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1 POVZETEK

Hidroksisteroid-dehidrogenaze AKR1C1l, AKR1C2 in AKR1C3 sodijo v proteinsko
naddruzino aldo/keto-reduktaz ter sodelujejo pri biosintezi in inaktivatgroidnih
hormonov, prostaglandinov in ksenobiotikov. Aldo/keto-reduktaze katalizirajo redukcijo
karbonilnih skupin v ustrezne hidoksilne skupine. Zaradi vloge, ki jo im&jowesSkem
organizmu, so povezane z nastankom &aitli bolezni (hormonsko odvisne in neodvisne
oblike raka, druge hormonsko odvisne bolezni, depresija, epilepsija, predrabmstr
sindrom,...) in predstavljajo zanimive darza razvoj novih zdravilnih¢inkovin. V okviru
diplomske naloge smo sintetizirali 19 novih derivatov antranilne kigfini testirali kot
inhibitorje izoencimov AKR1C1, AKR1C2 in AKR1C3. Karboksilno skupino antranilne
kisline smo najprej z&8ili s tvorbo metilnega estra, nato pa smo z derivatom benzojske
kisline tvorili amidno vez. Kot najboljSi postopek za tvorbo amidne vepg s&kazal tisti,

pri katerem smo karboksilno skupino aktivirali v ustrezen derivat kidge klorida z
uporabo tionil klorida, medtem ko smo pri uporabi sklopitvenih reagentov steddSe
izkoristke. Z Williamsonovo sintezo etrov in reduktivnim aminiranjem srato uvedli
krajSo alkilno verigo, na koncu pa smo hidrolizirali metilni esteeducirali nitro skupino

do aminske. Inhibicijo posameznih izoencimov smo spremljali spektrofotiémetv
smeri oksidacije, 1-acenaftol smo uporabili kot substrat, Npdkot koencim.

Ugotovili smo, da derivati antranilne kisline inhibirajo izoencime AKRv nizkem
mikromolarnem obm&u, selektivnost za inhibicijo AKR1C3 smo dosegli s
substituentami, ki predvidevamo, da tvorijo vodikovo vez s Ser 221, kar smalidolo
uporabo raunalnisSke simulacije vezave v aktivho mesto znane tridemenzionalneustrukt
encima AKR1C3 (pdb koda: 1S2A). Kot najboljsi inhibitor AKR1C1 se kazala spojina

25 z 1Cso vrednostjo 3.2 uM, najboljsi inhibitor AKR1C2 je bila spojiBad z 1Cs
vrednostjo 4.9 uM, najboljsi inhibitor AKR1C3 pa spoji@@z I1Cso vrednostjo 1.9 uM.
Kot selektivni inhibitorji izoencima AKR1C3 so se izkazale spofi6e?7, 28, 31in 37.



2 ABSTRACT

Hydroxysteroid-dehydrogenases AKR1C1l, AKR1C2 and AKR1C3 belong dteipr
superfamily of aldo/keto-reductases and are involved in byosyntaedisnactivation of
steroid hormones, prostaglandins and xenobiotics. Aldo/keto-reductasgzecagaluction
of carbonyl containing substrates to alcohols. Becouse of their bnoecirism of
physiological roles, they are involved in different pathophysiokdgionditions (hormone-
dependent and independent cancers, other hormone-dependent diseasesorgepressi
epilepsy, premenstrual syndrome,...) and represent attractiyetddor developing new
drugs. We have synthesized 19 new derivatives of anthranilic acideateti them as
inhibitors of isoenzymes AKR1C1, AKR1C2 and AKR1C3. Carboxyl group ofrantiic
acid was first protected by formation of methyl ester, tivenformed amide bond with
derivatives of benzoic acid. The best procedure for the formationidédrond proved to
be the one in which carboxyl group was activated to the correspoacichghloride using
thionyl chloride, while usage of coupling reagents had poor efficidrfegn we introduced
a short alkyl chain with Williamson’s synthesis of ethersemtuctive amination. At the
end we hydrolized methyl esters and reduced nitro group to amino.tilormilof the
invidual isoenzyme was monitored spectrophotometrically in thetaineof oxidation, 1-
acenaphtol was used as substrate, NA®coenzyme.

We discovered that derivatives of anthranilic acid inhibit AKR1Criggmes in the low
micromolar range, selectivity for inhibition of AKR1C3 was agki@ with substitutions
which we assume form hydrogen bond with Ser 221. This was deternynedirig
computer simulation of binding the inhibitor in the known active sitdetdimensional
structure of AKR1C3 (pdb code: 1S2A). Compow@idproved to be the best inhibitor of
isoenzyme AKR1C1 with 1§ of 3.2 uM, the best inhibitor of isoenzyme AKR1C2 was
compound35 with ICso of 4.9 uM and the best inhibitor of AKR1C3 was compogfd
with ICso of 1.9 pM. As selective inhibitors of AKR1C3 proved to be compo@&l27,
28, 31 and37.



3 SEZNAM OKRAJSAV
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4 SEZNAM TRIVIALNIH IMEN STEROIDOV

IME STEROIDA

TRIVIALNO IME

Sa-androstan-@,173-diol

3a-androstandiol

5a-androstan-@,173-diol

3p-androstandiol

4-androsten-3,17-dion

androstendion

4-androsten-1F-ol-3-on

testosteron

5a-androstan-1f§-ol-3-on

H-dihidrotestosteron

1,3,5(10)-estratrien-3, B7diol estradiol
1,3,5(10)-estratrien-3-ol-17-on estron
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4-pregnen-2@-ol-3-on
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5a-androstan-3,17-dion
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5 UVOD

5.1 HORMONSKI SISTEM

5.1.1 POIMENOVANJE STEROIDOV IN NJIHOVA STRUKTURA

Steroidi so sestavljeni iz Stirih okev (A, B, C in D). Kemijsko so
ciklopentanoperhidrofenantreni; sestavljeni so iz ciklopentanskega&aolfi) in treh
obratev fenantrena (obto A, B in C). Perhidrofenantren je popolnoma kasi derivat
fenantrena (1). (Slika 1)

Slika 1: Osnovna struktura steroidov in Stésmije C-atomov (1)

5.1.2 MEHANIZEM DELOVANJA STEROIDNIH HORMONOV

V krvi so prisotni v zelo nizkih koncentracijah (0.1-1.0 nM), po¥ajo mane fizioloSke
ucinke na obutljiva tkiva in se vezejo z visoko afiniteto na znotrajaed receptorje. Na
takne celice vplivajo tako, da uravnavajo izraZzanje genov in sintezo protene@o p
tvorbe kompleksov steroid-receptor. Po krvi se lipofilni hormoni prenaSajoniveza
serumske proteine. Prosti steroidi difundirajo skozi membrano c@&kane celice imajo
steroidne receptorje, ki z visoko afiniteto vezejo steroid. Ti regepso topni
znotrajceléni proteini, ki lahko tako vezejo steroidne hormone in tudi delujejo kot
transkripcijski faktorji preko vezave na spednifa mesta DNA (1).

Steroidni hormon vstopi v celico in se veze na steroidni receptooplazimi ali jedru.
Vezava povzré spremembo konformacije in »disociacijo heat« shock proteina, citeroi
receptor nato dimerizira in se prenese v jedro. Dimer intaragit@no dola@enim
podratjem DNA in z raznimi koaktivatorji in jedrnimi transkripcijskirfaktorji. Zatne se
prevajanje DNA v mRNA, kar vodi do posene sinteze proteinov v endoplazemskem

retikulumu. Ti proteini vklj@ujejo encime, receptorje in sekretorne dejavnike, ki



uravnavajo cedino funkcijo, rast, diferenciacijo ter igrajo glavno viogo v normalnih

fizioloSkih procesih ter boleznih (1).

5.1.3 BIOSINTEZA

V nadledvéni zlezi z encimsko pretvorbo iz holesterola nastaja pregnenolore ki |
prekurzor spolnih hormonov in adrenokortikoidov. To pretvorbo katalizitaeneimov
druzine citokromov P450. Pregnenolon se preko encimske oksidacije in izacijeriz
dvojne vezi pretvori v Stevilne fizioloSko aktivhe C21 steroide, adrenokortilkoidenske
spolne hormone, vkitno s progesteronom, hidrokortizonom, kortikosteronom in
aldosteronom. Oksidativen razpad C-C vezi v stranski verigi pregnentdorsledéa
encimska oksidacija in izomerizacija vodijo do C19 steroidov, #kfus testosteronom in
dihidrotestosteronom. C18 steroidi, Zenski spolni hormoni, nastanejo z oksidativn

aromatizacijo A obréa androgenih hormonov (1). (Slika 2)
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Slika 2: Biosinteza spolnih hormonov iz holesterola. (a) holesteroholeza (CYP11A1),
(b) 17o-hidroksilaza (CYP17A1), (c, d) BBHDS A>-A? izomeraza, (e) 17,20-liaza
(CYP17A1), (f) 1B-HSD tipa 3, (g) aromataza, (h)fEAHSD tipa 1, (i) o-reduktaza (1).



5.1.4 SPOLNI HORMONI

Lahko jih razdelimo v tri razrede: estrogeni, progestageni inogedi. Naravni estrogeni

so C-18 steroidi in imajo planaren nerasi A obr@ s 3-fenolno skupino. Najaktivnejsi
endogeni estrogen je estradiol. Progestageni so C-21 steroidijonskugpno 3-keto-4-en
strukturo A obrda in keto skupino na mestu 21. NajaktivnejSi progestagen je progesteron.
Moski spolni hormoni so androgeni, to so C-19 steroidi, in imajo skupne hidabksi
ketonske skupine na mestih C-3 in C-17. Aktiven androgen, ki ga najdemo,\jekrvi
testosteron, ima pa Se aktivnejSi metabatidthidrotestosteron (6DHT), ki ga najdemo

v _hormonsko odzivnih tkivih. Vse tri skupine spolnih hormonov so prisotne pri obeh
spolih. Produkcija in plazemske koncentracije estrogenov in progestagenosjes pri

Zenskah, androgenov pa pri moskih (1).

Encimi, ki pretvarjajo aktivno obliko steroidnih hormonov v neaktivno in obratno,ajelu;
kot molekularna stikala in so znani kot pred-receptorski regulatornmeng@kivno
specifino izrazanje teh encimov omago uravnavanje lokalnih koncentracij aktivnih
steroidnih hormonov. Pred-receptorski regulatorni encimi so¢razéincimi 2. stopnje
konjugacije, encimi druzine citokromov P450 in hidroskisteroid-dehidrogenaze (2).

12



5.2 HIDROKSISTEROID-DEHIDROGENAZE

Hidroksisteroid-dehidrogenaze (HSD) pripadajo dvema proteinskima naddrazinam
aldo/keto-reduktazam (AKR) in kratkoveriznim dehidrogenazam/redukta2BMR)( HSD
v SDR naddruzini so od NAD(P)(H) odvisne oksidoreduktaze in lahko delujejo kot
ketosteroid-reduktaze ali hidroksisteroid-oksidaze, kar je odvisno od njiafiete
NADP(H) ali NAD(H). Cloveske HSD iz te naddruZine so:

» 3B-HSD tipa 1,
3p-HSD tipa 2,
118-HSD tipa 1,
118-HSD tipa 2 in
vse oblike 1B-HSD razen 1f-HSD tipa 5.
HSD v AKR naddruzini so od NAD(P)H odvisne oksidoreduktaze in delujejelicat
primarno v redukcijah zaradi njihove visoke afinitete do NADPElpveske HSD iz

AKR naddruzine vkljdujejo:
+  20u(30)-HSD (AKR1C1),
e 30-HSD tipa 3 (AKR1C2),
« 178-HSD tipa 5 (AKR1C3) in
« 30-HSD tipa 1 (AKR1C4) (3).

13



5.2.1 KRATKOVERIZNE DEHIDROGENAZE/REDUKTAZE

Osnovno strukturo wgne SDR encimov predstavlja zaporedje 250 do 350 aminokislinskih
preostankovCeprav imajo le 15-30% idetitiih aminokislinskih preostankov, imajo vsi
podobno tridemenzionalno strukturo — enodomenski vzorec zvitja, kjer se izméajufe
a-vijacénic s 7 ali 8p-ploskvami §/p-vzorec zvitja, znan kot Rossmanovo zvitje).cva
encimov SDR je v dimerni ali tetramerni obliki (Slika 3).

Encimske reakcije sledijo bi-bi mehanizmu, kjer se v aktivho megpoepaeze koencim,
nato pa substrat. Sledi encimska reakcija, aktivno mesto nato regpregti produkt, Sele
nato koencim. Spréanje koencima iz aktivhega mesta predstavlja hitrostno ondejujo
stopnjo celotne encimsko katalizirane reakcije.

3B-HSD (3B-hidroksisteroid-dehidrogenazetA*-izomeraze) so odgovorne za oksidacijo
in izomeracij0A5-3B-hidroksisteroidnih prekurzorjev &*ketosteroide, katalizirajo torej
nujno potreben korak sinteze vseh vrst steroidnih hormonowldueku sta znani dve
izoobliki 33-HSD: 3-HSD tipa 1, ki se nahaja v placenti in perifernih tkivih, @+8D
tipa 2, ki se v glavnem izraza v nadlathizlezi, jagnikih in testisih.

118-HSD tipa 1 in 2 uravnavata delovanje glukokortikoidnega hormona kortizaa. 11
HSD tipa 1 reducira kortizon v kortizol in s tem om&gmjihovo vezavo na receptorje,
118-HSD tipa 2 pa deluje kot dehidrogenaza in takociiagtrinzicno neselektivne
periferne mineralokortikoidne receptorje v ledvicah pred aktivadjorszolom, namesto

z aldosteronom.

