavnega mesta. DNA

se lahko sprosti iz DNA-giraze, ali pa ponovno vstopi v nov kataliti¢ni cikel (38).

N-Vrata DNA-vrata

_\‘>
— ATP o
-ADP —ADP

C- vrata 'ADP

© -fosfat @ fosfat

-fosfat
-DNA

G-seg ment

5
T-segment
TT—

Slika 7: Mehanizem delovanja DNA-giraze. Prirejeno po (38).

Zaradi pomembnosti DNA-giraze pri bakterijah, je ta encim dobra tar¢a protibakterijskih
uéinkovin. Trenutno se v klini¢ni praksi uporabljajo le fluorokinoloni. Najbolj znan med
njimi je ciprofloksacin (Slika 8), ki je ena izmed najbolj siroko spektralnih protibakterijskih
u¢inkovin. Dokazano je bilo, da fluorokinoloni tvorijo stabilen kompleks s podenoto GyrA
DNA-giraze in molekulo DNA. Ta kompleks preprecuje nadaljnje podvajanje DNA, kar
vodi v celiéno smrt. Podobnost podenote GyrA s podenoto ParC topoizomeraze IV omogoca
fluorokinolonom, da inhibirajo tudi ta encim. Poznamo tudi inhibitor GyrB, novobiocin
(Slika 8), ki spada v skupino aminokumarinov, ki so naravni produkti mikroorganizmov rodu
Streptomyces. Zaradi toksic¢nosti in razvoja bakterijske odpornosti se ne uporablja vec v
klini¢ni praksi. Deluje tako, da se kompetitivno veze v vezavno mesto za ATP DNA-giraze
in topoizomeraze IV in ostaja edina u¢inkovina s tem mehanizmom delovanja, ki se je

uporabljala v terapiji (37).

11
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Slika 9: Novobiocin in ciprofloksacin.

Vezavno mesto za ATP GyrB je ostalo zanimivo pri iskanju novih inhibitorjev DNA-giraze
Fosfatni del molekule ATP, ki se veze v vezavno mesto, tvori interakcije z Mg?* ionom in
aminokislinskimi ostanki His38, Glu42, Asn46, Lys103, Leull5, His116, Gly117, Gly119,
Lys337 (Slika 9). Adenin tvori vodikove vezi z ostanki Tyr5', Asp73, Tyrl09 ter preko

molekule vode $e s Gly77 in Thrl65. Hidrofobne interakcije z adeninom in ribozo pa tvorijo
ostanki Val20, 1le78, 11e94 (Slika 9). Z molekulo deoksiriboze tvorita ostanka Tyr5' in

H
Gly102 se dodatne tri vodikove vezi (39) (Slika 9).
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Slika 8: Vezavno mesto GyrB z vezano molekulo ATP. Aminokislinski ostanki

oznaceni zeleno, tvorijo vodikove vezi, vijolicno oznaceni ostanki tvorijo hidrofobni

zep, rdece je oznacena kristalna molekula vode. Prirejeno po (39)
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Razli¢ne kristalne strukture DNA-giraze so pripomogle k razumevanju delovanja encima, se
posebej njegove podenote GyrB. Na podlagi tega je bilo razvitih kar nekaj novih zaviralcev
GyrB. Gjorgjieva in sod. (39) so pri raziskovanju odkrili analoge benzotiazolpirolamidov z
inhibitornim delovanjem na GyrB pri E. coli v nizkem nanomolarnem obmocju. S kristalno
strukturo so dolo¢ili vezavo spojine (1) v vezavno mesto za ATP (Slika 10). Spojina | tvori
hidrofobne interakcije z aminokislinskimi ostanki Asn46, Val71, Val43, Val120, Thrl65,
Gly77, 11e78, Pro79, Glu50. Pri rentgenski kristalografiji zaradi slabse lo¢ljivosti ni vidne
kristalne molekule vode, ki tvori most preko vodikovih vezi med skupino NH pirola in
ostankom Asp73. Arg76 in Argl36 bi glede na racunalnisko sidranje s programom LeadIT
tvorila dodatni vodikovi vezi z oksalatom benzotiazolnega ogrodja, ki pa ju v kristalni

strukturi zaradi prenizke lo¢ljivosti ne vidimo (40).

E. coli DNA giraza
IC;, = 58 nM

Slika 10: Vezave spojine | v kristalni strukturi GyrB iz E. coli. Oranzne oznacbe -
aminokislinski ostanki, ki tvorijo hidrofobne interakcije s 4,5-dibromopirolamidnim delom
molekule, modre oznacbe - aminokislinski ostanki, ki tvorijo hidrofobne interakcije z
benzotiazolnim ogrodjem, rumena oznacba - aminokislinski ostanek, ki tvori vodikovo

vez. Prirejeno po (40).
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2. Nacrt dela

Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge bomo uporabljali pristope racunalniskega
modeliranja pri iskanju novih inhibitorjev receptorja NOD2, medtem ko bomo v primeru
DNA-giraze nove inihibitorje nacrtovali na osnovi struktur znanih benzotiazolnih
inhibitorjev DNA-giraze, ki so bili razviti na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za

farmacijo Univerze v Ljubljani.

2.1 NOD2

S pomocjo racunalniskega modeliranja in znane kristalne strukture receptorja NOD2 zelimo
odkriti in pripraviti spojine, ki bodo izkazovale inhibitorno delovanje na receptorju NOD?2.
Nacrtovanje se bo zacelo s pripravo knjiznice fragmentov, nato pa se bomo na podlagi
rezultatov virtualnega reSetanja odlocili kakSen tip spojin bomo sintetizirali. Glede na
reagente, ki jih imamo na razpolago na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani, bomo pripravili
ciljano knjiznico spojin. Vezavo teh spojin bomo prav tako ovrednotili z racunalniskim
sidranjem in izmed njih izbrali tiste, ki bodo izkazale najve¢ji potencial za vezavo v ATP-
vezavno mesto receptorja. lzbrane spojine bomo nato sintetizirali in odistili, da bodo
pripravljene za analize. Strukturo sintetiziranih spojin bomo potrdili s pomoc¢jo jedrske
magnetne resonance (NMR) in masne spektrometrije (MS) ter njihovo delovanje ovrednotili

v celi¢nih testih.

2.2 DNA-giraza
Na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo v Ljubljani so odkrili ATP
kompetitivne inhibitorje GyrB. Med njimi so tudi razli¢ni analogi, ki v strukturi vkljucujejo

2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilno kislino kot osrednji skelet.

Pri sintezi metil 2-amino-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata (spojina 17, Slika 11) kot
kljuénega gradnika pri optimizaciji najboljsih spojin jim je korak s ciklizacijo delal kar nekaj

tezav. Sintezno je bila priprava tega vmesnega produkta dolgotrajna, potratna glede

@)

»—NH,
HO N

17
Slika 11: metil 2-amino-5-

hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilat
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reagentov in z zelo nizkim celokupnim izkoristkom (Shema 2). V eksperimentalnem delu te

naloge zelimo postopek priprave omenjenega gradnika optimizirati.

Najprej bomo poskusili izboljsati izkoristek zadnje stopnje priprave metil 2-amino-5-
hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata. Tega se bomo lotili s stopenjsko ciklizacijo, pri
¢emer bomo produkte vsake stopnje ocistili, da bo tako ¢im manj moznih stranskih reakcij

v naslednjih stopnjah (Shema 3).

V nadaljevanju bomo preverili idejo 0 mozni novi poti do omenjenega produkta ciklizacije,
Ki za zaScCito hidroksilne skupine na mestu 5 ne vsebuje acetilne skupine, temvec¢ terc-
butildimetilsililno zas¢itno skupino (TBDMS). Zaradi selektivnosti jo bomo uvajali na
hidroksilno skupino ob Ze za$citenem aminu. Prav tako pa jo bomo poskusili uvesti na
hidroksilno skupino ob nezascitenem aminu, saj bi na ta nac¢in lahko prihranili dva koraka
pri sintezi, s ¢imer bi skrajSali ¢as, zmanjSali porabo reagentov in povecali celokupni

izkoristek (Shema 4).

Ko bi bil postopek za pripravo metil 2-amino-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata
optimiziran, bi pripravili ve¢jo koli¢ino le-tega. Ta vmesni produkt bi se lahko uporabljal za
pripravo novih inhibitorjev GyrB. Pomembna naslednja stopnja bi bila tvorba razli¢nih
pirolamidov na amino skupini na mestu 2, saj ti tvorijo pomembno interakcijo z Asp73 v
ATP vezavnem mestu GyrB. Nato bi sledile razliéne modifikacije hidroksilne skupine, s
katerimi bi lahko dosegli ve¢ vezavnih interakcij, ali pa spremenili fizikalno-kemijske

lastnosti za boljsi privzem v bakterijske celice (Shema 1).

O
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Shema 1: Nadaljnja sinteza.

15



Magistrska naloga Zan Toplak

3. Materiali in metode

3.1 Materiali

Pri eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila
proizvajalcev Acros Organics, Apollo Scientific, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich, Alfa Aesar
in TCI.

3.2 Kromatografske metode
3.2.1 Tankoplastna kromatografija— TLC

Potek reakcij smo spremljali s tankoplastno kromatografijo (TLC oz. ang. thin layer
chromatography), prav tako pa smo z njo iskali ustrezno mobilno fazo za ¢is¢enje spojin s
kolonsko kromatografijo. Mobilno fazo za TLC smo pripravili iz razli¢nih organskih topil v
razli¢nih razmerjih, ki so navedena v sinteznih postopkih posameznih spojin. Za stacionarno
fazo smo uporabljali plos¢e Merck DC Fertigplatten Kieselgel 60 F2s4 z 0,20 mm debelim
nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu. Za detekcijo smo uporabljali UV lucko z

valovno dolzino 254 nm in 366 nm ter razli¢ne orositvene reagente.

3.2.2 "Flash" kolonska kromatografija

Za ¢iScenje nekaterih spojin smo uporabili "flash" kolonsko kromatografijo, pri kateri pretok
mobilne faze pospesujemo z uvajanjem zraénega nadtlaka. Od koli¢ine neCistega vzorca je
bila odvisna izbira ustrezne steklene kolone, ki so se med seboj razlikovale po volumnu.
Mobilno fazo smo pripravili iz razli€nih organskih topil v razli¢nih razmerjih, ki so navedena
v sinteznih postopkih posameznih spojin. Za stacionarno fazo smo uporabljali silikagel,
proizvajalca Merck, z velikostjo delcev med 0,040 — 0,063 mm. Elucijo iz kolone smo
spremljali s TLC, pri ¢emer smo za detekcijo uporabljali UV lucko z valovno dolzino 254

nm in 366 nm ter razli¢ne orositvene reagente.