178-HSD so encimi vkljgeni v zadnjo stopnjo biosinteze androgenov in estrogenov in
katalizirajo oksidoredukcijske reakcije hidroksi in keto skupine na um&st steroida.
Pretvarjajo visoko aktivne PB#hidroksisteroide v nizko oz. neaktivhe 17-ketosteroide in
obratno. Med seboj se razlikujejo po koencimski in substratni sgreasti, znotrajcetini

lokalizaciji in tkivno speciktnem izrazanju (4).
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Slika 3: Kristalna strukturéloveske estrogene f-hidroksisteroid-dehidrogenaze tipa 1 v
komleksu z NADP (pdb oznaka 1QYYV) (5)

Slika 4: Kristalna strukturéloveske 1B-HSD tipa 1 v kompleksu zo5
dihidrotestosteronom (pdb oznaka 3KLM)
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5.2.2 ALDO/KETO-REDUKTAZE

5.2.2.1 STRUKTURA

Aldo/keto-reduktaze so citosolni, topni monomerni encimi z maso 37 kD& Wivo
katalizirajo redukcije ketonov in aldehidov v ustrezne alkohole. Pri temahlipao kot
koencim NAD(P)H. Cilindino jedro sestavljaj@-ravnine, ki so preko zank povezane z
a-vijaénicami, le-te pa obkrozajo jedro. Ta Ziaa tridimenzionalna struktura sédh
(a/B)s omog@a vezavo encima v anti-komformaciji (3, 5, 7). (Slika 5) Vse restin
Zivali, od kvasovk d@loveka, izrazajo Stevilne Akr-gene. Proteini AKR so bili odkritiit

pri mnogih mikroorganizmih (8).

Slika 5: Struktura sadka (@/p)s Aldo/keto-reduktaz (9)

5.2.2.2 POIMENOVANJE

Predstavnike naddruzine aldo/keto-reduktaz poimenujemo po dogovorjenih pravilih: koren
AKR ozna&uje aldo/keto-reduktaze, arabska Stevilka za korenomtomndruzino ¢rka za
Stevilko poddruzino in zadnja arabska Stevilka posamezen protein (izoevisak)protein

ima lahko zaradi prepoznavanja ramlh substratov Se druga imena. NaddruZina

16



aldo/keto-reduktaz je sestavljena iz 15 druzin (AKR1-AKR15), devetrde&naprej deli

v poddruzine Cloveske AKR najdemo v treh druzinah (AKR1, AKR6 in AKR7) (7, 8).
Obstaja 1Zloveskih AKR, ki so vpleteni v metabolizem sladkornih aldehidov, reaktivnih
lipidnih aldehidov, ketoprostaglandinov in ketosteroidov. Metabolizirajo tudi ksenadbioti
kot so zdravila in kendni kancerogeni (10). Poddruzino AKR1C sestavlja 22 izoencimov,
od katerih so Stirj€loveski: AKR1C1, AKR1C2, AKR1C3 in AKR1C4. Kljub temu, da
imajo ohranjenega 86—99% aminokislinskega zaporedja se razlikujejo po wubstra
specifenosti, inhibicijskih profilih in razporeditvi po tkivih (7). Zanimivo je, da se
izoencima AKR1C1 in AKR1C2 med seboj razlikujeta le v 7 aminokislinah. (Slika 6)

Slika 6:Cloveska AKR1C3 v kompleksu s NADH in testosteronom (pdb oznaka 1J96)
(11)

5.2.2.3 KATALITI CNI MEHANIZEM

AKR katalizirajo zaporedne reakcije, ki vodijo v tvorbo centralnega keksgl (encim +
koencim + substrat), v katerem se zgodi kemijska reakcijae Zdporedne reakcije brez
izjeme potekajo po bi-bi mehanizmu. V prvem koraku se na protein veneikgaato se
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veze steroid, tvori se centralni kompleks in zgodi se kemijska jaaktato se najprej
odcepi steroidni produkt, sledi mu koencim. Hitrost reakcije je odvisnahitdsti
sprostitve koencima (3).

Encimi AKR imajo v aktivnem mestu ohranjeno kataht tetrado Asp50, Tyr55, Lys84

in His117. Pri reakciji, ki jo katalizirajo, se 4-pro-R-hidridni ion peme koencima na
substrat. Najprej Try55 odda proton substratu in veze proton iz imidazolne skupine His117.

S prenosom protona na substrat je olajSan prenos hidridnega iona iz koencima (7). (Slika 7)

REDUKCIJA

Tyr55 Lys84

His117
0

OKSIDACIJA

: Tyr55 _ Lys84

OH H’ o6 H @
His117 Asp50

N NADP*
R

Slika 7: Katalitten mehanizem za AKR encime (3)
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5.2.2.4 CLOVESKI IZOENCIMI AKR1C

V biosintezi in inaktivaciji spolnih  hormonov izoencimi AKR1C katalijra
stereospecifine redukcije karbonilnih funkcionalnih skupin na mestih 3, 17 in 20
steroidnega skeleta. V stereoidogenih tkivih so ¥kiju v biosintezo androgenov in
estrogenov, v perifernih tkivin pa pretvarjajo aktivno obliko le-teh v maaikt S tem
delujejo kot molekularna stikala, ki na pred-receptorski ravni uravnala§alno
koncentracijo hormonov (7). Vsako neravnovesje v metabolizmu spolnih hormonov lahko
vodi do povéane proliferacije celic in s tem do képnja genetskih napak. Te spremembe
lahko vodijo do razvoja hormonsko odvisnih oblik raka in drugih hormonsko odvisnih
bolezni (2).

Geni, ki kodirajo¢loveSke izoencime AKR1C, se izrazajo v rézih tkivih in posledino

so encimi AKR1C vpleteni v mnoge biokeme procese. Jetra so edino tkivo, v katerem
se vsi Stirje izoencimi nahajajo v priblizno enaki meri. AKR1C4 majul@retezno v jetrih,
ostali izoencimi pa so prisotni tudi v drugih tkivih. V g@ila se AKR1C1-AKR1C3
nahajajo v visokih koncentracijah, v prostati najdemo predvsem AKR1C2 R1ER,
AKR1C1 pa prevladuje v testisih. V ndl@h zlezah prevladuje AKR1C3, medtem ko v
endometriju in ma®bnem tkivu najdemo vse tri izoencime. V mozganih se nahajata
predvsem AKR1C1 in AKR1C2, njuna koncentracija pa je nizka. AKR1C3 pa najdem

tudi v ledvicah in mehurju (2, 12).

5.3 AKR1C1

AKR1C1 katalizira redukcijo progesterona v manj aktiven-Bldiroksiprogesteron, s33
ketosteroid-reduktazno aktivnostjo pa katalizira inaktivacijedihidrotestosterona
DHT) v 3B,17B-androstandiol, ki deluje proapoptoido preko receptorjev za estrogene
(ER) B (Slika 8) (7, 13). Tako dota koncentracijo aktivnih ligandov za receptorje za
progesteron (PR) in androgene (AR) (7). Neravnovesje med visoko in rikakaimi
oblikami androgenov in progestagena je povezano z rakom dojk, prostate, epdometr

jajénikov, hirzutizmom ter razporeditvijo mé&sbnega tkiva (2).
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AKR1C1
—_—
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o]
progesteron 20a-hidroksiprogesteron
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L:tgi& o /Ci?(b
_—
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H H

50-DHT 3[,17B—androstandiol

Slika 8: Metabolizem progesterona im-BHT z encimom AKR1C1 (7)

AKR1C1 v mozganih sodeluje pri metabolizmu nevrosteroidov. Nevrosteroidi so
nevroaktivni steroidi (endogeni steroidi, ki preko vezave na speeifireceptorje
spreminjajo vzdraznost nevronov) ali njihovi metaboliti (ne vplivajo na vidstz
nevronov), ki se sintetizirajo in delujejo v mozganih. AKR1C1 katalizieakcijo
inaktivacije m-dihidroprogesterona BDHP) in 3x,5a-tetrahidroprogesterona oS-
THP). 3,50-THP je m@&an pozitivni alostetini modifikator receptorja zay-
aminobutanojsko kislino (GABA) tipa A. GABA po vezavi na receptor paysardor CI
ionov Vv celico in s tem hiperpolarizacijo. Za prozenje akcijskeganp@ati@ in prenos
informacije je zato potreben &e impulz (7). Ti nevrosteroidi imajo posleshio
anestetien, analgetien, anksioliten in antikonvulziven ¢&inek. Spremembe v
metabolizmu nevrosteroidov so povezane z depresijo, epilepsijo in predmémsir
sindromom (Slika 9) (2, 14). AKR1C1 in AKR1C2 imata skupnega kar 98%
aminokislinskega zaporedja, zato je velika verjetnost, da bodo inhibit@gaeencima
inhibirali tudi drugega (15).
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AKR1C1
—_—
@) H
W o)
5a-dihidroprogesteron 5a-pregnan-20a-ol-3-on
AKR1C2
O o OH
AKR1C1
—_—
HO™ : :
H HO H

50-pregnan-3a-ol-20-on; 5a-pregnan-3a,20a-diol

mocan nevrosteroid

Slika 9: Metabolizem nevrosteroidov z encimom AKR1C1 in AKR1C2 (7)

AKR1C1 ima tudi vlogo detoksifikacije produktov lipidne peroksidacije, katal
redukcijo 4-hidroksi-2-nonenala, ki je eden najpogostejSih citatoiksproduktov lipidne
peroksidacije in s tem odstrani aldehidno skupino in konjugiran sistem loveogazi.
Produkti lipidne peroksidacije so povezani z boleznimi kot je aterosklefdzheimerjeva
bolezen in Parkinsonova bolezen (7, 14). Preveliko izrazanje AKR1C1 gealeavih
celicah plj¢ (16), jagnikov, materntnega vratu, koZe itrevesja je povezano z rezistenco
na mnoge kemoterapevtike (cisplatin, karboplatin, adriamicin, doksorubieiomiain).
Te winkovine tvorijo reaktivne kisikove spojine, ki usmerjajo celice do nedelovanja
njihove apoptoze. AKR1C1 zmanjSa tvorbo reaktivnih kisikovih spojin, odstranjogepr
radikale in antraciklinske dginkovine. Ceprav popoln mehanizem rezistence 3$e ni
popolnoma raziskan, je znano, da je encim AKR1C1 potreben za prezivptiieracijo
rakavih celic, ki so bile izpostavljene kemoterapevtikom (14). AKR&b predstavlja
dobro taéo za razvoj novih &ginkovin, ki bi izboljSale slabo prognozo rakavih obolen;j ter
dodatno terapijo v boju proti rezistenci na kemoterapevtike. Inhibitorji ZX&KR bi se
hkrati lahko uporabljali za vzdrZzevanje nd&sesti in kot @inkovine, ki izboljSujejo

delovanje nevrosteroidov, ki pozitivno uravnavajo GABA&ceptorje (14).
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5.4 AKR1C2

AKR1C2 je predvsem a@3hidroksisteroid dehidrogenaza, ki katalizira redukcijo najbolj
aktivnega androgenac&lihidrotestosterona v manj aktivem,37B-androstandiol, ki ima
nizko afiniteto do receptorjev za androgene (Slika 10) (7). Nacia &ati celice prostate
pred preveliko proliferacijo (2). AKR1C2 v mozganih sodeluje pri metabuli
nevrosteroidov, Kkatalizira nastaneka,Sx-tetrahidroprogesterona, najbolj aktivnega
nevrosteroida pri sesalcih (7). AKR1C2 je vpletena tudi v sintezoamsport Zainih
kislin (12).

OH OH
AKR1C2
—_—
O = W z
a HO :
50a-DHT 3a—-androstandiol
Slika 10: Metabolizem&DHT z AKR1C2 (7)
5.5 AKR1C3

Encim AKR1C3 je znan tudi kot BHSD tipa 5 in PGF sintaza. Katalizira pretvorbo
prostaglandinov KHin D, v PGR, in 9%,113-PGF,. S tem zmanjSa koncentracijo 15-
deoksiA12,14-PG4, ki nastaja s spontano reakcijo iz PADnjegovo vezavo na receptor
v aktiviran s peroksisomskim proliferatorjem (PPARAktivacija tega receptorja povatio
prepisovanje genov, ki sprozijo diferenciacijo in/ali apoptozo. V normalnertinéws
mozgu je prisotna velika koncentracija P£Drzato se mora tkivo zasti pred
prekomernim antiproliferativnim in prodiferenciacijskim delovanjem. BKC3 zaradi
vpletenosti v metabolizem prostaglandinov sodeluje tudi @erfu mehurja, izléanju
urina in ima za&tno vlogo na ravni ledvic (7). Metabolizem prostaglandinov z AKR1C3
prepre&uje diferenciacijo levkendnih celic in inhibicija encima se zato ptaye pri
zdravljenju mielotne levkemije. (15, 17) Hkrati ima tudi [-hidroksisteroid-
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dehidrogenazno aktivnost in katalizira pretvorbo estrona v estradiol &vopyo
androstendiona v testosteron (Slika 12) (11, 17). V rakavih celicah prastdtgk je
poveano izrazanje AKR1C3 (18). Produkti reakcij, ki jih katalizira AKE3L(androgeni,
estrogeni, PGE in 9,113-PGF,), spodbujajo rast tumorjev, zato AKR1C3 predstavlja
tako za zdravljenje tako hormonsko odvisnih kot neodvisnih oblik raka (19). V
endometriju AKR1C3 poua raven estrogenov in zniza raven progesterona ter s tem
spodbuja proliferacijo rakavih celic endometrija. AKR1C3 stimuliraifen@lcijo rakavih
celic dojk, s povéanjem koncentracije proliferativnega PGR znizanjem koncentracij
antiproliferativnin PGg produktov pa vpliva na hormonsko odvisne in neodvisne vrste
raka. AKR1C3 je vkljden tudi razvoj raka prostate ter nerakave bolezni, kot so benigna
hiperplazija prostate, dismenoreja in endometrioza (15, 17). Bitiowanju inhibitorjev
AKR1C3 si Zelimoc¢im boljSo selektivnost, saj inhibicija vseh izoencimov AKR1C ni
zazelena. Pri raku prostate natnAKR1C1 reducira &DHT v 5Sa-androstan-8,173-diol
(pro-apoptotien ligand estrogenskip receptorjev), AKR1C2 pa reducira-®DHT v 5o-
androstan-8,17B-diol (Sibek androgen). Inhibicija teh dveh encimov bi spodbudila
proliferacijo v prostati (15, 17).

Pri vezavi liganda v t&no mesto so vklgeni podrdja, po katerih se AKR1C3 razlikuje
od izoencimov AKR1C1 in AKR1C2. Z upoStevanjem teh razlik bi lahko gaive
vezavno afiniteto in selektivnost inhibitorjev AKR1C3. PagedSP1 je vge pri AKR1C3

v primerjavi z ostalimi izooblikami, razlike v podija za vezavo substrata vkiujejo
aminokisline Ser 118 in Tyr 319, pri ostalih izoencimih so na teh méstilalanini.
AKR1C1, AKR1C2 in AKR1C4 imajo manjSe SP2 poge ki ne vkljuituje aminokislin,

ki bi lahko tvorile vodikove vezi, medtem ko AKR1C3 vkijye Ser 129, ki lahko tvori
vodikove vezi. Podi§e SP3 pri izoencimih AKR1C1, AKR1C2 in AKR1C4 vkiuje

bolj rigidne stranske verige (Slika 11) (17).
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Slika 11: Zasedenost AKR1C3 vezavnih Zepkov z inhibitorjema flufenaminsko kislino in

indometacinom (17)
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Slika 12: Metabolizem steroidov in prostaglandinov z encimom AKR1C3 (17)
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Zaradi pomembne fizioloSke vioge so AKR1C encimi, posebej AKR1C1 in AKR
pomembne t&e za razvoj novih zdravilninéinkovin. Inhibitorji AKR1C1 so zanimivi kot
potencialne zdravilne dinkovine za zdravljenje raka endometrija, predmenstrualnega
sindroma, epilepsije, depresije in vzdrzevanje fssti. AKR1C3 je zanimiva téa za
razvoj winkovin za zdravljenje hormonsko odvisnih oblik raka kot so rak prostate, dojk in
endometrija pa tudi za zdravljenje hormonsko neodvisnih oblik raka (2).

6 NAMEN DELA

Derivati antranilne kisline so v literaturi opisani kot inhibito§KR1C encimov. Eden
izmed znanih in najbolj aktivnih inhibitorjev je flufenaminska kislina (Slika 13), ki in&ibir

vse tri izoencime v nizkem mikromolarnem oziroma nanomolarnem ghr(i4, 15, 17).

Slika 13: Strukturna formula flufenaminske kisline

Namen dela bo sinteza razlih derivatov antranilne kisline kot potencialnih inhibitorjev
izoencimov AKR1C1-AKR1C3, priemer bomo izhajali iz dveh vrst izhodnih spojin, in

sicer iz derivatov antranilne kisline in derivatov benzojske kisline.

COOH COOH
NH,

R3 Rl R4
R, Rs

V prvi stopnji sinteze bomo z&§li prosto karboksilno skupino derivata antranilne kisline,
nato bomo tvorili amdino vez, sledilo bo uvajanje alkilnih verig na prosteksilne ali
aminske skupine. Na koncu bomo odstranilictaskarboksilne skupine in reducirali nitro

skupino pri spojinah, kjer je la-ta prisotna.
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Vsem sintetiziranim spojinam bomo daillo in vitro inhibitorno aktivnost na izoencimih
AKR1C1-AKR1C3 s spektrofotometno metodo in na podlagi rezultatov testov sklepali
na to, kakSen vpliv imajo razhe substituente na inhibitorno aktivnost. V primeru, da bo
kakSna spojina izkazovala inhibitorno aktivnost, bomo s @@ndridimenzionalne
strukture AKR1C izoencimov z ¢analnisko simulacijo poskusSali ugotoviti dia vezave

spojine v aktivno mesto encima.

7 MATERIALI'IN METODE

Reagenti in topila

Pri eksperimentalnem delu diplomskega dela smo uporabljali reaganteopila
proizvajalcev Acros Organics, Aldrich, Fluka, Merck.

Kromatografske metode

Za tankoplastno kromatografijo, s katero smo spremljali potek reédcipostopkov
¢is¢enja, smo uporabili plég Merck Silica Gel 60 &4 z debelino nanesenega silikagela
0.20 mm na aluminijastem nosilcu.

Pri kolonski kromatografiji smo uporabljali Merckov Silica Gel 60 #kestjo por 0.063-
0.200 mm.

Za detekcijo spojin na TLC plé&ah smo uporabljali UV svetilkd.(= 254 nm).

Za dolaevanjecistote spojin s HPLC smo uporabili Agilent Eclipse C18 kolono (4.6 x 50
mm, 5 um) s pretokom 1.0 mL/ min, detekcijo pri 254 nm, topilni sisterA i H,O Z
0.1% TFA; B = MeOH. Uporabili smo naslednji gradient: 0-3 min, 409388 min,
40% B— 80% B; 18-23 min, 80% B; 23—-30 min, 80%-B40% B; »run time« = 30 min;
T =25°C.

Dolo¢anje talis¢

Talilne intervale smo dot@li s Koflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico Leica in so
nekorigirana.

Spektroskopske metode

Masne spektre spojin so posneli na spektrofotometru Autospec (VG-AadiiEl, ESI
ter HRMS tehniko na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani.

'H-NMR spektre so posneli na indtrumentu Bruker Advance DPX 300 v Nacénal

centru centru za jedrsko magnetno resonanco vis@ékerdsti na Fakulteti za kemijo in
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kemijsko tehnologijo v Ljubljani. Vzorce so raztopili v devteriranih tdpDMMSO-d in
CDCls, kot interni standard pa so uporabili TMS.

Elementna analiza

Relativno vsebnost ogljika, vodika in duSika pri novih spojinah soc¢diotoanalizatorjem
Perkin-Elmer 240 CHN na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo v Ljubljani.
Nomenklatura spojin

Za risanje strukturnih formul smo uporabljali program ChemDrawUNezija 9.0,

podjetja CambridgeSoft.

Spektrofotometriéno merjenje aktivnosti spojin s pomajo BioTek PowerWave XS2

AKR1C1

Reagenti
e 1l-acenaftol; c = 3@M v 0.1 M fosfatnem pufru pH =9
* encim AKR1C1; ¢ = 2.61 mg/mL; rédn 10 x s PBS pufrom
e Triton X-114 = 1.0% v ddkD
* DMSO; 4.8% v kotnem volumnu
+ NAD"; ¢ = 13.08 mg/mL v fosfatnem pufru pH = 9, ¥ed 23.3 x s Tritonom
* novi derivati antranilne kisline

» fosfatni pufer; ¢ = 0.1 mol/L; pH =9

Priprava vzorcev za merjenje absorbance

Kon¢ni volumen raztopine je 3Q4..

e l-acenaftol 14@L
« AKR1C1 5ul

« NAD' 35uL
* inhibitor SuL

» fosfatni pufer 115l
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AKR1C2

Reagenti
e 1l-acenaftol; c = 6@M v 0.1 M fosfatnem pufru pH =9
* encim AKR1C2; ¢ = 3.64 mg/mL; réedn 10 x s PBS pufrom
* Triton X-114 = 1.0% v ddkD
* DMSO; 4.8% v kotnem volumnu
+ NAD"; ¢ = 13.08 mg/mL v fosfatnem pufru pH = 9, ¥ed 23.3 x s Tritonom
* novi derivati antranilne kisline

» fosfatni pufer; ¢ = 0.1 mol/L; pH =9

Priprava vzorcev za merjenje absorbance

Kon¢ni volumen raztopine je 3Q4..

e l-acenaftol 14@L
+ AKR1C2 8uL
+ NAD’ 35uL
* inhibitor SuL
» fosfatni pufer 11511
AKR1C3
Reagenti

e 1l-acenaftol; c = 10QM v 0.1 M fosfatnem pufru pH =9

* encim AKR1C1; ¢ = 1.94 mg/mL

e Triton X-114 = 1.0% v ddkD

* DMSO; 4.8% v kotnem volumnu

+ NAD"; ¢ = 13.08 mg/mL v fosfatnem pufru pH = 9, ¥ed 23.3 x s Tritonom
* novi derivati antranilne kisline

» fosfatni pufer; ¢ = 0.1 mol/L; pH =9

Priprava vzorcev za merjenje absorbance

Kon¢ni volumen raztopine je 3Q4..
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* l-acenaftol 14@L

+ AKRI1C3 8.5uL

« NAD" 35l

* inhibitor SuL

» fosfatni pufer 115
POSTOPEK

Inhibicijo encimov AKR1C smo spremljali v smeri oksidacije sultatrél-acenaftol).
Zman3an porast absorbance pri 340 nm pomeni, da je redukcija koencim3) (NAD)Sa

in je reakcija oksidacije substrata inhibirana. (Slika 14)

NAD NADH

Slika 14: Oksidacija substrata 1-acenaftola z encimom AKR1C

DOLO CEVANJE IC 5o VREDNOSTI

ICs0je koncentracija inhibitorja, ki zmanjSa aktivnost encima za polovigojirtam, ki so
aktivnost encima zmanjSale zacv&ot 30% pri koncentraciji 1QuM, smo izmerili
aktivnost Se pri viSjih in nizjih koncentracijah inhibitorja pri enakih @ig 1z meritev
smo izr&unali hitrost reakcije brez inhibitorjadyvin hitrost ob prisotnosti inhibitorja {v
ter izra&unali odstotek inhibicije. S pomim programa GraphPad Prism Version 4.0

(GraphPad Software Inc) pa smo iraali 1Cso.

% inhibicije = (1 — (Wvg)) x 100
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8 EKSPERIMENTALNO DELO

8.1 SploSna reakcijska shema

COOH COOCHS; COOH Ra COOCH,
NH2 socl,/MeOH NH, SOCh_ NH
_— — %
+ CH,Cl, 2 ! o
R3 Ry R3 R, R4 1 o) 4
RZ RZ RS
Rs
Rs COOCH; Ry COOH
1M NaOH
Rz NH R; NH
R O(CH,),CH
1 o ( 2)n 3 Rl o O(CHZ)nCH3
Rs Re
R COOCH
: : Br(CHa),CHs / K,CO4
DMF
R, NH
R
‘o

R4
WaOH
Rs

Rs COOH Rs COOH
H, Pd-C
P
R; NH R; NH
R NO R NH
1 o 2 1 o 2
R5 RS
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8.2 1. Stopnja sinteze: uvedba metilne z&ge na karboksilno kislino

COOH COOCH;4
NH, NH,
SOCl, / MeOH
—_—
R3 R]_ R3 R1
R, R,
| -1V 1-4
Oznaka 1 2 3 4
R, H CHs H H
Ro H H OCH; OH
R3 NO, Cl OCH; H

Splosni sintezni postopek:

Raztopino derivata antranilne kislihe-1V_ (1.0 mmol) v metanolu (5 mL) smo ohladili na
ledeni kopeli. Med meSanjem smo s kapalnikom dokapavali tionil klorid (15 ekvivalentov).
Po eni uri meSanja na ledeni kopeli smo reakcijsko zmes presiawalino kopel in mesali

pri 65°C 48 ur. Topilo smo odparili pod znizanim tlakom, suhemu preostanku dodali
nasteno vodno raztopino natrijevega hidrogenkarbonata (5 mL) in naalkalili 2
raztopino NaOH do pH = 4-10 ter ekstrahirali z EtOAc (3 x 5 mdyuZene organske
faze smo spirali z nagno vodno raztopino NaCl (3 x 10 mL), posusili z brezvodnim
NaSOy, susSilno sredstvo odfiltrirali in topilo odparili pod znizanim tlakomodikt smo

po potrebi distili s kolonsko kromatografijo z uporabo ustrezne mobilne faze.

Metil 2-amino-5-nitrobenzoat (1) (19)

Kolonska kromatografija: EtOAc : heksan=1: 3

Opis: fluorescentno rumeni igsti kristali

m=1512¢g

Izkoristek: 56%

TLC (EtOAc : heksan =1:1):;R 0.48

Talise: 166.0-167.0°C (v literaturi (19): 167.0-169.0°C)
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ESI-MS [M+H]": m/z = 197

HRMS (m/z = 197) za §19N,0O,: izracunan 197.0562 in izmerjen 197.0562

'H-NMR (300 MHz, CDC}):  (ppm)= 3.95 (s, 3H), 6.52 (s, 2H), 6.69 J& 9.2 Hz, 1H),
7.28 (s, 1H), 8.15 (dd,= 2.7 Hz,J= 9.2 Hz, 1H), 8.86 (d] = 2.7 Hz, 1H)

Metil 2-amino-5-kloro-3-metilbenzoat (2 (20)

Kolonska kromatografija: C¥Cl,: MeOH=20:1

Opis: sivo rjavi igleasti kristali

m=2.439¢g

Izkoristek: 61%

TLC (CHClI;: MeOH =20: 1): R=0.83

Taliste: 35.5-37.5°C (v literaturi (20): 33.0—-35.0°C)

ESI-MS [M+H]": m/z = 200

HRMS (m/z = 200) za §&1:1NO,CI: izratunan 200.0478 in izmerjen 200.0472
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):8 (ppm)= 3.80 (s, 3H), 6.59 (s, 1H), 7.25 {d= 2.0 Hz,
1H), 7.57 (dJ = 2.6 Hz, 1H)

Metil 2-amino-4,5-dimetoksibenzoat (3 (21)

Kolonska kromatografija: EtOAc : heksan=1:1

Opis: beli kristali

m=2.118¢g

Izkoristek: 79%

TLC (etilacetat : heksan =1: 1); R0.43

Talisce: 124.0-124.5°C (v literaturi (21): 127.0-129.0°C)

ESI-MS [M+H- CH;OH]™: m/z = 180

HRMS (m/z = 180) za §110NOs: izratunan 180.0661 in izmerjen 180.0647

'H-NMR (300 MHz, DMSO0):5 (ppm)= 3.64 (s, 3H), 3.74 (s, 6H), 6.36 (s, 1H), 6.43 (s,
1H), 7.13 (s, 1H)
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Metil 2-amino-5-hidroksibenzoat (4 (22)

Kolonska kromatografija: EtOAc : heksan=1:1

Opis: sivo rjavi igléasti kristali

m=1.897¢g

Izkoristek: 57%

TLC (etilacetat : heksan =1 : 1); R0.35

Talis¢e: 159.0-161.0°C (v literaturi (22): 160.0-162.0°C)

ESI-MS [M+H]": 168

HRMS (m/z = 168) za §110NOs: izracunan 168.0661 in izmerjen 168.0653

'H-NMR (300 MHz, CDC}): & (ppm)= 3.76 (s, 3H), 6.05 (s, 2H), 6.64 J& 8.8 Hz, 1H),
6.80 (ddJ=2.9 Hz,J=8.8 Hz, 1H), 7.10 (d] = 2.9 Hz, 1H)

8.3 2. Stopnja sinteze: tvorba amidne vezi

8.3.1 Uporaba HOBt / EDC sklopitvenega reagenta

COOCHS; COOH COOCH;
NH,

+

2) EDC NO
NO, ) o) 2

<
< ™
lon

Postopek:

Derivat metilantranilatd/ (151 mg, 1.0 mmol) in derivat benzojske kisliie (185 mg,
1.0 mmol) smo raztopili v brezvodnem El,, ohladili na 0°dn dodali HOBt (162 mg,
1.2 mmol) ter BN (303 mg, 418 pL, 3 mmol ). Po 5 minutah meSanja smo dodali Se EDC
(202 mg, 1.3 mmol). Reakcija je nato eno uro potekala pri 0°C, nato pa 24 sabpri
temperaturi. Zaradi slabega poteka reakcije smo nato Se 24 air prefemperaturi 45°C.