3.3 Spektroskopske metode
3.3.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR)

'H NMR in ¥C NMR spektre smo na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani, posneli
na spektrometru Bruker Avance 111 400 pri 400 MHz (*H NMR) oz. 100 MHz (*3C NMR).
Vzorce smo raztopili v devteriranem dimetilsulfoksidu (DMSO-de) ali devteriranem

kloroformu (CDCIs3). Kot interni standard smo uporabili tetrametilsilan (TMS). Za
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ugotavljanje nekaterih protonov, ki se lahko izmenjajo, smo uporabili devterirano vodo
(D20).

3.3.2 Masna spektrometrija

Masne spektre nekaterih preostalih spojin so posneli zaposleni na Fakulteti za farmacijo v
Ljubljani, na spektrometru Advion expression CMSL z ESI tehniko. Analize HR-MS (masna
spektrometrija visoke locljivosti) so opravili na masnem spektrometru visoke lo¢ljivosti

Exactive™ Plus Orbitrap Mass Spectrometer na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani.

3.4 Dolocanje talilnega intervala

Talilni interval spojin smo dolo¢ili na Kofflerjevem mikroskopu z ogrevalno mizico Leica.

3.5 Racunalniska oprema
3.5.1 Nomenklatura in risanje spojin

Program ChemBioDraw Ultra 16.0, podjetja CambridgeSoft, smo uporabili za risanje
strukturnih formul spojin, reakcijskih shem in za poimenovanje spojin po nomenklaturi
IUPAC.

3.5.2 Virtualno resetanje in sidranje spojin

Molekulsko sidranje je bilo opravljeno na racunalniku na Fakulteti za farmacijo: 4 x 8 core
AMD Opteron Magny-Cours CPUs, 3 TB HDD, 32 GB RAM, Matrox G200ew, operacijski
sistem Ubuntu 64-bit in na osebnem rac¢unalniku s specifikacijami: Intel Core i7-3610QM
CPU 2.30 GHz, 8 GB RAM-a, 1 TB trdega diska z operacijskim sistemom Windows 10
Enterprise 64-bit.

Za pripravljanje in sidranje knjiznic spojin smo uporabljali programe OMEGA 2.5.1.4,
OEDocking 3.2.0.2., VIDA 4.3.0.4., paketa OpenEye Scientific Software, Santa Fe, NM in
program Schrodinger, Schrodinger, LLC.

3.5.3 Ostalo

Za procesiranje NMR spektrov smo uporabljali racunalniSka programa MestReNova v6.0.2-

5475 in MestReC 4.8.6.0, proizvajalca Mesterlab Research S.L.

3.6 Racunalnisko nacrtovanje NOD2 inhibitorjev

Pri iskanju inhibitorjev receptorja NOD2 smo za&eli na samem zacetku. Zeleli smo odKriti

in pripraviti popolnoma nov strukturni razred spojin, zato smo se zatekli k iskanju spojin in
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silico s procesom virtualnega reSetanja. Tako smo lahko na podlagi racunalniskih
algoritmov, ki ocenijo vezavno energijo, iz mnozice spojin izbrali tiste, ki se bodo z vecjo

verjetnostjo vezale v tar¢ni receptor.

Za virtualno reSetanje smo pripravili knjiznico spojin iz razli¢nih prosto dostopnih knjiznic
na spletu. Uporabili smo raznolike knjiznice fragmentov od ponudnikov ChemBridge,
Enamine, Life Chemicals, Asinex, Maybridge, ChemDiv, KeyOrganics, Pharmeks in

VitasM. Najprej smo knjiznice fragmentov zdruzili, pri ¢emer je nastala knjiznica z nekaj

Slika 12: Priprava vezavnega mesta s funkcijo Make_receptor,

programa OEDocking. Modra mrezasta struktura ponazarja generiran

vezavni zep, znotraj vnaprej dolocenega vezavnega mesta.

manj kot 250.000 spojinami. Nato je sledila predpriprava knjiznice s programom
Schrodinger (www.schrodinger.com), s katerim smo odstranili prisotne soli ter ustvarili
pravilno protonacijo kislin in baz. Pravilna protonacija je pomembna za rezultate sidranja,
saj se spojine in vivo vezejo v taréno mesto pri fizioloskem pH, zato moramo ustrezno
protonacijo pri sidranju tudi upostevati. 1z oblike zapisa spojin SDF, ki vsebuje podatke o

tridimenzionalni strukturi spojin, smo pripravili knjiznico razli¢nih konformacij spojin. Ko
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smo imeli pripravljeno knjiznico spojin, smo morali pripraviti $e vezavno mesto, kamor smo
nameravali te spojine sidrati. V bazi proteinskih struktur PDB (www.rcsh.org) smo poiskali
kristalno strukturo receptorja NOD2. Izbrali smo kristalno strukturo 5IRN, ki je zaj¢ji NOD2
z vezano molekulo ADP v vezavnem mestu. Lo¢ljivost strukture je 2.34 A. Receptor smo
pripravili s funkcijo Make_receptor, programa OEDocking (Slika 12). Velikost prostora za
pripravo vezavnega mesta je bila 21,33 A x 14,33 A x 17,33 A in z volumnom 5300 A3,
Program je izdelal obliko vezavnega Zepa z volumnom 1043 A3. Izbrali smo 3e, da naj
spojine tvorijo interakcije z aminokislinskim ostankom Thr233, v obliki ene donorske in ene

akceptorske vodikove vezi, s ¢imer smo zeleli oponasati vezavo adeninskega obroca ATP.

Sidranje vseh konformacij spojin smo izvedli na zelo zmogljivih ve¢jedrnih racunalnikih
Fakultete za farmacijo, Univerze v Ljubljani, z algoritmom FRED (Fast Exhaustive

Docking), programa OEDocking (OpenEye, www.eyesopen.com).

Prvih 100 najbolj$ih rezultatov sidranja smo pregledali s programom VIDA (OpenEye,
www.eyesopen.com) in se na podlagi cenilne funkcije Chemgauss4 in sintezne
kompleksnosti odlo¢ili kak$na struktura molekul nas zanima. Izbrali smo si derivate 1H-
pirazol[3,4-d]pirimidina (Slika 13), saj so bili le-ti najvi$je ocenjeni med ligandi sidrane
knjiznice fragmentov. Na podlagi reagentov na Katedri za farmacevtsko kemijo smo
pripravili nacrt 30-ih spojin, ki bi jih lahko
sintetizirali. Te spojine smo narisali s programom
ChemDraw 16 in jih pretvorili v zapis SMILES. Iz
tega zapisa smo s pomo¢jo programa OMEGA
(OpenEye, www.eyesopen.com) pripravili ciljano

knjiznico spojin, v kateri so imele spojine povprec¢no

140 konformacij. Receptor smo izbrali enak kot pri
sidranju knjiZnice fragmentov. Sledilo je sidranje
ciljane knjiznice s pomoc¢jo funkcije FRED, Slika 13: Strukturni - skelet 1H-
programa OEDocking. Z rezultati smo si pomagali Pirazol[3,4-d]pirimidinskih analogov

zoZit1 nabor spojin za sintezni nacrt.
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4. Eksperimentalni del

4.1 Reakcijska shema inhibitorjev NOD2

Na shemi 2 je ponazorjen potek vseh sintez potencialnih inhibitorjev receptorja NOD2. Z
enostopenjsko sintezo ob prisotnosti baze (EtsN) smo sintetizirali 2 in njegov analog 3 z
dodatno CH> skupino med aminom in benzenom. Za sintezo 4-(piperazin-1-il)-1H-
pirazol[3,4-d]pirimidinskih analogov smo si pripravili spojino 5 tako, da smo uvedli na 1
Boc za$Citen piperazin in nato za$¢itno skupino odstranili z acidolizo s trifluoroocetno
kislino (TFA). Za tvorbo amidov (63, 6b, 8a, 8b in 8c) smo uporabili tehniko s sklopitvenim
reagentom EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid), HOBt (1-
hidroksibenzotriazol) in NMM (N-metilmorfolin). Pri spojini 6b smo odstranili Se za$¢itno
skupino Boc s TFA. Pri poskusu hidrolize metilnega estra spojine 8c z natrijevim
hidroksidom je prislo do hidrolize amida. Benzilaminske analoge (10a, 10b, 10c) smo tvorili
iz aldehidov z reduktivnim aminiranjem v prisotnosti Na(CH3COO)sBH ali NaCNBHz in
baze (EtsN).
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Shema 2: Reakcijska shema sinteznih postopkov potencialnih inhibitorjev receptorja
NOD2. Reagenti in pogoji: a) benzilamin, 1,4-dioksan, EtsN, 80 °C, 2 h; b) 2-feniletan-1-
amin, 1,4-dioksan, EtsN, 80 °C, 1,5 h; ¢) terc-butil piperazin-1-karboksilat, 1,4-dioksan,
EtsN, 80 °C, 2,5 h; d) TFA, DKM, sobna T, ~15 h; e) za 6a: 3-((terc-
butoksikarbonil)amino)propanojska kislina, HOBt, NMM, EDC, DMF, 0 °C — sobna T, 72
h, 6b: (terc-butoksikarbonil)glicin, HOBt, NMM, EDC, DMF, 0 °C — sobna T, 72 h; f)
TFA, DKM, sobna T, ~15 h; g) 8a: benzojska kislina, HOBt, NMM, EDC, DMF, 0 °C —
sobna T, ~15 h, 8b: 2,4-dimetoksibenzojska kislina, HOBt, NMM, EDC, DMF, 0 °C —
sobna T, ~15 h, 8c: 3-(metoksikarbonil)benzojska kislina, HOBt, NMM, EDC, DMF, 0 °C
— sobna T, ~15 h; h) NaOH, MeOH, sobna T, 48 h; i) 10a: 3-fluorobenzaldehid,
Na(CH3COO)3BH, EtsN, THF, sobna T, 48 h, 10b: 4-metoksibenzaldehid, NaCNBH3, EtsN,
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MeOH, sobna T, 72 h; 10c: 3-formilbenzojska kislina, NaCNBH3s, EtsN, MeOH, sobna T,
48 h.

4.2 Reakcijske sheme inhibitorjev DNA-giraze

Sintetizirali smo metil 2-amino-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilat (17) po Ze znanem
postopku (Shema 2), da smo dobili vmesne produkte, iz katerih smo lahko izhajali za
izboljsave ciklizacije. Spojini 11 smo zascitili karboksilno kislino s kislinsko katalizirano
tvorbo metilnega estra 12, nato smo za$¢itili ¢ aminsko skupino v obliki terc-butilkarbamata
z Boc20O 13. To nam je omogocilo selektivno zas¢ito hidroksilne skupine z acetanhidridom
14. Sledila je odstranitev zas¢itne skupine na aminu z acidolizo 15 in ciklizacija 16a, pri
kateri je nastal tudi stranski produkt 16b. Spojini 16a smo na koncu $e¢ z natrijevim

hidroksidom hidrolizirali acetilno zas¢ito hidroksilne skupine.
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Shema 3: Sinteza metil 2-amino-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilat (17) po znanem
postopku. Reagenti in pogoji: a) H2SO4, MeOH, 70 °C, ~15 h; b) Boc2O, THF, 70 °C, 48 h;
¢) acetanhidrid, piridin, CH3CN, 70 °C, 72 h; d) HCI, 1,4-dioksan, sobna T, 72 h; e) Bra,
KSCN, CH3COOH, 12 °C — sobna T, ~15 h; f) NaOH, MeOH, sobna T, 1,5 h.