Topilo smo odparili pod znizanim tlakom, suhemu preostanku dodali EtOAc (30imL
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spirali z 1 M vodno raztopino HCI (3 x 10 mL), n&si1o0 vodno raztopino NaHG{3 x
10 mL) in nasieno vodno raztopino NaCl (1 x 10 mL). Organsko fazo smo posusili z
brezvodnim NgSQ,, suSilno sredstvo odfiltrirali in topilo odparili pod znizanim tlakom.

Produkt smo prekristalizirali iz absolutnega EtOH.

8.3.2 Uporaba CDI / DMAP sklopitvenega reagenta

COOCH,4 COOH COOCHg3;
NH,
1) CDI/ THF / refluks NH

+

2) DMAP OH
OH ) (0]

NO,
Vil

<

NO,

[e]

Postopek:

Derivat metilantranilatd/ (151 mg, 1 mmol) in derivat benzojske kislivd (183 mg, 1
mmol) smo raztopili v THF (5 mL), nato smo dodali CDI (324 mg, 2 mydekz 5 minut
pa Se DMAP (24 mg, 0.2 mmol). Reakcijsko zmes smo meSali 48 &5%. Topilo smo
odparili pod znizanim tlakom, suhemu preostanku dodali EtOAc (30 mL) rialispilM
vodno HCI (3 x 10 mL), nag&no vodno raztopino NaHG{3 x 10 mL) in nasieno
vodno raztopino NaCl (1 x 10 mL). Organsko fazo smo posusili z brezvodniBONa
susilno sredstvo odfiltrirali in topilo odparili pod znizanim tlakom. Prodskto

prekristalizirali iz absolutnega EtOH.

8.3.3 Tvorba amidne vezi s tionil kloridom

COOCH; COOH COOCH;
NH, .
1) SOCI, / CH,ClI, / piridin NH

2) toluen R
R4 ) ) 4

Rs

VI-IX 510

|
[N
<
I
I
X
[6))
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Postopek:

Derivat benzojske kislingy. — X (1 mmol) smo raztopili v CyCl, (5 mL), nato smo
dodali piridin (1.24 mmol) in SOgK6.7 mmol). Reakcijsko zmes smo meSali 2 uri pri
45°C. Topilo smo odparili pod znizanim tlakom, nato pa reakcijsko zmealispi
toluenom (3 x 2 mL). Nato smo reakcijsko zmes raztopili v 5 mL t@ludodali derivat
metilantranilatal - 4, V, X, Xl _in meSali 3 ure pri 110°C. Topilo smo odparili pod
znizanim tlakom, suhemu preostanku dodali 10% vodno raztopin€Q4¥a(10 mL),
ekstrahirali v CHCI, (3 x 10 mL), organsko fazo sprali z n&sio vodno raztopino NaCl
(3 x 10 mL), posusili z brezvodnim B&0,, susSilno sredstvo odfiltrirali in topilo odparili
pod znizanim tlakom. Produkt smo prekristalizirali iz ustreznegaatopib potrebi smo

produkt dodatno @stili s kolonsko kromatografijo (23).

Oznaka R1 R2 Rs R4 Rs
5 H H H NO; F
6 H H H OH NG
7 H Cl H OH H
8 H Br OH H
9 H H Cl OH H
10 H NO, OH H
11 H H H OH H
12 H OCHs OCHs NO, H
13 H H Cl NO, H
14 H H OH NG F
15 H H OH NG H
16 CHs H Cl NO, H
17 H Br NO, H
18 H Br NO, F
19 OCH; OCH; OH H
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Metil 2-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)benzoat (5

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH.
Opis: rumeni igkasti kristali
m = 68 mg, izkoristek: 21.5% (1. postopek)
m = 420 mg, izkoristek: 72% (3. postopek)
TLC (EtOAc : heksan =1 : 1):;:R 0.56
Tali&e: 136.0-138.0°C
ESI-MS [M+H]": m/z = 319
HRMS (m/z = 200) za gH12N,OsF: izratunan 319.0730 in izmerjen 319.0724
'H-NMR (300 MHz, CDC}): & (ppm)= 4.00 (s, 3H), 7.16-7.21 (m, 1H), 7.43-7.49 (m,
1H), 7.61-7.67 (m, 1H), 8.12 (dd,= 1.7 Hz, J = 8.0 Hz, 1H), 8.29-8.34 (m, 1H), 8.79
(dd,J=2.4 Hz,J = 7.2 Hz, 1H), 8.86 (d] = 8.4 Hz, 1H), 12.27 (s, 1H)
Elementna analiza:
- lzragunana (%) za gH11N,OsF (M (= 318.07): C, 56.61; H, 3.48; N, 8.80
- lzmerjena (%): C, 56.80; H, 3.24; N, 8.71

Metil 2-(3-hidroksi-4-nitrobenzamido)benzoat (§

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH.
Opis: rumeni kristali
m = 36 mg, izkoristek 11% (2. postopek)
m = 156 mg, izkoristek: 49% (3. postopek)
TLC (EtOAc : heksan =1 : 1):R 0.59
Tali&e: 158.0-161.0°C
ESI-MS [M+H]": m/z = 317
HRMS (m/z = 317) za {gH13N2Oe: izratunan 317.0774 in izmerjen 317.0775
'H-NMR (300 MHz, CDCY): & (ppm)= 3.99 (s, 3H), 7.16-7.21 (m, 1H), 7.60-7.67 (m,
2H), 7.83 (dJ = 1.8 Hz, 1H), 8.11 (dd] = 1.5 Hz,J = 8.1 Hz, 1H), 8.27 (d] = 9.0 Hz),
8.87 (ddJ=0.9 Hz,J= 8.4 Hz, 1H), 12.20 (s, 1H)
Elementna analiza:
- lzratunana (%) za {gH12,N2Os (M, = 316.07): C, 56.96; H, 3.82; N, 8.86
- lzmerjena (%): C, 57.31; H, 3.51; N, 8.89
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Metil 4-kloro-2-(3-hidroksibenzamido)benzoat (3}

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH.

Opis: drobni beli igktasti kristali

m = 129 mg, izkoristek: 42% (3. postopek)

TLC (EtOAc : heksan =1 : 1):;R 0.54

Tali&e: 206.0-208.5°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 304

HRMS (m/z = 304) za gH11NO4CI: izratunan 304.0377 in izmerjen 304.0380
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):5 (ppm)= 3.92 (s, 3H), 7.03-7.07 (m, 1H), 7.30-7.44 (m,
4H), 8.03 (dJ = 8.4 Hz, 1H), 8.74 (d] = 2.1 Hz, 1H), 9.93 (s, 1H), 11.68 (s, 1H)
Elementna analiza:

Izratunana (%) za gH12NO4CI (M, = 305.05): C, 58.93; H, 3.96; N, 4.58
Izmerjena (%): C, 59.10; H, 3.79; N, 4.56

Metil 5-bromo-2-(3-hidroksibenzamido)benzoat (3

Prekristalizacija iz absolutnega EtOEI$¢enje s kolonsko kromatografijo, mobilna faza
EtOAc : heksan=1: 1.

Opis: bez kristali

m = 341 mg, izkoristek: 49% (3. postopek)

TLC (EtOAc : heksan =1 : 1):;R 0.52

Tali&e: 173.0-178.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 348

HRMS (m/z = 348) za gH11NO4Br: izratunan 347.9871 in izmerjen 347.9881

'H-NMR (300 MHz, DMSO):8 (ppm)= 3.91 (s, 3H), 7.02-7.05 (m, 1H), 7.35-7.40 (m,
3H), 7.87 (ddJ = 2.4 Hz,J = 9.0 Hz, 1H), 8.09 (d] = 2.4 Hz, 1H), 8.52 (d] = 9.0 Hz),
9.90 (s, 1H), 11.45 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 21.87 min¢istota: 98.81%
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Metil 5-kloro-2-(3-hidroksibenzamido)benzoat (9

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH.

Opis: svetlo rumeni kristali

m = 199 mg, izkoristek: 33% (3. postopek)

TLC (EtOAc : heksan =1:1):;:R 0.52

Tali&e: 196.0-200.5°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 306

HRMS (m/z = 306 ) za g8H13NO4Cl: izratunan 306.0533 in izmerjen 306.0533
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):5 (ppm)= 3.91 (s, 3H), 7.02-7.04 (m, 1H), 7.35-7.40 (m,
3H), 7.75 (ddJ = 2.7 Hz,J = 9.0 Hz, 1H), 7.96 (d] = 2.7 Hz, 1H), 8.57 (d] = 9.0 Hz,
1H), 9.89 (s, 1H), 11.44 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za sH12NO4CIl (M (= 305.05): C, 58.93; H, 3.96; N, 4.58

Izmerjena (%): C, 58.68; H, 3.71; N, 4.56

Metil 2-(3-hidroksibenzamido)-5-nitrobenzoat (10

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH.

Opis: rumeni kristali

m = 145 mg, izkoristek: 23% (3. postopek)

TLC (EtOAc : heksan =1 : 1):;:R 0.46

Tali&e: 203.0-212.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 315

HRMS (m/z = 315) za gH11N2Oe: izracunan 315.0617 in izmerjen 315.0619

'H-NMR (300 MHz, DMSO):8 (ppm)= 3.98 (s, 3H), 7.06-7.09 (m, 1H), 7.38-7.44 (m,
3H), 8.54 (ddJ = 2.7 Hz,J = 9.3 Hz, 1H), 8.75 (d] = 2.7 Hz, 1H), 8.86 (d] = 9.3 Hz,
1H), 9.98 (s, 1H), 11.88 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 19.14 min¢istota: 95.35%
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Metil 2-(3-hidroksibenzamido)benzoat (1}

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH.
Opis: beli iglcasti kristali
m = 150 mg, izkoristek: 28% (3. postopek)
TLC (EtOAc : heksan =1: 1):;R 0.46
Tali&e: 199.0-206.0°C
ESI-MS [M+H]": m/z = 272
HRMS (m/z = 272) za {gH14NO4: izratunan 272.0923 in izmerjen 272.0914
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):5 (ppm)= 3.90 (s, 3H), 7.02-7.04 (m, 1H), 7.21-7.26 (m,
1H), 7.36-7.40 (m, 3H), 7.65-7.71 (m, 1H), 8.02 @d,1.5 Hz,J = 8.1 Hz, 1H), 8.60 (d,
J=28.4 Hz, 1H), 9.88 (s, 1H), 11.58 (s, 1H)
Elementna analiza:
- lzratunana (%) za (gH13NO, (M, = 271.08): C, 66.41; H, 4.83; N, 5.16
- lzmerjena (%): C, 66.19; H, 4.57; N, 5.08

Metil 4,5-dimetoksi-2-(3-nitrobenzamido)benzoat (1P

Prekristalizacija iz EtOAc.
Opis: fluorescentno rumeni igasti kristali
m = 583 mg, izkoristek: 59% (3. postopek)
TLC (EtOACc : heksan = 3 : 5):;R 0.26
Tali&e: 189.5-192.0°C
ESI-MS [M+H]": m/z = 361
HRMS (m/z = 361) za GH;17N2O;: izratunan 361.1036 in izmerjen 361.1021
'H-NMR (300 MHz, DMSO0)3 (ppm)= 3.82 (s, 3H), 3.88 (s, 6H), 7.48 (s, 1H), 7.92 %,
4.8 Hz, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.37 (& 7.8 Hz, 1H), 8.48 (dd] = 2.1 Hz,J = 8.3 Hz, 1H),
8.73 (s, 1H)
Elementna analiza:
- lzraGunana (%) za GH1gN2O; (M= 360.10): C, 56.67; H, 4.48; N, 7.77
- lzmerjena (%): C, 56.86; H, 4.33; N, 7.78
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Metil 5-kloro-2-(3-nitrobenzamido)benzoat (13

Prekristalizacija iz EtOAc.
Opis: beli iglcasti kristali
m = 787 mg, izkoristek: 59% (3. postopek)
TLC (EtOAc : heksan =1 : 1):;R 0.55
Tali&e: 187.0-188.5°C
ESI-MS [M+H]": m/z = 335
HRMS (m/z = 335) za gH1oN20sCl: izracunan 335.0435 in izmerjen 335.0428
'H-NMR (300 MHz, DMS0)3 (ppm)= 3.90 (s, 3H), 7.39 (dd= 2.1 Hz,J = 8.4 Hz, 1H),
7.93 (t,J = 5.0 Hz, 1H), 8.02 (d] = 8.4 Hz, 1H), 8.36-8.38 (m, 1H), 8.49-8.52 (m, 2H),
8.74 (t,J= 1.8 Hz, 1H), 11.64 (s, 1H)
Elementna analiza:
- lzratunana (%) za {gH11N,OsCl (M, = 334.04): C, 53.83; H, 3.31; N, 8.37
- lzmerjena (%): C, 53.10; H, 2.94; N, 8.18

Metil 2-(3-fluoro-4-nitrobenzamido)-5-hidroksibenzoat (14

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH, dodat&iS¢enje s kolonsko kromatografijo,
mobilna faza EtOAc : heksan =1 : 1.
Opis: rjavi iglicasti kristali
m = 222 mg, izkoristek: 22% (3. postopek)
TLC (EtOAc: heksan =1 : 1):R 0.37
Tali&e: 209.0-211.0°C
ESI-MS [M-H]: m/z = 333
HRMS (m/z = 333) za {gH10N2O6F: izrafunan 333.0523 in izmerjen 333.0512
'H-NMR (300 MHz, DMSO)3 (ppm)= 3.82 (s, 3H), 7.07 (dd= 2.9 Hz,J = 8.9 Hz, 1H),
7.33 (d,J =2.9 Hz, 1H), 7.81 (dd] = 8.8 Hz,J = 11.1 Hz, 1H), 7.92 (d]l = 8.9 Hz, 1H),
8.30-8.35 (m, 1H), 8.67 (dd,= 2.3 Hz,J = 7.2 Hz, 1H), 9.80 (s, 1H), 10.98 (s, 1H)
Elementna analiza:

- lzratunana (%) za gH11N.OgF (M, = 334.06): C, 53.90; H, 3.32; N, 8.38

- lzmerjena (%): C, 53.98; H, 3.01; N, 8.38
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Metil 5-hidroksi-2-(3-nitrobenzamido)benzoat (15

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH.