Ker je bil izkoristek ciklizacije v spojino 16a zelo nizek in v reakciji nastane veliko stranskih
produktov, smo poskusili s stopenjsko ciklizacijo prikazano na Shemi 4. Spojino 15 smo

najprej poskusili samo bromirati 18, kar je tudi uspelo. Reakcijas KSCN v cikliziran produkt
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16a ali 17 pa ni potekla. Poskusili smo tudi v obratnem vrstnem redu tako, da bi najprej
pripravili tiose¢nino 19 in bi potem po slede¢em bromiranju potekla ciklizacija do Zelenega

produkta, vendar nam ni uspelo pripraviti vmesne stopnje s tiose¢nino 19.
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Shema 4: Poskus optimizacije ciklizacije do aminobenzotiazola s stopenjsko ciklizacijo.
Reagenti in pogoji: a) Br,, CH3COOH, 12 °C — sobna T, ~15 h; b) KSCN, NMM,
CH3COOH, sobna T — 100 °C, 6 dni; ¢) KSCN, HCI, 1,4-dioksan, sobna T — 100 °C, ~15
h.

Shema 5 prikazuje ciklizacijo s pomocjo zasCitne skupine TBDMS na hidroksilni skupini
spojine 12. Najprej smo poskusili z uvedbo zasc¢itne skupine TBDMS na zasc¢iten amin 20.
Tezava je bila, da je pri odstranitvi zas¢itne skupine Boc prislo tudi do nezelene cepitve
zascite skupine TBDMS. Nato smo poizkusili zas¢ititi hidroksilno skupino spojine 12, brez
da bi zas¢itili tudi amin. Ugotovili smo, da pride do selektivne zas¢ite hidroksilne skupine,
amin pa ostane prost 21. Sledila je ciklizacija spojine 21, ki je uspela, prav tako je na
hidroksilni skupini ostala tudi zas¢itna skupina TBDMS 22.
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Shema 5: Ciklizacija aminobenzotiazola z zasé¢itno skupino TBDMS na OH. Reagenti in
pogoji: a) terc-butilklorodimetilsilan, piridin, sobna T — 80 °C, 6 dni; b) HCI, 1,4-dioksan,
sobna T, 3 dni; c) terc-butilklorodimetilsilan, 4-metilimidazol, DKM, sobna T, 4 dni; d) Br,
KSCN, CH3COOH, 12 °C — sobna T, ~15 h.
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4.3 Sintezni postopki

N-Benzil-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-4-amin (2). Spojino 1 (100 mg, 0,647 mmol) smo
raztopili v 1,4-dioksanu (3 mL). Nato smo dodali EtsN (0,108 mL, 0,776 mmol) in
benzilamin (0,071 mL, 0,647 mmol) in segrevali na oljni kopeli pri 80 °C. Potek reakcije
smo spremljali s TLC in jo po 2 h ustavili. Pri znizanem tlaku smo odstranili topilo,
preostanek v bucki raztopili v EtOAc in spirali z 1% raztopino citronske kisline (2 x 10 mL).
Organsko fazo smo suSili nad Na2SOg, filtrirali in odstranili EtOAc pri znizanem tlaku.
Izkoristek reakcije: 85,8 %; rumenkasto beli kristali (125 mg); talis¢e: 186-192 °C; R
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,34; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): § 13,43 (s, 1H, NH),
8,71 (t,J=5,7 Hz, 1H, NHCH>), 8,24 (s, 1H, Ar-H), 8,16 (s, 1H, Ar-H), 7,40 — 7,31 (m, 4H,
4 x Ar-H), 7,29 — 7,22 (m, 1H, Ar-H), 4,75 (d, J = 5,9 Hz, 2H, CH2) ppm; 3C NMR (100
MHz, DMSO-de): 6 43.08, 66.32, 99.88, 126.89, 127.39, 128.35, 132.26, 139.33, 154.41,
155.62, 156.24, 171.26 ppm.

N-Feniletil-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-4-amin (3). Spojino 1 (100 mg, 0,647 mmol) smo
raztopili v 1,4-dioksanu (3 mL). Nato smo dodali EtsN (0,108 mL, 0,776 mmol) in 2-
feniletan-1-amin (0,082 mL, 0,647 mmol) in segrevali na oljni kopeli pri 80 °C. Potek
reakcije smo spremljali s TLC in jo po 90 min ustavili. Pri znizanem tlaku smo odstranili
topilo in preostanek raztopili v EtOAc ter organsko fazo spirali z 1% raztopino citronske
kisline (2 x 10 mL). Organsko fazo smo susili nad Na>SQg, filtrirali in odstranili EtOAc pri
znizanem tlaku. Izkoristek reakcije: 96,9 %; rumenkasto beli kristali (150 mg); talisce: 138-
146 °C; Rs (diklorometan/metanol = 9/1): 0,35; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 13,39 (s,
1H, NH), 8,31 (s, 1H, NHCH>), 8,25 (s, 1H, Ar-H), 8,10 (s, 1H, Ar-H), 7,35 — 7,24 (m, 4H,
4 x Ar-H), 7,24 — 7,18 (m, 1H, Ar-H), 3,72 (dd, J1 = 14,0 Hz, J> = 6,3 Hz, 2H, NHCH.CH>),
2,94 (t,J=7,4 Hz, 2H, NHCH2CHy>) ppm; 3C NMR (100 MHz, DMSO-ds): & 34.87, 41.47,
66.32,99.91, 126.11, 128.34, 128.67, 132.18, 139.44, 155.65, 156.23, 171.26 ppm.

Terc-butil 4-(1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-4-il)piperazin-1-karboksilat (4). V bucki z
magnetnim meSalom smo raztopili 1 (2,996 g, 19,4 mmol) v 1,4-dioksanu (50 mL). Nato
smo dodali EtsN (3,22 mL, 23,3 mmol) in terc-butil piperazin-1-karboksilat (4,333 g, 23,3
mmol) in 2,5 h mesali na olji kopeli pri 80 °C. Reakcijski zmesi smo odstranili topilo pri
znizanem tlaku, preostanku dodali EtOAc (200 mL) in raztopino 1% citronske kisline (2 x
100 mL). Pri tem je na medfazi izpadla bela oborina, ki smo jo odfiltrirali z odsesavanjem.

Vodno fazo smo sprali Se enkrat z EtOAc (50 mL). Oborino in organsko fazo smo susili pri
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znizanem tlaku. Izkoristek reakcije: 92,1 %; rumenkasto beli kristali (5,433 g); talisce: 206-
213 °C; R¢ (diklorometan/metanol = 9/1): 0,40; *H NMR (400 MHz, CDCls): § 8,48 (s, 1H,
Ar-H), 8,06 (s, 1H, Ar-H), 4,09 — 4,04 (m, 4H, 2 x CH>), 3,68 (s, 4H, 2 x CH>), 1,52 (s, 9H,
3 x CH3) ppm; C NMR (100 MHz, CDCls): & 28.42, 67.09, 80.52, 100.24, 133.49, 154.65,
154.82, 155.54, 157.12 ppm; MS (ESI+) m/z = 305,2 ([M+H]").

4-(1H-Pirazol[3,4-d]pirimidin-4-il)piperazin (5). Spojino 4 (3,417 g, 11,2 mmol) smo
raztopili v DKM (40 mL) in nato dodali TFA (8,65 mL, 112 mmol). Reakcijsko zmes smo
pustili mesati ¢ez no¢ pri sobni temperaturi. Pri znizanem tlaku smo odstranili topilo in dobili
oljnato oranzno tekocino. Prelili smo jo z dietiletrom ter jo s pomocjo palcke in ultrazvoka
poskusili ¢imbolj raztopiti. Dietileter smo odstranili pri znizanem tlaku ter vse skupaj e
dvakrat ponovili. Nato smo nevtralizirali produkt z 1 M NaOH do pH = 8 in poskusili
ekstrahirati z EtOAc (3 x 100 mL). S pomo¢jo TLC smo ugotovili, da je vecina produkta
ostala v vodi fazi. S hibridno vakuumsko ¢rpalko (p < 1 mbar) in visoko temperaturo (70
°C) smo vodni fazi odstranili vodo in TFA. Dobljeno rumeno oborino smo suspendirali v
EtOAc (100 mL) in odfiltrirali z odsesavanjem ter spirali z dodatnim EtOAc (50 mL). Pri
tem se je oborina obarvala zelo rahlo rumenkasto belo. lIzkoristek reakcije: 84,9 %;
rumenkasto beli kristali (3,033 g); talis¢e: 162-170 °C; R¢ (diklorometan/metanol = 9/1):
0,05; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 13,53 (s, 1H, NH), 8,27 (s, 1H, Ar-H), 8,22 (s, 1H,
Ar-H), 3,90 — 3,79 (m, 4H, 2 x CHy), 2,87 — 2,78 (m, 4H, 2 x CH2) ppm; signala za skupino
NH ne vidimo v NMR spektru; MS (ESI+) m/z = 205,1 ([M+H]").

terc-Butil (3-(4-(1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-4-il)piperazin-1-il)-3-
oksopropil)karbamat (6a). 3-((terc-Butoksikarbonil)amino)propanojsko kislino (100 mg,
0,529 mmol) smo raztopili v DMF (3 mL) in raztopino na ledeni kopeli ohladili na 0 °C.
Nato smo dodali HOBt (93 mg, 0,688 mmol), EDC (99 mg, 0,635 mmol) in NMM (0,115
mL, 1,06 mmol) ter mesali 30 min preden smo dodali $e 5 (168 mg, 0,529 mmol) in pustili
reakcijo potekati 3 dni pri sobni temperaturi. Reakcijski zmesi smo odstranili topilo pri
znizanem tlaku in surov produkt Cistili s kolonsko kromatografijo (MF:
diklorometan/metanol = 20/1). Lo¢ba na koloni ni bila popolnoma uspes$na, zato smo dodali
EtOAc (20 mL). Polovico smo spirali z nasi¢eno raztopino NaHCO3 (5 mL), preostalo
polovico pa smo dali v hladilnik ¢ez no¢. 1z raztopine EtOAc v hladilniku je izpadla oborina,
ki smo jo odfiltrirali z odsesavanjem in sprali z EtOAc (5 mL). Produkt kristalizacije smo

susili do konstante mase. Organski fazi ekstrakcije smo odstranili topilo pri znizanem tlaku.
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Izkoristek reakcije: 27,7 %; beli kristali (55 mg); talis¢e: 185-189 °C; Rs
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,40; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 13,58 (s, 1H, NH),
8,26 (s, 1H, Ar-H), 8,26 (s, 1H, Ar-H), 6,75 (s, 1H, CH.NHCO), 4,06 — 3,89 (m, 4H,
NCH2CH:NH), 3,64 (d, J = 4,4 Hz, 4H, 2 x CH), 3,17 (dd, J1 = 12,9 Hz, J> = 6,9 Hz, 2H,
CH>), 1,44 1,31 (m, 9H, 3 x CHz3) ppm, signal za eno od CH skupin se prekriva s signalom
za DMSO-ds; MS (ESI-) m/z = 374,2 ([M-H]).

terc-Butil  (2-(4-(1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-4-il)piperazin-1-il)-2-oksoetil)karbamat
(6b). (terc-Butoksikarbonil)glicin (100 mg, 0,571 mmol) smo raztopili v DMF (3 mL) in
raztopino na ledeni kopeli ohladili na 0 °C. Nato smo dodali HOBt (100 mg, 0,742 mmol),
EDC (106 mg, 0,685 mmol) in NMM (0,124 mL, 1,14 mmol) ter meSali 30 min preden smo
dodali $e 5 (182 mg, 0,571 mmol) in pustili reakcijo potekati 3 dni pri sobni temperaturi.
Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (20 mL), pri tem je izpadla oborina, ki smo jo odfiltrirali
z odsesavanjem ter sprali z EtOAc (20 mL) in nasi¢eno raztopino NaHCO3 (20 mL). Produkt
smo susili do konstante mase. Izkoristek reakcije: 33,9 %; rumenkasto beli kristali (70 mg);
talisée: 223-225 °C; Ry (diklorometan/metanol = 9/1): 0,35; *H NMR (400 MHz, DMSO-
de): & 13,59 (s, 1H, NH), 8,28 (d, J = 5,7 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,82 (t, J = 5,7 Hz, 1H,
CH2NHCO), 3,99 (2 x s, 4H, 2 x CH>), 3,86 (d, J = 5,8 Hz, 2H, CH,NHCO), 3,65 (s, 4H, 2
x CH2), 1,40 (s, 9H, 3 x CH3) ppm; MS (ESI+) m/z = 384,2 ([M+Na]").

2-(4-(1H-Pirazol[3,4-d]pirimidin-4-il)-2-oksoetan-1-amino trifluoroacetat (7). Spojino
6b (62 mg, 0,172 mmol) smo suspendirali v DKM (4 mL) in nato dodali TFA (0,066 mL,
0,860 mmol), pri Cemer se je suspenzija zbistrila. Reakcijsko zmes smo mesali pri sobni
temperaturi ¢ez noc. Naslednji dan smo na podlagi TLC ugotovili, da reakcija ni potekla do
konca, zato smo dodali Se dodatno koli¢ino TFA (100 mL, 1,30 mmol) in pustili mesati do
naslednjega dne. Reakcijski zmesi smo s pomo¢jo hibridne vakuumske ¢rpalke pri znizanem
tlaku (p < 1 mbar) odstranili topilo. Izkoristek reakcije: 7,8 %; rumenkasti kristali (5 mg);
talisée: 165-174 °C;Rs (diklorometan/metanol = 9/1): 0,00; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds):
8,47 (s, 1H, Ar-H), 8,39 (s, 1H, Ar-H), 8,11 (s, 3H, NHz"), 4,09 (s, 2H, CH>), 4,06 — 3,92
(m, 6H, 2 x CH2, CH2NH3"), 3,75 (s, 2H, CH>) ppm.

(4-(1H-Pirazol[3,4-d]pirimidin-4-il)piperazin-1-il)(fenil)metanon  (8a).  Benzojsko
kislino (41 mg, 0,332 mmol) smo raztopili v DMF (4 mL) in raztopino na ledeni kopeli
ohladili na 0 °C. Nato smo dodali HOBt (58 mg, 0,432 mmol), EDC (62 mg, 0,398 mmol)
in NMM (0,072 mL, 0,664 mmol) ter mesali 30 min preden smo dodali $e amin 5 (80 mg,
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0,332 mmol) in pustili reakcijo teci ¢ez no¢ pri sobni temperaturi. Reakcijski zmesi smo
odstranili topilo pri znizanem tlaku, nato smo produkt raztopili v EtOAc (30 mL) in spirali
z nasi¢eno raztopino NaHCOs (15 mL). Vodno fazo smo ekstrahirali z EtOAc (2 x 15 mL),
zdruzili organske faze in odstranili EtOAc pri znizanem tlaku. Produkt smo ¢istili s kolonsko
kromatografijo (MF: diklorometan/metanol = 20/1). Izkoristek reakcije: 23,4 %; beli kristali
(24 mg); talis¢e: 230-238 °C; Rt (diklorometan/metanol = 9/1): 0,39; *H NMR (400 MHz,
DMSO-de): 6 13,59 (s, 1H, NH), 8,30 (s, 1H, Ar-H), 8,28 (s, 1H, Ar-H), 7,54-7,45 (m, 5H,
Ar-H), 4,08 (s, 2H, CHy), 3,97 (s, 2H, CH>), 3,80 (s, 2H, CHz), 3,56 (s, 2H, CH) ppm.

(4-(1H-Pirazol[3,4-d]pirimidin-4-il)piperazin-1-il)(2,4-dimetoksifenil)metanon  (8b).
2,4-Dimetoksibenzojsko kislino (100 mg, 0,549 mmol) smo raztopili v DMF (3 mL) in
raztopino na ledeni kopeli ohladili na O °C. Nato smo dodali HOBt (96 mg, 0,714 mmol),
EDC (102 mg, 0,659 mmol) in NMM (0,179 mL, 1,65 mmol) ter mesali 30 min preden smo
dodali $e 5 (175 mg, 0,549 mmol) in pustili reakcijo potekati ¢ez no¢ pri sobni temperaturi.
Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (40 mL) ter spirali z nasi¢eno raztopino NaHCO3 (20
mL) in 1% raztopino citronske kisline (10 mL). Organsko fazo smo susili nad NazSOg,
filtrirali in odstranili EtOAc pri znizanem tlaku. Produkt smo Cistili s kolonsko
kromatografijo (MF: diklorometan/metanol = 20/1). Izkoristek reakcije: 10,9 %; rumenkasto
beli kristali (22 mg); talig¢e: 107-109 °C; Ry (diklorometan/metanol = 9/1): 0,25; *H NMR
(400 MHz, CDCls): 6 13,69 (s, 1H, NH), 8,48 (s, 1H, Ar-H), 8,05 (s, 1H, Ar-H), 7,29 (s, 1H,
Ar-H), 6,57 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H), 6,50 (s, 1H, Ar-H), 4,15 (s, 2H, CH>), 4,02 (d, J = 2,8
Hz, 4H, 2 x CHy), 3,85 (2 x s, 6H, 2 x CH3), 3,55 (s, 2H, CH>), 3,50 (s, 2H, CH2) ppm.

Metil  3-(4-(1H-pirazol[3,4-d]pirimidin-4-il)piperazin-1-karbonil)benzoat (8c). 3-
(Metoksikarbonil)benzojsko kislino (100 mg, 0,555 mmol) smo raztopili v DMF (3 mL) in
raztopino na ledeni kopeli ohladili na 0 °C. Nato smo dodali HOBt (98 mg, 0,722 mmol),
EDC (103 mg, 0,666 mmol) in NMM (0,121 mL, 1,11 mmol) ter mesali 30 min preden smo
dodali $e 5 (177 mg, 0,555 mmol) in pustili reakcijo te¢i ¢ez no¢ pri sobni temperaturi.
Reakcijski zmesi smo dodali EtOAc (20 mL) in spirali z 1% raztopino citronske kisline (2 x
10 mL). Organski fazi smo odstranili EtOAc pri zniZanem tlaku in surov produkt €istili s
kolonsko kromatografijo (MF: diklorometan/metanol = 15/1). Locba na koloni ni bila
popolnoma uspesna, zato smo dodali EtOAc (20 mL) in spirali z nasi¢eno raztopino
NaHCO3 (2 x 5 mL). Organski fazi smo odstranili EtOAc pri zniZzanem tlaku in ponovno
dobljeni produkt cistili s kolonsko kromatografijo (MF: diklorometan/metanol = 20/1).
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Izkoristek reakcije: 24,6 %; beli kristali (50 mg); talise: 225-228 °C; Rs
(diklorometan/metanol = 11/1): 0,58; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § 13,60 (s, 1H, NH),
8,27 (s, 2H, 2 x Ar-H), 8,11 — 8,05 (m, 1H, Ar-H), 8,05 — 8,00 (m, 1H, Ar-H), 7,77 (dd, J:
=54 Hz, J> = 3,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,66 (t, J = 7,7 Hz, 1H, Ar-H), 4,10 (s, 2H, CH>), 3,96 (s,
2H, CHy), 3,89 (s, 3H, CH3), 3,82 (s, 2H, CH>), 3,55 (s, 2H, CH2) ppm; MS (ESI-) m/z =
365,2 ([M-H]).

3-(4-(1H-Pirazol[3,4-d]pirimidin-4-il)piperazin-1-karbonil)benzojska  kislina  (9).
Spojino 8c (30 mg, 0,0820 mmol) smo raztopili v MeOH (5 mL) in nato dodali 1 M NaOH
(0,082 mL, 0,0820 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali ¢ez no¢ pri sobni temperaturi.
Naslednji dan smo na podlagi TLC dodali ¢ NaOH (6,56 mg, 0,164 mmol) in pustili meSati
do naslednjega dne. Reakcijski zmesi smo odstranili topilo pri znizanem tlaku ter dodali
EtOAc (20 mL) in 5% raztopino NaHCOs3 (10 mL). Fazi smo lo¢ili, nato smo vodno fazo
nakisali do pH =2 s 1 M HCI in dodali EtOAc (40 mL). Vodni fazi smo odstranili vodo pri
znizanem tlaku in dodali aceton (5 mL). Nastalo oborino smo odfiltrirali z odsesavanjem in
mati¢nici odstranili topilo. NMR je pokazal, da je pri§lo do hidrolize amida in Zelenega

produkta nismo uspeli izolirati.