Opis: rumeni igkasti kristali

m = 281 mg, izkoristek: 30% (3. postopek)

TLC (EtOAc : heksan =1 : 1):;R 0.35

Tali&e: 210.5-212.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 315

HRMS (m/z = 315) za gH11N2Oe: izratunan 315.0617 in izmerjen 315.0618

'H-NMR (300 MHz, DMSO)3 (ppm)= 3.83 (s, 3H), 7.08 (dd= 2.9 Hz,J = 8.9 Hz, 1H),
7.35 (d,J = 2.9 Hz, 1H), 7.88 () = 8.0 Hz, 1H), 7.99 (d] = 8.9 Hz, 1H), 8.35 (d] = 8.0
Hz, 1H), 8.46 (ddJ = 1.5 Hz,J = 8.2 Hz, 1H), 8.72 ({§ = 1.8 Hz, 1H), 9.80 (s, 1H), 11.08
(s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za gH12N2Os (M, = 316.07): C, 56.96; H, 3.82; N, 8.86

Izmerjena (%): C, 56.92; H, 3.61; N, 8.80

Metil 5-kloro-3-metil-2-(3-nitrobenzamido)benzoat (16

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH.

Opis: beli iglcasti kristali

m = 487 mg, izkoristek: 47% (3. postopek)

TLC (EtOAc : heksan =1: 1):;R 0.79

Tali&e: 153.0-155.0°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 349

HRMS (m/z = 349) za {gH14N20sCl: izratunan 349.0591 in izmerjen 349.0599
'H-NMR (300 MHz, DMSO0)3 (ppm)= 3.30 (s, 3H), 3.72 (s, 3H), 7.69 (s, 2H), 7.86 %,
8.0 Hz, 1H), 8.39 (d] = 8.0 Hz, 1H), 8.44-8.48 (m, 1H), 8.77J& 1.9 Hz, 1H), 10.41 (s,
1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za H13N2OsCl (M= 348.05): C, 55.10; H, 3.76; N, 8.03

Izmerjena (%): C, 55.32; H, 3.58; N, 8.03
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Metil 5-bromo-2-(3-nitrobenzamido)benzoat (17

Prekristalizacija z uporabo kombinacije absolutnega EtOH in MeOH v razmerjl. 10 :
Opis: beli iglcasti kristali

m = 1303 mg, izkoristek: 69% (3. postopek)

TLC (EtOAc : heksan=1:1);R 0.72

Tali&e: 181.0-182.0°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 379

HRMS (m/z = 379) za gH1:N,OsBr: izracunan 378.9930 in izmerjen 378.9942
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):6 (ppm)= 3.88 (s, 3H), 7.87-7.94 (m, 2H), 8.06J¢; 2.4
Hz, 1H), 8.25 (dJ = 8.9 Hz, 1H), 8.36 (d] = 8.1 Hz, 1H), 8.49 (dd] = 1.4 Hz,J = 8.2
Hz, 1H), 8.73 (tJ = 1.9 Hz, 1H), 11.42 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za gH12N2OsBr (M, = 377.99): C, 47.52; H, 2.92; N, 7.39

Izmerjena (%): C, 47.82; H, 2.72; N, 7.39

Metil 5-bromo-2-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)benzoat (18

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH.

Opis: beli iglcasti kristali

m = 1380 mg, izkoristek: 70% (3. postopek)

TLC (EtOAc : heksan =1:1):;R 0.74

Tali&e: 187.5-188.5°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 395

HRMS (m/z = 395) za GHoN,OsFBr: izratunan 394.9679 in izmerjen 394.9688
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):$ (ppm)= 3.87 (s, 3H), 7.81-7.91 (m, 2H), 8.06 ¢ 2.4
Hz, 1H), 8.18 (dJ = 8.9 Hz, 1H), 8.32-8.37 (m, 1H), 8.69 (db= 2.2 Hz,J = 7.2 Hz,
1H), 11.32 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za gH10N2OsFBr (M, = 395.98): C, 45.36; H, 2.54; N, 7.05

Izmerjena (%): C, 45.37; H, 2.35; N, 7.00
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Metil 2-(3-hidroksibenzamido)-4,5-dimetoksibenzoat_ (1P

Prekristalizacija iz absolutnega EtOH.

Opis: temno rjavi igliasti kristali

m = 148 mg, izkoristek: 15% (3. postopek)

TLC (EtOAc : heksan =1 : 1):;R 0.60

Tali&e: 231.0-235.0°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 332

HRMS (m/z = 332) za GH1sNOg: izracunan 332.1134 in izmerjen 332.1143

'H-NMR (300 MHz, DMS0):5 (ppm)= 3.79 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 3.90 (s, 3H), 7.00-7.04
(m, 1H), 7.38-7.47 (m, 4H), 8.45 (s, 1H), 9.89 (s, 1H), 11.77 (s, 1H)

HPLC: retencijskias: 17.33 min¢istota: 95.45%

8.4 3. Stopnja sinteze: pripajanje alkilne verige
8.4.1 Pripajanje alkilne verige na OH skupino
Postopek:

V inertni atmosferi smo raztopini derivata metil 2-(3-hidroksibendajbenzoat® in 8 (1
mmol) v DMF (5 mL) dodali KCOs (5 mmol) in alkil bromid (1.4 mmol). Reakcijsko
zmes smo mesSali ob segrevanju (50°C) 24 ur, nato prelili v EtOAen(D)0in spirali z
vodo (3 x 10 mL) in nageno vodno raztopino NaCl (3 x 10 mL). Organsko fazo smo
posusili z brezvodnim N&O,, susilno sredstvo odfiltrirali in topilo odparili pod znizanim

tlakom. Produkt smodistili s kolonsko kromatografijo (24).

R1\©:COOCH3 R, COOCHs;
Br(CH,),CHs / K,CO \©:
NH (CH2)nCH3 / Ky 3 NH

OH DMF O(CH,),CHs

0] 0]

R2 RZ
6in8 20-22
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Oznaka R1 R, N
20 H NO, 3
21 Br H 3
22 Br H 1

Metil 2-(3-butoksi-4-nitrobenzamido)benzoat (20

Cis¢enje s kolonsko kromatografijo, mobilna faza: {CH.

Opis: svetlo rumeni kristali

m = 246 mg, izkoristek: 66%

TLC (CHCly): R = 0.74

Tali&e: 82.0-84.0°C

ESI-MS [M+Na]: m/z = 395

HRMS (m/z = 395) za {gH0N2O¢Na: izraunan 395.1219 in izmerjen 395.1202
'H-NMR (300 MHz, DMSO):5 (ppm)= 0.95 (tJ = 7.5 Hz, 3H), 1.39-1.52 (m, 2H),
1.71-1.80 (m, 2H), 3.88 (s, 3H), 4.28Jt 6.3 Hz, 2H), 7.28-7.33 (m, 1H), 7.62 (dds
1.5Hz,J=8.4 Hz, 1H), 7.68-7.74 (m, 1H), 7.83 (& 1.5 Hz, 1H), 8.01 (ddl = 1.5 Hz,
J=7.8 Hz, 1H), 8.07 (d] = 8.4 Hz, 1H), 8.38 (d] = 7.5 Hz, 1H), 11.46 (s, 1H)
Elementna analiza:

Izratunana (%) za {gH20N2Os (M, = 372.13): C, 61.28; H, 5.41; N, 7.52

Izmerjena (%): C, 61.90; H, 5.57; N, 7.36

Metil 5-bromo 2-(3-butoksibenzamido)benzoat (2)L

Ciseenje s kolonsko kromatografijo, mobilna faza: EtOAc : heksan =1 : 3.

Opis: rumeno beli igéasti kristali

m = 383 mg, izkoristek: 65%

TLC (EtOAc : heksan =1 : 3):;R 0.50

Tali&e: 94.5-99.0°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 406

HRMS (m/z = 406) za gH21NO4Br: izracunan 406.0654 in izmerjen 406.0643

'H-NMR (300 MHz, DMSO):5 (ppm)= 1.33 (tJ = 2.7 Hz, 3H), 1.45-1.50 (m, 2H),
1.72-1.76 (m, 2H), 3.89 (s, 3H), 4.06Jt5 6.3 Hz, 2H), 7.21-7.23 (m, 1H), 7.46 (s, 1H),
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7.50 (d,J = 4.8 Hz, 2H), 7.87 (dd] = 2.4 Hz,J = 9.0 Hz, 1H), 8.46 (d] = 9.0 Hz, 1H),
11.42 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za gH20NO4Br (M, = 405.06): C, 56.17; H, 4.96; N, 3.45

Izmerjena (%): C, 56.77; H, 4.69; N, 3.43

Metil 5-bromo 2-(3-etoksibenzamido)benzoat (22

Ciseenje s kolonsko kromatografijo, mobilna faza: EtOAc : heksan =1 : 3.

Opis: beli iglcasti kristali

m = 83 mg, izkoristek: 23%

TLC (EtOAc : heksan =1 : 3):;R 0.42

Tali&e: 122.0-123.5°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 378

HRMS(m/z = 378) za GH17;NO4Br: izracunan 378.0341 in izmerjen 378.0331
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):5 (ppm)= 1.37 (tJ = 6.9 Hz, 3H), 3.89 (s, 3H), 4.12 @~
6.9 Hz, 2H), 7.19-7.23 (m, 1H), 7.46 (s, 1H), 7.51Xd, 5.1 Hz, 2H), 7.87 (dd] = 2.4
Hz,J = 8.7 Hz, 1H), 8.08 (d] = 2.4 Hz, 1H), 8.47 (d] = 9.0 Hz, 1H), 11.42 (s, 1H)
Elementna analiza:

Izratunana (%) za GH1eNO4Br (M, = 377.03): C, 53.99; H, 4.26; N, 3.70

Izmerjena (%): C, 53.91; H, 3.87; N, 3.68

HO COOCH; H3CH,CH,CH,CO COOCH;,
\©:NH BrCHchchchg / chO3 \@

NH
DMF

NO
o 2 o N02

15 23

Metil 5-butoksi-2-(3-nitrobenzamido)benzoat (23

Ciseenje s kolonsko kromatografijo, mobilna faza: CH,
Opis: rumeno igliasti kristali
m = 26 mg, izkoristek: 13%
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TLC (CH.Cly): Rs = 0.50

Tali&e: 113.0-116.0°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 373

HRMS (m/z = 373) za {gH21N2Oe: izratunan 373.1400 in izmerjen 373.1386

'H-NMR (400 MHz, DMSO)3 (ppm) = 0.94 (tJ = 7.3 Hz, 3H), 1.40-1.50 (m, 2H), 1.68—
1.75(m, 2H), 3.84 (s, 3H), 4.02 (&= 6.4 Hz, 2H), 7.28 (dd] = 3.1 Hz,J = 9.0 Hz, 1H),
7.42 (d,J = 3.0 Hz, 1H), 7.89 () = 8.1 Hz, 1H), 8.09 (dd] = 10.1 Hz,J = 18.9 Hz, 1H),
8.35-8.37 (m, 1H), 8.45-8.48 (m, 1H), 8.73)(, 1.9 Hz, 1H), 11.16 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 20.57 min¢istota: 100.00%

8.4.2 Pripajanje alkilne veriga na NH, skupino
Postopek:

V bucko smo odmerili 2-propranolol (5 mL), dodali Pd-C (30 mg) in amonijev fo(Bib
mg, 246 pL, 5 mmol), ki smo ga predhodno raztopili v vodi (2 mL). dlrhstemperaturi
smo mesali 1 minuto, da se je Pd-C aktiviral, nato pa smo dadali 44 (270 mg, 1
mmol) in aldehid (58 mg, 72 pL, 1 mmol) ter meSali pri sobni tenera uri.
Reakcijsko zmes smo filtrirali preko Celita, organsko topilo odpgawidl znizanim tlakom,
produktu dodali 10 mL CCl, ter stresali s na®no vodno raztopino NaCl (3 x 10 mL).
Organsko fazo smo posusili z brezvodnim,8{&,, susilno sredstvo odfiltrirali in topilo
odparili pod znizanim tlakom. Produkt smeigtili s kolonsko kromatografijo, mobilna
faza: CHCI, : MeOH =100 : 1.