4-(4-(3-Fluorobenzil)piperazin-1-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin (10a). Spojino 5 (300
mg, 0,943 mmol) smo raztopili v THF (30 mL) ter dodali trietilamin (0,131 mL, 0,943
mmol), 3-fluorobenzaldehid (0,102 mL, 0,943 mmol) in Na(CH3COO)3:BH (260 mg, 1,23
mmol). Reakcijsko zmes smo pustili mesati na sobni temperaturi ¢ez no¢. Ker reakcija ni
potekla do konca, smo z dodatkom trietilamina (0,262 mL, 1,89 mmol) dvignili pH na 8 in
pustili, da reakcija teCe do naslednjega dneva. Reakcijski zmesi smo odstranili topilo pri
znizanem tlaku in produkt Cistili s kolonsko kromatografijo (MF: diklorometan/metanol =
20/1). Izkoristek reakcije: 17,0 %; rumenkasto beli kristali (50 mg); talis¢e: 218-222 °C; Ry
(diklorometan/metanol = 20/1): 0,38; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § 13,57 (s, 1H, NH),
8,29 (s, 1H, Ar-H), 8,25 (s, 1H, Ar-H), 7,42 (dd, J1 = 14,1 Hz, J> = 7,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,22
(d,J=7,7 Hz, 2H, Ar-H), 7,14 (t, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 3,95 (s, 4H, 2 x CH>), 3,64 (s, 2H,
CH>), 2,58 (s, 4H, 2 x CH>) ppm.

4-(4-(4-Metoksibenzil)piperazin-1-il)-1H-pirazol[3,4-d]pirimidin (10b). Spojino 5 (300
mg, 0,943 mmol) smo raztopili v MeOH (15 mL) in dodali trietilamin (0,131 mL, 0,943
mmol), 4-metoksibenzaldehid (0,115 mL, 0,943 mmol) in NaCNBH3 (81 mg, 1,287 mmol)

ter pustili mesati na sobni temperaturi 3 dni (pH reakcijske zmesi je bil 9). Reakcijski zmesi
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smo odstranili topilo pri znizanem tlaku in produkt ¢istili s kolonsko kromatografijo (MF:
diklorometan/metanol = 20/1). Produkt ni bil popolnoma ¢ist, zato smo ga suspendirali v
EtOAc (10 mL), segreli in vrocega filtrirali z odsesavanjem. Oborino smo susili v susilniku
do konstantne mase. Izkoristek reakcije: 5,9 %; beli kristali (50 mg); talis¢e: 150-158 °C; R¢
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,51; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 13,73 (s, 1H, NH),
8,35 (d, J =8,1 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,45 (d, J = 8,4 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,07 (d, J = 8,5 Hz,
2H, 2 x Ar-H), 4,84 (s, 2H, CH>), 4,35 (s, 2H, CH>), 3,80 (s, 3H, CH3), 3,47 (2 xs, 4H, 2 x
CH2), 3,19 (s, 2H, CH2) ppm.

3-((4-(1H-Pirazol[3,4-d]pirimidin-4-il)piperazin-1-il)metil)benzojska  kislina  (10c).
Spojino 5 (153 mg, 0,480 mmol) smo raztopili v MeOH (15 mL) in dodali trietilamin (0,066
mL, 0,480 mmol), 3-formilbenzojsko kislino (0,072 mg, 0,480 mmol) in NaCNBH3 (41 mg,
0,655 mmol) ter pustili mesati na sobni temperaturi 2 dni. Reakcijska zmes je bila suspenzija,
zato smo oborino (izhodna spojina) filtrirali z odsesavanjem, matic¢nici pa smo odstranili
topilo pri znizanem tlaku ter jo ocistili s kolonsko kromatografijo (MF:
diklorometan/metanol/ocetna kislina = 9/1/0,1). Produktu iz kolone smo dodali $e dietileter
(2 x 20 mL) in ga odstranili pri znizanem tlaku, s ¢im smo odstranili Se preostalo ocetno
kislino. Izkoristek reakcije: 3,1 %; rumenkasto beli kristali (5 mg); talis¢e: 190-195 °C; Ry
(diklorometan/metanol/ocetna kislina = 9/1/0,1): 0,18; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): &
13,55 (s, 1H, NH), 8,28 (s, 1H, Ar-H), 8,23 (s, 1H, Ar-H), 7,93 (s, 1H, Ar-H), 7,86 (d, J =
7,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,56 (d, J = 7,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,46 (t, J = 7,6 Hz, 1H, Ar-H), 3,99 —
3,86 (m, 4H, 2 x CH2CHy), 3,60 (s, 2H, CH2CH>), 1,91 (s, 2H NCH2C) ppm, signal za eno
od CH,CHy> skupin se prekriva s signalom za DMSO-ds.

Metil 4-amino-2-hidroksibenzoat (12). 4-Amino-2-hidroksibenzojsko kislino 11 (10,15 g,
66,3 mmol) smo raztopili v MeOH (150 mL) in segrevali na oljni kopeli pri 70 °C. V to
raztopino smo po kapljicah dodajali 96% H2SO4 (15,20 mL, 285 mmol). Reakcijsko zmes
smo pustili meSati ¢ez no¢. MeOH smo odstranili pri znizanem tlaku in oljnat ostanek
nevtralizirali z nasic¢eno raztopino NaHCOs (300 mL) in 2 M NaOH (30 mL) do pH=7.
Vodno raztopino smo ekstrahirali z EtOAc (3 x 80 mL). Organske faze smo zdruzili in spirali
z nasiceno raztopino NaCl in susili nad NaxSOs, filtrirali in EtOAc odstranili pri znizanem
tlaku. Naredili smo prekristalizacijo iz EtOAc in susili nastale kristale do konstante mase.
Izkoristek reakcije: 83,9%; ¢rno sivi kristali (9,290 gQ); talisée: 91-94 °C; Rs
(diklorometan/metanol = 9/1): 0,84.
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Metil 4-((terc-butiloksikarbonil)amino)-2-hidroksibenzoat (13). Spojino 12 (9,265 g,
55,4 mmol) smo raztopili v THF (10 mL) in dodali di-terc-butiloksikarbonat (19,354 g, 88,7
mmol). Reakcija je potekala 2 dni na oljni kopeli pri 70°C. Topilo smo uparili pod znizanim
tlakom in dobili oljnato rjavo tekocCino, ki smo jo raztopili v EtOAc (100 mL). Organsko
fazo smo spirali z vodo (40 mL), 1 M HCI (4 x 40 mL) in nasi¢eno raztopino NaCl (2 x 40
mL). Organsko fazo smo uparili pod znizanim tlakom in prekristalizirali iz mesanice
EtOAc/heksan = 1/6. lIzpadle kristale (7,270 g posuSene Ciste spojine) smo filtrirali z
odsesavanjem, preostalo mati¢nico pa smo odistili s kolonsko kromatografijo (MF:
etilacetat/heksan = 1/6, 3,215 g). Izkoristek reakcije: 70,8%; beli kristali (10,485 g); talisce:
89-92 °C; R (etilacetat/heksan = 1/7): 0,22; *H NMR (400 MHz, DMSO-dg): § 10,63 (s, 1H,
OH), 9,78 (s, 1H, NH), 7,68 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,17 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,02
(dd, J1 = 8,8 Hz, J> = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 3,86 (s, 3H, OCHa), 1,48 (d, J = 4,7 Hz, 9H, 3 x
CHs) ppm.

Metil 2-acetoksi-4-((terc-butilkarbonil)amino)benzoat (14). Spojino 13 (4,000 g, 15,0
mmol) smo raztopili v acetonitrilu (50 mL). Med meSanjem na oljni kopeli (70 °C) smo
dodali piridin (2,170 mL, 26,9 mmol) in acetanhidrid (3,253 mL, 34,4 mmol). Reakcijo smo
spremljali s TLC. Po 3 dneh smo pri znizanem tlaku odstranili topilo in del piridina. Oljnat
produkt smo raztopili v EtOAc (60 mL) ter spirali z 10% citronsko kislino (2 x 10 mL) in
nasi¢eno raztopino NaHCOz (2 x 10 mL). Organsko fazo smo susili nad NaxSOa, filtrirali in
pod znizanim tlakom odstranili EtOAc. Oljnatemu ostanku smo dodali dietileter (50 mL) in
postavili bu¢ko v ultrazvo¢no kadicko, pri ¢emer je izpadla rjavo bela oborina. Oborino smo
odfiltrirali z odsesavanjem, mati¢nico uparili pod znizanim tlakom in ponovili obarjanje.
ZdruZeni oborini smo susili v suSilniku do konstantne mase (3,018 g). Izkoristek reakcije:
65,2%; rjavkasto beli kristali; talis¢e: 108-112 °C; Ry (etilacetat/heksan = 1/1): 0,52; H
NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 9,96 (s, 1H, NH), 7,86 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,43 - 7,34
(m, 2H, 2 x Ar-H), 3,76 (s, 3H, COOCHpg), 2,27 (s, 3H, COCH3), 1,48 (s, 9H, 3 x CHz) ppm;
MS (ESI) m/z = 332,2 ([M+Na]™).

Metil 2-acetoksi-4-aminobenzoat (15). Spojino 14 (1,990 g, 6,43 mmol) smo raztopili v
1,4-dioksanu (20 mL), v bucko dodali magnetno mesalo in jo zaprli s septumom. Poc¢asi smo
dodali 4 M HCI v 1,4-dioksanu (16,082 mL, 64,3 mmol) in pustili mesati 3 dni pri sobni
temperaturi. 1zpadlo belo oborino smo odfiltrirali z odsesavanjem in posusili, nato pa smo

jo nevtralizirali z nasi¢eno raztopino NaHCO3 (do pH = 7) in ekstrahirali z EtOAc (50 mL).
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Organsko fazo smo susili nad NaxSOg, filtrirali in odstranili EtOAC pri znizanem tlaku (beli
kristali, 0,950 g). Mati¢nici od reakcije smo odstranili topilo pri znizanem tlaku in produkt
raztopili v EtOAc (30 mL). Organsko fazo smo nevtralizirali z nasi¢eno raztopino NaHCO3
(do pH = 7) in susili nad Na»SOs, filtrirali in EtOAC odstranili pri znizanem tlaku. Produkt
smo raztopili v MF (etilacetat/heksan = 1/1) in ga ¢istili s kolonsko kromatografijo (0,230
). Izkoristek reakcije: 87,7%; beli kristali (1,180 g); talisce: 72-80 °C; Rt (etilacetat/heksan
= 1/1): 0,34; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 7,65 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H), 6,46 (dd, J1
=8,7 Hz, J, = 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,31 — 6,12 (m, 3H, Ar-H, NH>), 3,69 (s, 3H, COOCHpy),
2,23 (s, 3H, COCHz3) ppm; MS (ESI-) m/z = 208,0 ([M-H]).

Metil 2-amino-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilat (17). Spojino 15 (1,180 g, 5,64
mmol) smo raztopili v ocetni Kislini (10 mL) in ohladili na 10 °C na ledeni kopeli. Dodali
smo KSCN (2,193 g, 22,6 mmol) in mesali dokler se le-ta ni popolnoma raztopil. V kapalnik
smo odmerili ocetno kislino (5 mL) in v njej raztopili brom (0,58 mL, 11,3 mmol) ter vse
skupaj pocasi dokapavali v reakcijsko zmes. Reakcijo smo pustili te¢i ¢ez no¢ pri sobni
temperaturi. Reakcijsko zmes smo nevtralizirali z nasi¢eno raztopino NaHCO3 (do pH = 8),
pri cemer je izpadla oborina, ki smo jo odfiltrirali z odsesavanjem. Glede na standard smo s
TLC ugotovili, da je produkt v oborini, zato smo jo raztopili v MeOH, vse skupaj segreli in
z odsesavanjem odfiltrirali oranzno oborino. Produkt je presel v mati¢nico. Naredili smo suh
nanos na silikagel in produkt ¢istili s kolonsko kromatografijo (MF: diklorometan/metanol
= 20/1). Ker lo¢ba ni bila popolnoma uéinkovita, smo naredili $Se eno kolonsko
kromatografijo (MF: etilacetat/heksan = 1/2) s suhim nanosom z MeOH. Dobili smo frakcijo
z 16b in 16a (94 mg) in frakcijo z mesanico 16a in 17 (100 mg), ki smo jima odstranili MF
pri znizanem tlaku. MeSano frakcijo produktov 16a in 17 (100 mg) smo suspendirali v
MeOH (15 mL) in dodali 1 M NaOH (6 mL). Reakcijo smo na sobni temperaturi 1,5 h
spremljali s TLC in nato odstranili topilo pri znizanem tlaku. Produkt smo nakisali z 1 M
HCI (na pH = 1), pri ¢emer so izpadli sivkasto beli kristali. Oborino smo filtrirali in susili do
konstantne mase (60 mg). 17: Izkoristek reakcije: 4,7 %; beli kristali (60 mg); talis¢e: 243-
250 °C; R¢ (diklorometan/metanol = 20/1): 0,19; 'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 10,65
(s, 1H, OH), 8,08 (s, 1H, Ar-H), 8,00 (s, 2H, NH>), 6,81 (s, 1H, Ar-H), 3,88 (s, 3H, CHz)
ppm; MS (ESI+) m/z = 225,0 ([M+H]).

5-Acetoksi-2-bromo-4-(metoksikarbonil)benzenamonijev bromid (18). V bucko smo
natehtali 15 (170 mg, 0,813 mmol) in dodali ocetno kislino (5 mL). V kapalnik smo odmerili
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ocetno kislino (2 mL) in vanjo odmerili brom (0,046 mL, 0,894 mmol) ter to raztopino pocasi
dokapavali v bucko. Reakcijsko zmes smo mesali pri sobni temperaturi ¢ez no¢. Pri tem je
nastala bela oborina, ki smo jo odfiltrirali z odsesavanjem in posusili do konstantne mase.
Izkoristek reakcije: 56,7%; beli kristali (170 mg); talis¢e: 121-130 °C; R (etilacetat/heksan
= 1/1): 0,38; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 7,91 (s, 1H, Ar-H), 6,48 (s, 1H, Ar-H), 3,72
(s, 3H, COOCHz), 2,25 (s, 3H, COCHz3) ppm, signal od NHs" se prekriva s signalom od
vode; MS (ESI+) m/z = 310,0 ([M+Na]").

Metil 5-acetoksi-2-aminobenzo[d]tiazol-6-karboksilat (17). Spojino 18 (160 mg, 0,434
mmol) smo suspendirali v ocetni kislini (5 mL) in dodali KSCN (84 mg, 0,868 mmol). Pri
tem se je del suspenzije raztopil in raztopina se je obarvala roznato. Reakcijsko zmes smo
mesali ¢ez no¢ pri sobni temperaturi. Naslednji dan smo ugotovili s TLC, da na$ produkt ne
nastaja, zato smo dodali NMM (0,094 mL, 0,868 mmol). Po¢akali smo do naslednjega dne
in ker naSega produkta Se kar ni bilo videti na TLC, smo dvignili temperaturo na 100 °C in
pustili meSati 5 dni. Reakcijo smo spremljali s TLC, a nismo zasledili, da bi nastal nas
produkt, je pa nastalo veliko razli¢nih stranskih produktov, zato reakcijske zmesi nismo

dodatno distili.

Metil 2-acetoksi-4-tioureidobenzoat (19). V bucko smo natehtali 15 (220 mg, 1,05 mmol)
ter dodali 1,4-dioksan (5 mL), KSCN (111 mg, 1,26 mmol) in 4 M HCI v 1,4-dioksanu
(0,285 mL, 1,26 mmol). Pol ure smo mesali pri sobni temperaturi, potem pa smo bucko
prestavili na oljno kopel in pri 100 °C mesali ¢ez no¢. Naslednji dan smo odstranili topilo
pri zniZzanem tlaku in €istili produkt s kolonsko kromatografijo (MF: etilacetat/heksan = 1/1).
Izkazalo se je, da reakcija ni potekla, saj smo dobili nazaj spojino 12 (odsc¢itena OH in prost

amin).

Metil  4-((terc-butoksikarbonil)amino)-2-((terc-butildimetilsilil)oksi)benzoat  (20).
Spojino 13 (1,000g 3,74 mmol) smo raztopili v piridinu (10 mL) in dodali terc-
butilklorodimetilsilan (789 mg, 5,24 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali pri sobni
temperaturi 5 dni. Na podlagi TLC smo se odlo¢ili reakcijsko zmes segrevati na oljni kopeli
(80 °C). Po 24-ih urah smo reakcijski zmesi dodali EtOAc (60 mL) in spirali z 10 %
raztopino citronske kisline (6 x 20 mL). Organsko fazo smo susili nad Na>SOg, filtrirali in
odstranili EtOAc pri zniZzanem tlaku. Produkt smo ¢istili s kolonsko kromatografijo (MF:
etilacetat/heksan = 1/6). lzkoristek reakcije: 30,8%; beli kristali (440 mg); R
(etilacetat/heksan = 1/2): 0,62; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 9,67 (s, 1H, NH), 7,63 (d,
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J =87 Hz, 1H, Ar-H), 7,20 (dd, J1 = 8,7 Hz, J2 = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,16 (d, J = 2,0 Hz,
1H, Ar-H), 3,73 (s, 3H, CHs), 1,48 (s, 9H, COO(CHs3)3), 0,98 (s, 9H, SiC(CHa)s), 0,21 (s,
6H, 2 x SiCHs) ppm.

Metil 4-amino-2-((terc-butildimetilsilil)oksi)benzoat (21). Spojino 20 (440 mg, 1,15
mmol) smo raztopili v 1,4-dioksanu (10 mL), zaprli s septumom in dodali 4 M HCl v 1,4-
dioksanu (2,883 mL, 11,5 mmol). Reakcijsko zmes smo pustili meSati 3 dni pri sobni
temperaturi. Izpadla je bela oborina, ki smo jo odfiltrirali z odsesavanjem in susili do
konstantne mase. NMR spekter je pokazal, da je prislo tako do odstranitve zas¢itne skupine
Boc, kakor tudi do odstranitve zasc¢itne skupine TBDMS, pri ¢emer smo dobili spojino 12.

Metil 4-amino-2-((terc-butildimetilsilil)oksi)benzoat (21). Spojino 12 (9,793 g, 58,6
mmol) smo raztopili v DKM (150 mL), nato pa smo dodali terc-butilklorodimetilsilan
(17,661 g, 117 mmol) in 4-metilimidazol (9,621 g, 117 mmol). Reakcijsko zmes smo mesali
4 dni pri sobni temperaturi. Po 4-ih dneh smo jo sprali z vodo (2 x 20 mL), nato smo
organsko fazo susili nad NaxSOs, filtrirali in odstranili topilo pri znizanem tlaku. Produkt
smo Ccistili S kolonsko kromatografijo (MF: etilacetat/heksan = 1/4). Izkoristek reakcije:
74,7%; roznato rjavi kristali (12,309 g); talisée: 64-66 °C; R (etilacetat/heksan = 1/2): 0,44;
'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 7,48 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H), 6,18 (dd, J1: = 8,6 Hz, J.
= 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 6,10 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 5,86 (s, 2H, NH>), 3,66 (s, 3H, CH3),
0,97 (s, 9H, 3 x CCHz3), 0,17 (s, 6H, 2 x SiCH3) ppm; MS (ESI+) m/z = 282,2 ([M+H]").

Metil 2-amino-5-((terc-butildimetilsilil)oksi)benzo[d]tiazol-6-karboksilat (22). Spojino
21 (780 mg, 2,77 mmol) smo raztopili v ocetni kislini (7 mL) in raztopino ohladili na ledeni
kopeli na 10 °C. Sledil je dodatek KSCN (539 mg, 5,54 mmol), pri katerem smo pocakali,
da se je med mesanjem raztopil (priblizno 30 min). Sele nato smo po kapljicah dodali brom
(0,143 mL, 2,77 mmol), ki smo ga raztopili v ocetni kislini (3 mL). Po dodatku broma smo
pocakali e 15 min preden smo odstranili ledeno kopel in reakcijsko zmes pustili mesati pri
sobni temperaturi ¢ez noc¢. Reakcijsko zmes smo nevtralizirali z nasic¢eno raztopino NaHCO3
(400 mL), dodali EtOAC (2 x 50 mL) in naredili ekstrakcijo. Organsko fazo smo susili nad
NaxSOs, filtrirali in odstranili EtOAc pri znizanem tlaku. Produkt smo Ccistili s kolonsko
kromatografijo (suh nanos v EtOAc, MF: etilacetat/heksan = 1/6). Izkoristek reakcije: 15,5
%; kristali (145 mg); talis¢e: 119-123 °C; R (etilacetat/heksan = 1/2): 0,16; *H NMR (400
MHz, DMSO-ds): 6 8,01 (s, 1H, Ar-H), 7,85 (s, 2H, NH>), 6,79 (s, 1H, Ar-H), 3,76 (s, 3H,
CHz3), 0,99 (s, 9H, 3 x CCH3), 0,19 (s, 6H, 2 x SiCH3) ppm; MS (ESI) m/z = 339,2 ([M+H]").
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5. Rezultati in razprava

5.1 Komentar molekulskega modeliranja inhibitorjev NOD2

Pri vrednotenju molekulskega sidranja smo uporabili cenilno funkcijo Chemgauss4. Ta
vrednoti polozaj liganda v vezavnem mestu, vodikove vezi med ligandom in proteinom,
vpliv topila na vodikove vezi in interakcije s kovinskimi molekulami proteina ter
kelatorskimi skupinami v ligandu. Za nase molekule sta bili najpomembnejsi oblika in tvorba
vodikovih vezi. Najbolj negativne vrednosti cenilne funkcije Chemgauss4 predstavljajo

predvideno najboljso vezavo.