COOCH; COOCH;
O: CH3CH,CHO/ Pd-C ©:
NH > NH

. —
NH, NHaHCOO
o) o)

NHCH,CH,CH,

44 24
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Metil 2-(3-(propilamino)benzamido)benzoat (24

Opis: beli kristali

m = 26 mg, izkoristek: 14%

TLC (CHxCI, : MeOH =100 : 1): R=0.62

Tali&e: 80.0-83.0°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 313

HRMS (m/z = 313) za {gH21N2Og3: izratunan 313.1552 in izmerjen 313.1544

'H-NMR (300 MHz, DMSO0):8 (ppm)= 0.96 (tJ = 7.3 Hz, 3H), 1.54-1.66 (m, 2H),
3.00-3.07 (m, 2H), 3.90 (s, 3H), 5.99Jt 5.5 Hz, 1H), 6.80 (dd] = 1.7 Hz,J = 8.1 Hz,
1H), 7.07-7.29 (m, 4H), 7.65-7.71 (m, 1H), 8.02 (dd 1.5 Hz,J = 8.0 Hz, 1H), 8.64
(dd,J=0.9 HzJ=8.4 Hz, 1H), 11.57 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za {gH2oN2O3 (M, = 312.15): C, 69.21; H, 6.45; N, 8.97

Izmerjena (%): C, 69.01; H, 6.60; N, 8.94

8.5 4. Stopnja sinteze: alkalna hidroliza
Postopek:

Raztopini derivata metil 2-benzamidobenzdatd3 (1 mmol) v ustreznem topilu (THF ali
dioksan, 5 mL) smo dodali 1 M vodno raztopino NaOH ali KOH (5 mL) tesatneri
sobni temperaturi, dokler ni zreagiral ves ester, kar smo sphesniljaC. Organsko topilo
smo odparili pod znizanim tlakom, dodali vodo (5 mL) ter ekstrahirali papek z
EtOAc ali EtO (3 x 10 mL). Vodno fazo smo nakisali z 1 M raztopino HCl do pH = 1-2
in ponovno ekstrahirali z organskim topilom (3 x 10 mL). Organsko fazo sragesusili

z brezvodnim Ng50O,, susilno sredstvo odfiltrirali in topilo odparili pod znizanim tlakom.
Produkt smo dodatnaistili s kolonsko kromatografijo ali prekristalizacijo.
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R, COOCH, R, COOH
1M NaOH ali 1M KOH

R, NH R, NH
Rs 5 R4 Rs 5 R4
Rs Rs
Oznaka R1 R» R3 R4 Rs
25 H H H OCH,CH,CH,CHj NO,
26 Br H H OH H
27 Cl H OH H
28 NO, H H OH H
29 OCH; OCH; H NO, H
30 Cl H H NO, H
31 H H H OH H
32 OH H H NG H
33 Cl H CHs NO, H
34 Br H H NO, F
35 Br H H OCHCH,CH,CHz H
36 Br H H OCH,CHj H
37 OCHs OCH; H OH H

2-(3-butoksi-4-nitrobenzamido)benzojska kislina (2p

Opis: beli kristali

m = 71 mgq, izkoristek: 74%

TLC (CHsCN : MeOH: HO =3:1:0.1): R=0.92

Talise: 174.0-176.5°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 357

HRMS (m/z = 357) za {gH17/N2Oe: izratunan 357.1087 in izmerjen 357.1084
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'H-NMR (300 MHz, DMSO0):8 (ppm)= 1.44 (tJ = 7.2 Hz, 3H), 1.72-1.75 (m, 2H),
1.77-1.80 (m, 2H), 4.28 (8,= 6.3 Hz, 2H), 7.26 (] = 7.8 Hz, 1H), 7.62 (ddl = 1.2 Hz,J

= 8.4 Hz, 1H), 7.67-7.72 (m, 1H), 7.82 (s, 1H), 8.07J(¢,8.4 Hz, 1H), 8.62 (d] = 8.4
Hz, 1H, 12.14 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 19.50 min¢istota: 100.00%

5-bromo-2-(3-hidroksibenzamido)benzojska kislina (2b

Opis: bez igkasti kristali

m = 67 mg, izkoristek: 70%

TLC (CHsCN: MeOH: HO =3:1:0.1): R=0.85

Tali&e: 277.0-281.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 334

HRMS (m/z = 334) za (GHoNO,Br: izracunan 333.9715 in izmerjen 333.9711

'H-NMR (300 MHz, DMSOQ)3 (ppm)= 7.00-7.04 (m, 1H), 7.33-7.41 (m, 3H), 7.84 (Hd,
=2.7Hz,J=9.0 Hz, 1H), 8.12 (dl = 2.7 Hz, 1H), 8.65 (d] = 9.0 Hz, 1H), 9.93 (s, 1H),
12.03 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 19.54 min¢istota: 100.00%

5-kloro-2-(3-hidroksibenzamido)benzojska kislina (2)

Opis: beli iglcasti kristali

m = 80 mg, izkoristek: 84%

TLC (CHCI; : MeOH : AcOH=9:1:0.1): & 0.38

Tali&e: 277.5-280.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 290

HRMS (m/z = 290) za GHoNO,CI : izratunan 290.0220 in izmerjen 290.0223

'H-NMR (300 MHz, DMS0)3 (ppm)= 7.01-7.04 (m, 1H), 7.35-7.38 (m, 3H), 7.72 (dd,
= 2.7 Hz,J=9.0 Hz, 1H), 7.99 (d] = 2.7 Hz, 1H), 8.72 (dl = 9 Hz, 1H), 12.05 (s, 1H)
HPLC: retencijskias: 18.89 min¢istota: 100.00%
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2-(3-hidroksibenzamido)-5-nitrobenzojska kislina (28

Ciseenje s kolonsko kromatografijo, mobilna faza: CH : MeOH : AcOH =9:1:0.1.
Opis: svetlo rumeni kristali

m = 77 mg, izkoristek: 55%

TLC (CHCI,: MeOH : AcOH=9:1:0.1): R 0.27

Talis¢e: 267.0-268.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 301

HRMS (m/z = 301) za GHoN,Og: izracunan 301.0461 in izmerjen 301.0469

'H-NMR (300 MHz, DMSO)3$ (ppm)= 7.04-7.10 (m, 1H), 7.39-7.42 (m, 3H), 8.49 (Hd,
= 3.0 Hz,J=9.3 Hz, 1H), 8.80 (d] = 2.7 Hz, 1H), 8.94 (d] = 9.3 Hz, 1H), 9.95 (s, 1H),
12.80 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 17.00min¢istota: 99.18%

4,5-dimetoksi-2-(3-nitrobenzamido)benzojska kislina_(29

Prekristalizacija iz meSanice GEIN/MeOH (5:1)..

Opis: belo rumeni kristali

m = 183 mg, izkoristek: 30%

TLC (CHCI;: MeOH : AcOH=5:1:0.1): R 0.27

Tali&e: 277.5-280.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 345

HRMS (m/z = 345) za (gH13N20O7: izratunan 345.0723 in izmerjen 345.0718
'H-NMR (300 MHz, DMSO0)3 (ppm)= 3.80 (s, 3H), 3.88 (s, 3H), 7.51 (s, 1H), 7.91 %,
8.0 Hz, 1H), 8.36-8.38 (m, 1H), 8.42 (s, 1H), 8.46-8.50 (m, 1H), 8.34=(1,.9 Hz, 1H),
12.51 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izracunana (%) za gH14N207 (M, = 346.082): C, 53.44; H, 4.02; N, 7.79

Izmerjena (%): C, 53.60; H, 3.58; N, 7.76
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5-kloro-2-(3-nitrobenzamido)benzojska kislina (30

Prekristalizacija iz CBCN (150 mL).

Opis: beli prizmasti kristali

m = 302 mg, izkoristek: 41%

TLC (CH.CI; : MeOH : AcOH=5:1:0.1): & 0.67

Talis¢e: 257.0-259.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 319

HRMS (m/z = 319) za GHsN,OsCl: izratunan 319.0122 in izmerjen 319.0123
'H-NMR (300 MHz, DMSO0): (ppm)= 7.34 (ddJ = 2.2 Hz,J = 8.6 Hz, 1H), 7.92 (t) =
8.0 Hz, 1H), 8.07 (d) = 8.6 Hz, 1H), 8.38 (d] = 7.9 Hz, 1H), 8.51 (ddJ=1.8 Hz,J= 8.0
Hz, 1H), 8.73-8.75 (m, 2H), 12.46 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za GHoN,OsCI (M, = 320.02): C, 52.43; H, 2.83; N, 8.74

Izmerjena (%): C, 52.26; H, 2.61; N, 8.73

2-(3-hidroksibenzamido)benzojska kislina (31(25)

Opis: beli iglcasti kristali

m = 41 mg, izkoristek: 46%

TLC (CHCI,: MeOH : AcOH=5:1:0.1): R 0.47

Tali&e: 215.0-223.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 256

HRMS (m/z = 256) za GH10NOy: izracunan 256.0610 in izmerjen 256.0615

'H-NMR (300 MHz, DMS0):5 (ppm)= 7.00-7.04 (m, 1H), 7.17-7.23 (m, 1H), 7.35-7.38
(m, 3H), 7.63-7.69 (m, 1H), 8.06 (dd= 1.6 Hz,J = 8.0 Hz, 1H), 8.71 (d) = 8.4 Hz,
1H), 9.86 (s, 1H), 12.11 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 14.34 min¢istota: 100.00%

5-hidroksi-2-(3-nitrobenzamido)benzojska kislina (32

Opis: rumeni kristali
m = 143 mg, izkoristek: 86%
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TLC (CHCI,: MeOH : AcOH=5:1:0.1): R 0.19

Tali&e: 248.0-251.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 301

HRMS (m/z = 301) za GHoN,Og: izracunan 301.0461 in izmerjen 301.0460

'H-NMR (300 MHz, DMSO):5 (ppm)= 7.08 (ddJ = 3.0 Hz,J = 8.9 Hz, 1H), 7.43 (d] =
2.9 Hz, 1H), 7.88 (tJ = 8.0 Hz, 1H), 8.32-8.37 (m, 2H), 8.44-8.48 (m, 1H), 8.73 &,
1.6 Hz, 1H), 9.71 (s, 1H), 11.86 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za GH10N20s (M, = 302.05): C, 55.63; H, 3.33; N, 9.27

Izmerjena (%): C, 55.42; H, 3.07; N, 9.15

5-kloro-3-metil-2-(3-nitrobenzamido)benzojska kislina (33

Ciseenje s kolonsko kromatografijo, mobilna faza: CH : MeOH : AcOH =9 :1:0.1,
prekristalizacija iz ChCls.

Opis: beli iglcasti kristali

m = 90 mg, izkoristek: 33%

TLC (CHCl;: MeOH : AcOH=9:1:0.1): R 0.34

Tali&e: 203.0-205.5°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 333

HRMS (m/z = 333) za gH10N20sCl: izracunan 333.0278 in izmerjen 333.0281
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):8 (ppm)= 2.27 (s, 3H), 7.66 (dd,= 2.4 Hz,J = 12.5 Hz,
2H), 7.86 (t,J = 8.0 Hz, 1H), 8.39 (d) = 7.8 Hz, 1H), 8.45 (dd] = 1.5 Hz,J = 8.3 Hz,
1H), 8.79 (s, 1H), 10.44 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za gH10N2OsCl (M= 334.04): C, 53.83; H, 3.31; N, 8.37

Izmerjena (%): C, 53.74; H, 3.00; N, 8.26

5-bromo-2-(4-fluoro-3-nitrobenzamido)benzojska kislina (3%
Prekristalizacija iz EtOAc.

Opis: rumeni kristali
m = 57 mg, izkoristek: 35%
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TLC (CHCI,: MeOH : AcOH=9:1:0.1): R 0.13

Tali&e: 286.0-288.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 381

'H-NMR (300 MHz, DMSO): (ppm)= 7.44 (ddJ = 8.9 Hz,J = 84.2 Hz, 1H), 7.82-7.87
(m, 1H), 8.06-8.22 (m, 1H), 8.10 (d,= 2.5 Hz, 1H), 8.45 (dd] = 2.3 Hz,J = 9.3 Hz,
1H), 8.54 (dd,) = 6.5 Hz,J = 8.9 Hz, 1H), 12.04 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za GHgN,OsBrF (M, = 381.96): C, 43.89; H, 2.10; N, 7.31

Izmerjena (%): C, 43.29; H, 2.30; N, 7.13

HPLC: retencijskias: 22.72 min¢istota: 100.00%

5-bromo-2-(3-butoksibenzamido)benzojska kislina_(36

Opis: beli kristali

m = 161 mg, izkoristek: 94%

TLC (CHCl;: MeOH : AcOH=9:1:0.1): R 0.65

Tali&e: 206.0-209.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 390

HRMS (m/z = 390) za {gH17/NO4Br: izracunan 390.0341 in izmerjen 390.0342

'H-NMR (300 MHz, DMSO0):8 (ppm)= 0.95 (tJ = 7.5 Hz, 3H), 1.42-1.50 (m, 2H),
1.69-1.78 (m, 2H), 4.05 (8, = 6.3 Hz, 2H), 7.18-7.24 (m, 1H), 7.45-7.52 (m, 3H), 7.83
(dd,J =2.4 Hz,J = 9.0 Hz, 1H), 8.12 (d] = 2.4 Hz, 1H), 8.65 (d] = 9.0 Hz, 1H), 12.18
(s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za (gH1gNO4Br (M, = 391.04): C, 55.12; H, 4.63; N, 3.57

Izmerjena (%): C, 55.27; H, 4.43; N, 3.50

5-bromo-2-(3-etoksibenzamido)benzojska kislina (36
Opis: beli kristali
m = 50 mg, izkoristek: 82%

TLC (CHCl;: MeOH : AcOH=9:1:0.1): £ 0.60
Tali&ke: 226.5-229.0°C

54



ESI-MS [M+H]": m/z = 364

HRMS (m/z = 364) za {gH1sNO4Br: izracunan 364.0184 in izmerjen 364.0185
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):5 (ppm)= 1.37 (tJ = 6.9Hz, 3H), 4.12 (q) = 6.9 Hz, 2H),
7.18-7.22 (m, 1H), 7.45-7.50 (m, 3H), 7.85 (dd&; 2.4 Hz, J = 9.0Hz, 1H), 8.12 (d=
2.4 Hz, 1H), 8.65 (d) = 9.0 Hz, 1H), 12.06 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 21.20 min¢istota: 99.05%

2-(3-hidroksibenzamido)-4,5-dimetoksibenzojska kislina (37

Ciseenje s kolonsko kromatografijo, mobilna faza: CH: MeOH : AcOH=9:1:0.1.
Opis: beli kristali

m = 31 mg, izkoristek: 42%

TLC (CHCl;: MeOH : AcOH=5:1:0.1): R 0.30

Tali&e: 266.0-272.0°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 318

HRMS (m/z = 318) za {gH16NOg: izracunan 318.0978 in izmerjen 318.0969

'H-NMR (300 MHz, DMSO):8 (ppm)= 3.79 (s, 3H), 3.87 (s, 3H), 7.99-7.03 (m, 1H),
7.34-7.38 (m, 3H), 7.50 (s, 1H), 8.51(s, 1H), 9.87 (s, 1H), 12.24 (s, 1H), 13.52 (s, 1H)
HPLC: retencijsktas: 14.06 min¢istota: 95.54%

8.6 5. Stopnja sinteze: redukcija nitro skupine

8.6.1 Katalitsko hidrogeniranje

Postopek:

Raztopino derivata metil 2-(3-nitrobenzamido)benzdia34 (1 mmol) v MeOH smo
dobro prepihali z argonom in dodali Pd/C (10% mase izhodne spojine) tempodolro
prepihali z argonom. Po 30-60 minutah uvajanja vodika v reakcijsko zmesesitoo |

filtrirali preko Celita. Topilo smo odparili pod znizanim tlakom. Pdrebi smo produkt

dodatno ¢istili s kolonsko kromatografijo.
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R1:©:COOR R1:©:COOR
R NH Hp , Pd/C » R NH

. NO, MeOH S NH,
Rs R3
25-34 38-44
Oznaka R R R2 Rs
38 CHs H H F
39 H H H Obu
40 H H H H
41 H OCH; OCHs H
42 H OH H H
43 CHs; H H
44 CHs H H F
45 H H F

Metil 2-(3-amino-4-fluorobenzamido)benzoat (38

Opis: sivi iglicasti kristali

m = 91 mg, izkoristek: 63%

TLC (EtOAc : heksan =1 : 1):;R 0.60

Tali&e: 181.0-182.0°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 289

HRMS (m/z = 289) za gH14N,O3F: izrafunan 289.0988 in izmerjen 289.0986

'H-NMR (300 MHz, DMS0):8 (ppm)= 3.90 (s, 3H), 5.50 (s, 2H), 7.08-7.17 (m, 1H),
7.20-7.25 (m, 2H), 7.42 (dd,= 2.3 Hz,J = 19.7 Hz, 2H), 7.65- 7.70 (m, 1H), 8.02 (dd,
=1.5Hz,J=8.1Hz, 1H), 8.58 (d] = 7.8 Hz, 1H), 11.49 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 17.30 min¢istota: 97.03%
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2-(3-amino-4-butoksibenzamido)benzojska kislina_(39

Opis: rjavi kristali

m = 40 mg, izkoristek: 97%

TLC (CH.Cl;: MeOH : AcOH=9:1:0.1): R 0.60

Tali&e: 189.0-191.0°C

ESI-MS [M+Na]: m/z = 351

HRMS (m/z = 351) za {gH,0N2O4Na: izra&unan 351.1321 in izmerjen 351.1320
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):§ (ppm)= 0.96 (t,J= 7.5Hz, 3H), 1.49-1.52 (m, 2H),
1.74-1.77 (m, 2H), 4.03 (1) = 6.3 Hz, 2H), 5.26 (s, 2H), 6.68 (d,= 8.7 Hz, 1H),
6.87-6.93 (m, 1H), 7.22-7.28(m, 1H), 7.47 Jd&; 6.6 Hz, 2H), 8.00 (dd] = 1.8 Hz,J =
10.4 Hz, 1H), 8.63 (ddl = 1.8 Hz,J= 8.1 Hz, 1H), 15.17 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 20.28 min¢istota: 89.31%

2-(3-aminobenzamido)benzojska kislina_(40(26)

Opis: bez igkasti kristali

m = 86 mg, izkoristek: 54%

TLC (CHsCN: MeOH: HO =3:1:0.1): R=0.67

Tali&e: 224.5-227.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 255

HRMS (m/z = 255) za(GH11N,Os3 : izratunan 255.0770 in izmerjen 255.0774
'H-NMR (300 MHz, DMSO0): (ppm)= 6.79 (ddJ = 1.5 Hz,J = 7.6 Hz, 1H), 7.05 (d] =
7.6 Hz, 1H), 7.16-7.22 (m, 3H), 7.61-7.67 (m, 1H), 8.05 Jdd 1.5 Hz,J = 7.9 Hz, 1H),
8.72 (d,J = 8.3 Hz, 1H), 12.07 (s, 1H)

HPLC: retencijskEas: 9.11 ming¢istota: 95.69%

2-(3-aminobenzamido)-4,5-dimetoksibenzojska kislina (41
Opis: rjavi kristali
m = 22 mg, izkoristek: 199%&iE¢enje s kolonsko kromatografijo, MF: GEl, : MeOH :

H,0=9:1:0.1)
TLC (CH,Cl,: MeOH : HO = 9: 1: 0.1): R= 0.40
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Tali&e: 225.0-227.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 315

HRMS (m/z = 315) za {gH15N20s: izratunan 315.0981 in izmerjen 315.0984
'H-NMR (300 MHz, DMS0): (ppm)= 3.76 (s, 3H), 3.83(s, 3H), 6.75 Jd; 8.6 Hz, 1H),
7.10-7.19 (m, 3H), 7.54 (s, 1H), 8.50 (s, 1H)

HPLC: retencijskEas: 8.73 mingistota: 72.83%

2-(3-aminobenzamido)-5-hidroksibenzojska kislina_(4P

Opis: siv prah

m = 52 mg, izkoristek: 72%

TLC (CHCl;: MeOH: HO=9:1:0.1): R=0.34

Tali&e: 175.0-178.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 271

HRMS (m/z = 271) za (GH11N2O4: izratunan 271.0719 in izmerjen 271.0720

'H-NMR (300 MHz, DMSO0):$ (ppm)= 6.75 (dd) = 1.6 Hz,J = 7.5 Hz, 1H), 6.97-7.05
(m, 2H), 7.13-7.18 (m, 2H), 7.44 (d,= 2.9 Hz, 1H), 8.50 (d] = 9.0 Hz, 1H), 9.46 (s,
2H), 12.19 (s, 1H)

HPLC: retencijskias: 4.01 min¢istota: 80.91%

Metil 2-(3-aminobenzamido)benzoat (48

Opis: svetlo rjavi kristali

m = 474 mgq, izkoristek: 94%

TLC (EtOAc : heksan =1:1)::R 0.44

Tali&e: 207.0-210.0°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 271

'H-NMR (300 MHz, DMSO0):8 (ppm)= 3.91 (s, 3H), 7.09 (s, 1H), 7.22-7.28 (m, 1H),
7.40-7.29 (m, 3H), 7.66-7.72 (m, 1H), 8.03 (d&; 1.5 Hz,J = 7.9 Hz, 1H), 8.58 (d] =

9.0 Hz, 1H), 11.55 (s, 1H)

HPLC: retencijsktas: 11.34 min¢istota: 99.13%
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Metil 2-(3-amino-4-fluorobenzamido)benzoat (4%

Opis: svetlo rjavi kristali

m = 331 mg, izkoristek: 98%

TLC (EtOAc : heksan =1 : 1):;R 0.58

Taliste: 170.0-174.0°C

ESI-MS [M+H]": m/z = 289

HRMS (m/z = 289) za {gH14N,O3F: izratunan 289.0988 in izmerjen 289.0981
'H-NMR (300 MHz, DMSO0): (ppm)= 3.89 (s, 3H), 7.18-7.28 (m, 3H), 7.47 (@¢;, 2.0
Hz,J = 8.6 Hz, 1H) 7.64-7.70 (m, 1H), 8.01 (dds 1.3 Hz,J = 7.9 Hz, 1H), 8.55 (d] =
8.2 Hz, 1H), 11.49 (s, 1H)

HPLC: retencijskias: 17.29 min¢istota: 99.39%

OZN\©:COOH H,N \©:COOH
NH H, , Pd/C X NH

OH MeOH OH
o) o)
28 46
Oznaka R R,
46 H OH

5-amino-2-(3-hidroksibenzamido)benzojska kislina_(46

Opis: rjavi kristali

m = 21 mg, izkoristek: 78%

TLC (MeOH): R =0.69

Tali&e: 241.0-249.0°C

ESI-MS [M+Na]: m/z =295

HRMS (m/z = 295) za (GH1oN>O4Na: izra&unan 295.0695 in izmerjen 295.0692
'H-NMR (300 MHz, DMSO0):$ (ppm)= 6.78 (dd,) = 3.0 Hz,J = 8.9 Hz, 1H), 6.93-7.00
(m, 1H), 7.25-7.38 (m, 4H), 8.34 (@= 8.7 Hz, 1H), 9.78 (s, 1H), 11.23 (s, 1H)
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HPLC: retencijsktas: 15.64 min¢istota: 96.02%

8.6.2 Redukcija nitro skupine s kositrovim kloridom

Postopek:

V bucko smo natehtali metil 5-bromo-2-(4-fluoro-3-nitrobenzamid)benz84896 mg, 1
mmol) ter suspendirali v GJEN, nato smo dodali Sn£(1128 mg, 5 mmol) in meSali 1

uro pri 90°C. Topilo smo odparili pod znizanim tlakom, nato pa prodii&tilos kolonsko
kromatografij, MF: CHCIl,: MeOH : AcOH=9:1:0.1 (27).

Br COOCH,4 Br COOCH;
\©: SnCl,/ CH5CN \©:
NH - NH

NO NH
o) 2 o) 2

18 47

5-bromo-2-(4-fluoro-3-nitrobenzamid)benzoat (47

Ciseenje s kolonsko kromatografijo GEl,: MeOH : AcOH=9:1:0.1

Opis: rjavi kristali

m = 35 mgq, izkoristek = 26%

TLC (CHCl;: MeOH : AcOH=9:1:0.1): R 0.42

Tali&e: 181.0-184.0°C

ESI-MS [M-H]: m/z = 365

'H-NMR (300 MHz, DMS0):5 (ppm)= 3.85 (s, 3H), 6.95 (d,= 8.4 Hz, 1H), 7.16 (dd]
= 2.3 Hz,J=8.4 Hz, 1H), 7.26 (d] = 2.3 Hz, 1H), 7.80 (ddl = 2.6 Hz,J = 9.0 Hz, 1H),
8.11 (d,J= 2.5 Hz, 1H), 8.68 (d] = 9.0 Hz, 1H), 12.06 (s, 1H)

Elementna analiza:

Izratunana (%) za gH12N.O3BrF (M, = 366.00): C, 47.79; H, 3.77; N, 6.56

Izmerjena (%): C, 47.79; H, 3.77; N, 6.90
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9 RAZPRAVA

9.1 1. Stopnja sinteze: uvedba metilne z&g&e na karboksilno kislino

COOH
NH,

COOCH; R; Ry T Fooct
HO

Ry
O-5N
2 4 (57%)
1 (56%)

COOCH; COOCH;
NH, NH,
Cl CHs; H;CO
2 (61%) OCHs
3 (79%)

Slika 15: Shematski prikaz sinteze derivatov metil antranilata
Reakcijski pogoji : SOG| MeOH, 65°C, 24 ur

Metilni ester smo tvorili kot z&#o karbokisline skupine v spojini, saj bi drégana tem
mestu lahko potekale nezelene stranske reakcije. Da btalbveaktivnost karboksilne
skupine, smo v prvi stopnji tvorili kislinski klorid s tionil kloridom, ki pcee
elektrofilnost karbonilnega ogljikovega atoma. V drugi stopnji reakegetvori ester z
MeOH. Reakcija je eksotermna in reakcijska zmes sénmaegreje, zato smo jo na
zatetku izvajali na ledeni kopeli, po eni uri pa sma@limesati ob segrevanju (65fQla
smo poveéali izkoristek reakcije. Vse produkte smo izolirali z zadovatjivizkoristkom

(56-79%).
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9.2 2. Stopnja sinteze: tvorba amidne vezi
9.2.1 Uporaba HOBt / EDC sklopitvenega reagenta

Amidno vez smo poskusili tvoriti tudi z uporabo kombinacije reagentov EDMDIBt. V

prvi stopnji smo z EDC povali elektrofilnost karbonilnega ogljikovega atoma preko
tvorbe aktiviranega estra. HOBt v reakciji sodeluje kot pomoZewerd za boljSi
izkoristek. Reakcija je sicer potekla, vendar je bil izkoristekeljizkar je verjetno
posledica ste¢nih ovir na orto mestu glede na COOH skupino. Zaradi nizkega izkoristka
omenjene reakcije smo se pri sintezi naSih spojinah raje€ibdla tvorbo amida preko

kislinskega klorida (uporaba tionil klorida).

O

)J\ + EDC x HCI

R OH

R%O NHJ

o
HCl
)J\ /N—
NH,R
HOBt 2
O O Oy Ve *

Iz

HOBt
OQ( \ — N )J\ Ry
l NH,R;

' NH,R,
o

R)J\N/Rl o
)J\N/Rl

H

R

Slika 16: Sinteza amidne vezi z uporabo HOBt / EDC sklopitvenih reagentov
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9.2.2 Uporaba CDI / DMAP sklopitvenega reagenta

Za tvorbo amidne vezi smo uporabili kombinacijo reagentov CDI in DMAPbdtalr
diimidazol (CDI) je sklopitveni reagent, uporablja se za aktivd@joksilne skupine, saj
olajSa nukleofilni napad in s tem nastanek amidne vezi (pri reaksiiane acilimidazol, ki
nato reagira z aminom). DMAP v reakciji sodeluje kot nukleofilniakzator (29).
Podobno kot v primeru uporabe EDC / HOBL je reakcija potekla s siakoristkom, kar

je verjetno posledica sténih ovir.