Vizualni pregled vezave ligandov v vezavno mesto receptorja NOD2 smo naredili s
programom VIDA 4.3.0.4. Nekaj vezav iz posameznih knjiznic smo prikazali v preglednicah

v nadaljevanju.

5.1.1 KbnjiZnica fragmentov
Pri sidranju knjiznice fragmentov smo pregledali prvih 100 spojin (Preglednica I). Hitro smo
ugotovili, da se je med rezultati znaslo kar nekaj struktur s steroidnim skeletom. TakSen

skelet nas ni zanimal, saj je malo verjetno, da bi spojina s steroidnim skeletom posnemala

LEU:424:A

RID8E:A @ 35:
HR:287:A
284:

LYF
B 228:
427:A
\Y

:234:A
\\

R22B3:A
A

Slika 14: Slika vezave ATP v vezavnem mestu receptorja NOD2. Zeleni ¢rtkani Crti v
adeninskem delu ATP prikazujeta tvorbo vodikovih vezi z aminokislinskim ostankom
Thr233.
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vezavo molekule ATP (Slika 14). Zaradi vecjega Stevila visoko rangiranih spojin s 1H-

pirazol[3,4-d]pirimidinskim skeletom (Slika 13) smo se odlocili, da bomo pripravili ciljano

knjiznico s tem strukturnim skeletom kot osnovo.

Preglednica I: Prikaz 11 najboljSe rangiranih spojin sidranja knjiznice fragmentov.

Rang | Struktura FRED Slika vezave molekule v vezavnem
Chemgau | mestu
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5.1.2 Ciljana knjiznica

Na podlagi 1H-pirazol[3,4-d]pirimidinskega skeleta (Slika 13) smo sestavili ciljano
knjiznico spojin, ki bi jih lahko sintetizirali (Preglednica I1). Ta skelet se nam je zdel dobra
izbira, saj tvori tri vodikove vezi z proteinom v adeninskem Zepu (zep v katerega se veze
adeninski del molekule ATP). Z aminokislinskim ostankom Thr233 tvori eno donorsko in
eno akceptorsko vodikovo vez, z ostankom Asn235 pa tvori akceptorsko vodikovo vez.
Najbolj so nas zanimale strukture, ki bi bile podobne najvisje rangirani spojini sidranja
knjiznice fragmentov. Za 1-benzilpiperazilni fragment smo se odlocili, da je dobra izto¢nica
za pripravo razli¢ni struktur. Ker pa nismo Zeleli ostati samo pri eni vecji strukturi, smo za
nadaljnje sidranje dodali $e nekaj spojin, ki niso vsebovale tega strukturnega fragmenta. 1z
tabele vseh reagentov, ki so na zalogi Fakultete za farmacijo v Ljubljani, smo izbrali taksne

fragmente, ki bi nam omogo¢ili sintezo izbranih spojin.

Iz rezultatov sidranja ciljane knjiznice vidimo, da je piperazinski del molekule dober
distan¢nik za fenilni obroc. Ta se postavi na drugo stran v Zep, ki ga tvorijo aminokislinski
ostanki Val467, Trpd70, Leu582, His583 in Phe586. V tem Zepu pride predvsem do
hidrofobnih interakcij in mozZne m-m interakcije med fenilnim obroem potencialnega

zaviralca in aromatskim obrocem Trp470.
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5.1.3 Sintetizirane spojine

Spojine, ki smo jih sintetizirali, se razlikujejo od spojin v ciljani knjiznici (Preglednica I11).

Do tega je priSlo, ker smo Zeleli sintezno pripraviti spojine razli¢nih strukturnih tipov.

Rezultati in silico namre¢ niso vedno skladni z rezultati in vitro.

Za sintezo spojin 7, 9 in 10c smo se odlo¢ili, ker nas je zanimalo, kakSen je vpliv kisle ali

bazi¢ne funkcionalne skupine na vezavo.

Spojina 2 je bila zadetek Ze pri prvem sidranju knjiznice fragmentov. Enaki rezultati

Chemgauss 4 pri vseh treh sidranjih spojine 2 nam povejo, da algoritem programa deluje

zanesljivo in se lahko zanesemo na ponovljivost rezultatov.
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Preglednica I11: Sidranja molekul, ki smo jih sintetizirali.

Rang - Struktura FRED Slika vezave molekule v vezavnem
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5.2 Komentar sinteznih postopkov
5.2.1 Zascita aminske skupine z Boc.O

Pri pripravi spojine 13 smo za$¢itili aminsko skupino, da smo lahko nato selektivno na
hidroksilno skupino uvedli acetilno zas¢itno skupino. Uporabili smo di-terc-butil dikarbonat
(Boc20) zaradi dobre stabilnosti in relativno enostavne odstranitve v kislih pogojih. Pri
reakciji pride do nukleofilnega napada aminske skupine na karbonilni ogljik Boc2O. Pri

reakciji nastaja terc-butilni alkohol in izhaja ogljikov dioksid (Shema 6) (41, 42).

o} 0 o}
:;Q\NHZ >LOJCOJ\0)< HO E)J\o)< HO H)J\o)<
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Shema 6: Mehanizem zasc¢ite aminske skupine z Boc20. Prirejeno po (41).

Gk

5.2.2 Odstranitev zas¢itne skupine Boc

Tako pri sintezi inhibitorjev receptorja NOD2 kot tudi pri sintezi aminobenzotiazolov smo
veckrat morali odstranili zas¢itno skupino Boc na aminski skupini. Odstranitev poteka v
kislih pogojih z acidolizo (Shema 7). Pri sintezi spojine 5 smo uporabili TFA, pri sintezi
spojin 15 in 21 pa HCI. V reakciji, pri kateri smo ods¢itili spojino 20, nam ni uspelo dobiti

spojine 21, saj se nam je hkrati ods¢itila tudi zasc¢itna skupina TBDMS na OH skupini.
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@K ;.7 CO,

Shema 7: Mehanizem odstranitve zas¢itne skupine Boc, pri cemer A predstavlja kislino (v
nasem primeru TFA in HCI). Prirejeno po (43).

5.2.3 Tvorba amida s sklopitvenim reagentom

Za tvorbo amidne vezi potrebujemo karboksilno kislino in amin. Da reakcija potece hitreje
in pri sobni temperaturi, smo uporabili sklopitveni reagent, ki pretvori OH skupino
karboksilne kisline v boljSo izstopajoco skupino oziroma poveca elektrofilnost skupine
COOH. Pri tvorbi amidnih vezi spojin 6a, 6b, 8a, 8b in 8c smo uporabili sklopitvena
reagenta EDC in HOBLt ter bazo NMM, ki kot baza odtegne proton od kisline ter jo pretvori
v ionsko obliko (Shema 8). lonizirana karboksilna kislina nato z EDC tvori aktiviran ester,
ki ga napade HOBt. Pri tem se EDC pretvori v derivat uree, ki ga kasneje odstranimo pri
ekstrakciji s kislo vodno raztopino. S HOBLt aktiviran ester napade amin, ki ga dodamo v
reakcijsko zmes z zakasnitvijo. Pri tem pride do nastanka amida in regeneracije HOBL, ki

ima pri reakciji sklopitve vlogo pomoznega nukleofila, ki pospesi potek reakcije (45).

j\ NMM ] o @q
Ry “OH 0 = N o/—\
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Shema 8: Mehanizem tvorbe amida s sklopitvenima reagentoma EDC in HOBt ob
prisotnosti baze NMM. Prirejeno po (44, 45).
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5.2.4 Reduktivno aminiranje

Za pripravo spojin 10a, 10b in 10c smo izvedli reduktivno aminiranje (Shema 9). To je
reakcija amina z aldehidom, pri kateri nastane imin, ki ga z dodatkom reducenta reduciramo
do amina. Kot reducenta smo uporabljali NaCNBH3 in Na(CH3COQ)3BH. Slednja sta za
razliko od NaBHjs $ibkejsa reducenta, kar je za reduktivno aminiranje zazeleno, zato da ne

pride do redukcije aldehida preden bi le-ta tvoril imin.

Pri reakciji najprej potece reverzibilna nukleofilna adicija, pri kateri se tvori imin. Imini so
pogosto nestabilni, zato ze v zaCetku dodamo reducent, s katerim pride do ireverzibilne
redukcije imina do amina. Pri eksperimentalnem delu smo pri reakcijah reduktivnega
aminiranja dodali tudi Et3N, zato da smo pretvorili protonirano obliko piperazina v prosto
obliko, ki je lahko napadla elektrofilni karbonilni ogljik aldehida (46, 47).

® W
H ‘) ® HN N_R1 H'O (H ®
0 OH /5 /N H03 /—\ 7\
| ‘_—‘Cl‘/‘i >—g N—Rq N N-R /(;C?\l N-R;
Ry R, R, RZK:;\_/ R2> __/
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%\é/H
N N-R :
Yo -R4
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Shema 9: Mehanizem reduktivnega aminiranja z NaCNBg. Prirejeno po (48,49).

5.2.5 Ciklizacija metil 2-amino-5-hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata

Pri ciklizaciji benzotiazolnega skeleta smo uporabili znani postopek (Shema 3), ki so ga do
sedaj uporabljali na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. V ohlajeno reakcijsko zmes smo
najprej dodali KSCN in mesali, da se je raztopil. To je trajalo priblizno 30 min, odvisno od
kolic¢ine topila in koli¢ine KSCN. Bucko smo vsake toliko Casa vzeli iz ledene kopeli, saj
ocetna kislina zmrzne pri 16,7 °C. Sele, ko je bil KSCN popolnoma raztopljen, smo zadeli
po kapljicah dodajati raztopino broma v ocetni kislini. Z mehanizmom elektrofilne
aromatske substitucije se brom veze na mesto 5 spojine 15 (Shema 10). Iz stranskega
produkta 16b reakcije pa smo ugotovili, da reakcija potece tudi na mesto 3. Pri tem
mehanizmu reakcije aminska skupina nukleofilno napade elektrofilni ogljikov atom KSCN.
Ocetna kislina, kot polarno proticno topilo, poveca elektrofilnost tiocianata. Tiolna skupina

nato napade aromatski ogljik, ki ima vezan brom (50).
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Pri reakciji ciklizacije spojine 16a nastane veliko stranskih produktov. S ¢i§¢enjem na koloni
smo uspeli odstraniti vecji del necistot, ostal je le stranski produkt 16b in spojina 17 z ze
odstranjeno acetilno zas¢itno skupino na skupini OH. Zaradi podobnih fizikalno-kemijskih
lastnosti spojin 16a, 16b in 17 nam ni uspelo popolnoma ocistiti produkta. Zanimivo je, da
necistoc¢o 16b vidimo pod UV pri 254 nm in 366 nm za razliko od spojin 16a in 17.
Sklepamo, da polozaj OH na mestu 7 pri spojini 16b omogoci tvorbo dodatne tavtomerne

oblike, ki je vidna pri 366 nm.

Zaradi zelo slabega izkoristka ciklizacije smo poskusili stopenjsko ciklizacijo. Najprej smo
zeleli pripraviti bromiran produkt spojine 15. Pri tej reakciji smo uspesno izolirali spojino
18, pri kateri je bil brom vezan na ustreznem mestu za nadaljnjo ciklizacijo. To mesto bi

prepreéilo nastanek spojine 16b, ki nam je oteZevala Gis¢enje. Zal pa pri naslednji stopnji

reakcije, ko smo dodali KSCN, ni prislo do ciklizacije (Shema 4).

Nato smo poizkusili reakcijo peljati v drugem vrstnem redu. Najprej bi tvorili derivat tiouree
in nato dodali brom, da bi prislo do ciklizacije. Pri tem sinteznem nacrtu pa nam ze prva

reakcija ni potekla (Shema 4).

Iz poizkusa stopenjske sinteze sklepamo, da je pomembna prisotnost obeh reagentov (brom
in KSCN) hkrati, da pride do ciklizacije.

Iz znanih poizkusov ciklizacije na hidroksibenzotiazolnih skeletih, na Katedri za
farmacevtsko kemijo, Fakultete za farmacijo v Ljubljani, vemo, da mora biti pri ciklizaciji
hidroksilna skupina zaS€itena, drugace ciklizacija ne potece. Zato smo uporabili zas¢itno
skupino TBDMS za =zas¢ito skupine OH, ki jo pri ciklizaciji metil 2-amino-5-
hidroksibenzo[d]tiazol-6-karboksilata $e niso preizkusili. Ciklizacijo smo izvedli z enakim
postopkom in pod enakimi pogoji kot ciklizacijo iz spojine 15, le da smo razpolovili koli¢ini
broma in KSCN. Pri reakciji je vseeno nastalo kar nekaj necistoc, ki pa smo jih s kolonsko
kromatografijo uspesno odstranili (Shema 5). Zanimivo je tudi, da tokrat nismo dobili
stranskega produkta ciklizacije, pri katerem bi bila hidroksilna skupina na mestu 7
benzotiazola. Sklepamo, da do tega ni prislo, ker je bilo mesto 5 spojine 21 steri¢no ovirano
s strani zasc¢itne skupine TBDMS. To se ne zgodi pri ciklizaciji iz spojine 15, saj je acetilna

zascitna skupina bistveno manjsa kot TBDMS.
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Shema 10: Mehanizem ciklizacije benzotiazolov. R1 = acetil ali TBDMS. Prirejeno po (50).

5.2.6 Uvedba terc-butildimetilsililne zas¢itne skupine (TBDMS)

Kot nov nacin zas¢ite hidroksilne skupine smo torej izbrali TBDMS. Ta zas$€itna skupina je
primerna za uporabo zaradi dobre stabilnosti. Njena odstranitev pa poteka v bazi¢nem ali
kislem (pH=1, sobna T) okolju. Za uvedbo zas¢itne skupine smo uporabili terc-
butilklorodimetilsilan in dodatek 4-metilimidazola, ki je v reakciji deloval kot aktivator
zas¢itne skupine TBDMS (Shema 11). Brez aktivatorja in presezka terc-
butilklorodimetilsilana reakcija poteka zelo pocasi in s slabsimi izkoristki. Pri aktivaciji
pride do napada nukleofilnega dusika 4-metilimidazola na terc-butilklorodimetilsilan in do
nastanka reaktivnega N-terc-butildimetilsilil-4-1H-metilimidazola (51). Sledi tvorba etra z

nukleofilno hidroksilno skupino.
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Shema 11: Mehanizem tvorbe zascitne skupine TBDMS, uporabljene pri tvorbi spojin 20 in

21. Prirejeno po (51).

5.2.7 Fischer-jeva esterifikacija (tvorba metilnega estra)
Tvorba estrov je mogoc¢a na ve¢ nac¢inov. Med pogosto uporabljene nacine sodijo kislinsko
katalizirana tvorba estra, tvorba estra s sklopitvenim reagentom in tvorba estra s kislinskim

kloridom ali anhidridi. Pri nasem eksperimentalnem delu Smo metilni ester spojine 12 tvorili
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s kislinsko katalizirano reakcijo oz. Fischer-jevo esterifikacijo, pri kateri smo kot kislino
uporabili koncentrirano Zveplovo(VI1) kislino (H2SOs). Kislina poveca elektrofilnost
karbonilnega ogljika, na katerega sledi napad nukleofilnega alkohola. V nasi reakciji je bilo

topilo hkrati tudi alkohol, ki vstopa v reakcijo. Mehanizem reakcije prikazuje Shema 12.

. H H R,  H. H.
o] H |O 2 O  tavtomerija S’D\ H -H 0
- . - -2 ~ - . R
R1)J\OH OH R1%\OH Ry 09, -H,0 R1)J\O/ 2
H/®\R2 \RZ

Shema 12: Mehanizem Fischer-jeve esterifikacije. Prirejeno po (52).

5.2.8 Uvedba acetilne zas¢itne skupine

Uvedba acetilne zas¢itne skupine na hidroksilno skupino spojine 13 je potrebna za uspesno
ciklizacijo. To je reakcija tvorbe estra, ki smo ga v tem primeru tvorili iz acetanhidrida. Pri
reakciji sodeluje Se piridin, ki deprotonira nastali produkt nukleofilnega napada alkohola.
Protoniran piridin na koncu odda proton nastali ocetni kislini. Mehanizem reakcije je

prikazan na Shemi 13.
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Shema 13: Mehanizem tvorbe estra preko acetanhidrida. Prirejeno po (53).
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5.2.9 Hidroliza estra

Hidroliza estra lahko potece pri kislih ali bazi¢nih pogojih. Pri sintezi spojine 17 smo se
odlo¢ili za bazi¢no hidrolizo acetilnega estra, ki jo imenujemo saponifikacija (Shema 14).
Pri sintezi spojine 16a (ciklizacija), je prislo do delne hidrolize produkta 16a v 17. S
kolonsko kromatografijo nismo uspeli lociti te zmesi, zato smo izvedli bazi¢no hidrolizo
(pH=12) kar na zmesi. Reakcijske zmesi pri tem nismo segrevali, ker nismo zeleli, da bi
prislo do dodatne hidrolize metilnega estra. Metilni aromatski ester je za razliko od

acetilnega estra, ki smo ga Zeleli cepiti, bistveno bolj stabilen pri vis§jem pH. Za cepitev
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metilnega aromatskega estra zato pogosto uporabimo pH visji od 12 in segrevanje pri

povisani temperaturi.

Coﬁeo H (o o)
)L /}\OR ‘—)J\ﬂw 0-R )J\O@ HO-R

Shema 14: Mehanizem saponifikacije. Prirejeno po (54).

5.2.10 Tvorba aril aminov

Sintezni reakciji spojin 2 in 3 potekata po mehanizmu nukleofilne aromatske substitucije
(Shema 15). V prvem delu pride do nukleofilne adicije amina na aromatski ogljik, ki ima
vezan klor. Sledi resonanéna stabilizacija v pirazolni obro¢. Na koncu pa pride do eliminacije

klora, ki odcepi proton iz amina in tako nastane klorovodikova kislina.

@
fﬂ—’(\?ﬁ — 5%) ~ 5@ %Nf)

Shema 15: Predlagan mehanizem tvorbe aril aminov. Prirejeno po (54).
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6. Sklep

V okviru magistrske naloge smo se lotili dveh razli¢nih podro¢ij. Na imunoloskem podrocju,
vezanem na receptorje NOD2, smo z raunalniSsko podprtim nacrtovanjem poiskali nove
potencialne spojine, ki se vezejo v ATP vezavno mesto tega receptorja. Sintezno smo
pripravili Sest kon¢nih spojin. Drugo podrocje so predstavljali inhibitorji DNA-giraze. V tem
delu smo optimizirali postopek sinteze pomembnega vmesnega produkta 17, ki se bo

uporabljal za sintezo razli¢nih inhibitorjev GyrB.

Z virtualnim reSetanjem smo sidrali knjiznico skoraj 250.000 fragmentov in iz rezultatov
ugotovili, da imajo spojine z 1H-pirazol[3,4-d]pirimidinskim skeletom dobro vezavo v
adeninski zep receptorja NOD2, saj v njem tvorijo tri vodikove vezi z receptorjem. Iz spojin
s tak$nim strukturnim delom smo pripravili ciljano knjiznico, s pomocjo katere smo se
odlo¢ili za sintezo dolocenih spojin. Za nadaljnje vrednotenje spojin bi bilo smiselno izvesti
celi¢ne teste, da bi ugotovili katere spojine inhibirajo NOD2 in bi zato bile primerne za
nadaljnjo optimizacijo. S temi testi bi dobili tudi povratno informacijo o tem ali rezultati
molekulskega sidranja korelirajo z in vitro celi¢énim testom. Tako bi opredelili smiselnost

nadaljnjega ra¢unalniS$kega modeliranja spojin za omenjeno vezavno mesto.

Pri optimizaciji ciklizacije vmesnega produkta inhibitorja DNA-giraze nam je postopek
uspelo izboljsati s spremembo hidroksilne zasCitne skupine. Namesto acetilne zaSCitne
skupine smo uporabili za$¢itno skupino TBDMS. Izkoristek same ciklizacije smo s tem
dvignili iz 4,7 % na 15,5 %. Celokupni izkoristek sintezne poti iz zacetne spojine 11 in do
cikliziranega produkta z odsciteno hidroksilno skupino 17 pa smo povecali iz 1,6 % na 9,7
% (pri predpostavki, da poteka odscita TBDMS brez izgub). Prav tako smo skrajsali ¢as
poteka sintez iz 11 dni na 6 dni in Stevilo reakcij, potrebnih za sintezo ciklizirane spojine, iz
6 na 3 (brez upostevanja odscite TBDMS zascite). Odscite TBDMS zascitne skupine nismo
izvedli, saj je naslednja stopnja tvorba amida z derivati pirola na aminski skupini spojine 17,
zato prosta hidroksilna skupina ni potrebna. Nasa sinteza se je pred stopnjo tvorbe amida z
derivati pirola zaklju¢ila. Ce bi nadaljevali s to stopnjo, bi eno izmed konénih spojin lahko
dobili z dvojno cepitvijo zas¢itne skupine TBDMS in metilnega estra, z bazi¢no hidrolizo
pri povisani temperaturi. Z razli¢énimi derivati spojine 17 upamo, da bomo odkrili inhibitor
DNA-giraze z zelo dobrim protibakterijskim delovanjem proti po Gramu negativnim in/ali

pozitivnim bakterijam.
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