O 0
J H
//\N N/\\ Q —_— é\N)J\R N
N\% \Q/N ' R)J\OH N\% * [N/> e
NH,R;

i N
R)J\H/Rl + [ />

N
~
N o ~nT ~y
* o)
~ | R)J\OH — ~ fONHR, t
N | Ry |
N R N
N N+ H X
A ’

Slika 17: Sinteza amidne vezi z uporabo CDI / DMAP sklopitvenih reagentov
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9.2.3 Tvorba amidne vezi s tionil kloridom

Karboksilno skupino smo v prvi stopnji pretvorili v bolj reaktiven kislinski iklpkateri je
tako bolj polariziran in nukleofilni napad aminske skupine je olajSan. kcijgko zmes
smo dodali bazo, ki nevtralizira spte$io HCI in tako omogo potek reakcije. Prisotnost

organske baze tako vzdrzuje l@n pH skozi vso reakcijo (23, 30).

® 0o 9
+ 5 o — Jl_ + so, + Hal
R” cl

Slika 18: Sinteza amidne vezi z uporabo tionil klorida

Tabela 1: Strukturne formule sintetiziranih amidov ter izkoristki sintez.

St. Struktura Izkoristek | St. Struktura Izkoristek
COOCH; 21% cl COOCH;
©: (HOBY \©: 59%
0
2 g EbC). | 13 I NO, | (SOCb)
NO
0 2 71% 0 ?
= (SOCb)
O: COOCH, 1% HO\C[COOCHs
CDl/
NH ( INH 220
6 DMAP), | 14 F
o OH O (SOCH)
49%
NO, (SOCb) NO,
/@:COOCHS OH COOCH;
4 Cl NH 42% 15 \C[NH 30%
B OH (SOCh) _ NO (SOCh)
O o 2
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Br\©:COOCH3
NH

\(;:COOCHQ,

49% 49%
8 16
)\O/OH (SOCh) )\O (SOCh)
o)
CI\©:COOCH3 Br\©:COOCH3
0, [0)
9 NH 33% 17 NH 69%
)\@/OH (SOCb) J NO, | (SOCh)
o) o)
Br COOCH,
COOCH, \©:
\©: 23% NH 70%
10 18 NO>
(SOCb) O (SOCY)
F
cooch, H3CO:©:COOCH3
O:NH 28% H3CO NH 15%
11 19 OH
. )\ : OH (SOCb) 0 (SOCb)
H3CO]©:COOCH3
H3CO NH 59%
12
(SOCW)

o)\©/ NO,

Amidno vez smo torej sintetizirali na tri razlie n&ine z namenom, da bi nasli postopek,

ki bo dajal najboljSe rezultate. Najvisji izkoristki so bili ob prebiddarboksilne kisline v

kislinski klorid, zato smo ta postopek uporabili préve sintez.
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9.3 3. Stopnja sinteze: pripajanje alkilne verige

9.3.1 Pripajanje alkilne verige na OH skupino

OH 0~ O(CH2)nCH3
B
©/ —_— ©/ + CH3(CHp),Br —— ©/ +  HBr

Slika 19: Williamsonova sinteza etra
Sinteza etra je potekla po Smehanizmu, pri katerem v prvi stopnji z bazo najprej
odcepimo proton fenolne hidroksilne skupine, zatem geotesakcija z ustreznim

alkilboromidom (29). Izkoristki reakcij so bili od 13 do 66%.

Tabela 2: Strukturne formule amidov z verigo na OH skupini in izkoristki reakcij.

Oznaka Struktura Izkoristek

©:COOCH3
NH

20 66%
5 OCH,CH,CH,CH,4
NO,
Br\©:COOCH3
21 NH 65%

= O%\©/OCH2CH2CH2CH3

Br\©:COOCH3

22 NH 23%
OCH,CH

O)\©/ 2 3
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H3CHZCHZCH2CO\©:COOCH3

23 NH 13%

NO
o 2

9.3.2 Pripajanje alkilne verige na NH, skupino

Za pripajanje alkilne veriga na NKkupino smo izbrali reduktivnho aminiranje, saj smo se

na ta nain izognili nastanku terciarnih aminov kot stranskih produktov.

Slika 20: Reduktivno aminiranje

V prvi stopnji je nastal imin, ki smo ga nato reducirali do amingparabo Pd/C kot

katalizatorja (29). Reakcija je potekla z nizkim izkoristkom (14%).

COOCH;, COOCH;
©: CH3CH,CHO / Pd/C ©:
NH > NH

NH,*HCOO" H
NH 4 N
(@) 2 'e) \/\

44 24
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9.4 4. Stopnja sinteze: alkalna hidroliza

Metilno zagito smo izbrali, ker je obstojna pri katalitskem hidrogeniranjytepH= 1-
10. Odstranjevali smo jo v predzadnji ali zadnji stopnji sinteze. Uporaimido 1 M
raztopino NaOH, ki pa se je v nekaterih primerih izkazala zag® bazo,saj je prislo
do hidrolize amidne vezi. Zaradi tega smo poskusSali skrajSati jgdkias, bazo pa smo
zamenjali s KOH. Kot topilo smo uporabljali dioksan, THF ali pa kondjoaobeh z
namenom izboljSati topnost izhodnega amida. Izkoristki reakcij s@diBO do 94%, v
dveh primerih pa je bila hidroliza neuspesna (hidrolizan 17). V primeru spojinel4 je
priSlo do hidrolize amidne vezi z 1 M raztopino NaOH, enako segeilpgtudi ob uporabi
KOH kot baze, reakcijo smo veéas spremljali s TLC, kjer je bilo vidno, da ester ostaja
nehidroliziran (na TLC je bilo vidnih ¥dis, ker je bila mobilna faza kislinska, smo lahko
lo¢ili med kislino, ki je ostala na Zatku in estrom, ki je potoval po TLC plas Podobne
ugotovitve smo dobili pri hidrolizi spojing7, kjer smo se metilne z&ge poskusali znebiti

z 1 M NaOH in 2 M NaOH, reakcijsko zmes smo tudi segrevalfQY5PriSlo je do

delnega hidrolize amida, metilna Z&& pa je ostala.

1M NaOI;|I / dioksan NH

NH -
F A F
(0] (0]
NO, NO,
14
NH M NaOXH / dioksan _ NH
NO
0 N02 o 2
17
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9.5 5. Stopnja sinteze: redukcija nitro skupine

Za redukcijo nitro skupine v aminsko smo izbrali katalitsko hidrogenird&gekcija je
tekla v vodikovi atmosferi s katalizatorjem Pd/C, katerega predgswstevilne pore in
posledéno velika specifina povrSina, kamor se adsorbira vodik. Reakcije so potekle v
kratkemcasu (30—-60 min) in z visokimi izkoristki (do 99%). V nekaterih priméadhse je
zgodilo pri sintezi spojird0, 43 in 44) smo opazili, da je pri spojinah, ki so imele na
aromatskem obrm vezan brom ali klor, priSlo do nukleofilne substitucije halogena z
atomom vodika. To smo ugotovili s poisje *H-NMR spektra. Po pregledu literature smo
ugotovili, da so odstranitev halogena s katalitskim hidrogeniranjem opesaéta 1946
(27, 28).

Cl COOH COOH
NH NH

\J

NO NH
o) 2 o) 2
13 40
Br COOCH;4 COOCH;
\@: H,, Pd/C ©:
NH - NH
NO NH
o) 2 o) 2
17 43
Br\©:COOCH3 ©:coow3
NH NH
NO NH
o) 2 o) 2
F F
18 44

Na slikah 21 in 22 lahko vidimtH NMR spekter spojind3.
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Slika 22:'"H NMR spekter spojind3, povesan aromatski del
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Da bi prepreéili izgubo aromatskega halogena, smo postopek zamenjali za redukcijo z

SnCb. Reakcija je potekla z nizkim izkoristkom (26%) v primerjavi s hidroganjem, to

pa je bila najbrz posledica tudi slabe topnosti produkta &nverganskih topil (eter,

toluen, CHCI,, etanol, EtOAc,..) in zaradi tega otezeni izolaciji.

9.6 ResSetanje spojin kot inhibitorjev encimov AKR1C

Inhibicijo smo spremljali spektrofotomeirio v smeri oksidacije substrata, katerega

koncentracija je bila 30 uM pri testiranju na izoencimu AKR1C1, 60puiMestiranju na
izoencimu AKR1C2 in 100uM pri testiranju na encimu AKR1C3. Inhibisije merili pri

koncentraciji inhibitorja 10 uM.

Tabela 3: Povpiae inhibicije na encimih AKR1C, merjene pri koncentraciji inhibitorja

10 uM.
Povpr&na Povpré&na Povpr&na
Oznaka Struktura inhibicija inhibicija inhibicija
AKR1C1 AKR1C2 AKR1C3
COOCH;
24 NH ’ oba\r)iaé?ije pri 26.4% NI
N
O N koncentraciji
COOH
©: 70.8% 58.3% 47.2%
NH |C50: 3.2 |C50: 6.5 |C50: 7.5
25
5 O_~_~ UM UM M
NO,
Br COOH
\©: 89.6%
26 NH 21.6% 16.7% | 'Cs0=19
OH HM
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cl \©:coor4
NH

77.8%
27 17.4% 6.7% | Co0=2:2
)\©/OH uM
O
O,N COOH
\©: 87.9%
28 NH 11.8% 10.49% | 'Cs0=26
)\©/OH uM
(@)
H3CO:©:COOH
29 | MO NH 22.2% NI 3.5%
NO,
O)’\©/
CI\©:COOH
30 NH NI 23.4% 3.4%
NO,
O)\©/
COOH
©: 42.1%
iL NH NI NI IC50=12.7
)\©/OH UM
(@)
HO COOH
\O: 31.6%,
32 NH NI obarjle}r.ye pri 1.9%
NO, VIS]I
O koncentraciji
Cl COOH
33 NH NI 22.5% NI
o NO,
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&\T:::I:COOH
NH

53.2% 33.6%
34 “ ICso=8.4 | ICso=15.6 5.6%
0 z M UM
F
Br COOH
\©:NH 65.9% 70.5%
35 ICso=4.9 | ICso=4.9 30.4%
Br COOH
\C[NH 31.9% 36.8%
36 ICso=20.6 | ICso=17.1 | 19.1%
o o M UM
H3CO COOH
:@: 70.2%
3_7 HsCO NH 11.8% 29 4% IC50=5.2
OH UM
O
©:COOH
40 NH 8.0% Ni 2.2%
NH,
O%\©/
H3COI>COOH
41 | €O NH 18.0% 20.2% 5.6%
NH,
O}\©/
HO. :: jCOOH
42 NH 9.7% 28.7% 5.6%
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H2N\©:COOH
NH
46 17.1% 10.4% 13.4%
OH
O
Br\©:COOCH3
48.7%
NH 41.6% IC50=11.3
47 ICs0=10.7 19.5% M
o) NFz UM H
E

9.6.1 Razlaga odnosa med strukturo in delovanjem

9.6.1.1 Inhibitorji AKR1C1

Med testiranjem 19 derivatov antranilne kisline so kot inhibitorji reaciAKR1C1

izstopale predvsem spoji@d, 34, 35, 36in 47. Kot najboljSa se je izkazala spojida

Br.-H -COOCH;4

~ COOH

NH
L -OBU, -OEt, -NH, -NO,

o\

V primeru, da je hidroksilna skupina na 3. mestu B &dqarosta, se inhibitorna aktivnost

-H, -F, -NO,

mocno zniza. Ugodna je le zamenjava hidroksilne skupine z amino ali rkitnoin®,
vendar mora biti v tem primeru na mestu 4. B ¢arprisoten fluor.Ce med seboj
primerjamo spojini35 in 36, ugotovimo, da daljSanje alkilne verige pripomore Kjive
inhibiciji.

Iz tabele 3 je razvidno, da se je kot najboljSi inhibitor AKR1C1 iakaspojina25 z 1Csg
vrednostjo 3.2 uM, sledijo spojir8s z 1Cs0 4.9 uM,34 z 1C50 8.4 uM,47 7 1C50 10.7 puM
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in 36 z 20.7 uM. Za vé& kot 30% je encimsko aktivnost znizala tudi spoji#a ki pa ji
nismo mogli dolditi ICsq vrednosti, ker se je obarjanjala pri visji koncentraciji.

9.6.1.2 Inhibitorji AKR1C2

Na encimu AKR1C2 so kot dobri inhibitorji izstopale predvsem spdiBed4, 35 in 36,

izmed katerih se je kot najboljSa izkazala spojiba

~ COOH

NH

-Br, -H

s -OBu, -OEt, -NO,

T
™ -H, -F, -NO,

V primeru, da je hidroksilna skupina na 3. mestu B &brprosta, se podobno kot v
primeru inhibitorjev AKR1C1 inhibitorna aktivnost bistveno zniza. Ugodna ge |
zamenjava z nitro skupino, vendar mora biti v tem primeru colFona para mestu
substituiran s fluorom. Zamenjava hidroksilne skupine z amino skupino neésta ni
ugodna. Po primerjavi g vrednosti smo ugotovili (primerjava spojBb in 36), da
uvedba daljSe alkilne verige pripomore k boljSi inhibiciji. Najbol;jSi nifar je bila spojina
35z I1Gsp vrednostjo 4.9 uM, sledijo pa spojigé z 1Cs0 6.5 uM,34 z 1Csp 15.6 UM in36
Z1C5017.1 uM.

Za ve kot 30% je encimsko aktivnost znizala tudi spopaki pa ji nismo mogli dolditi

ICso vrednosti, ker se je obarjala pri viSji koncentraciji.

9.6.1.3 Inhibitorji AKR1C3

Med testiranjem derivatov antranilne kisline so kot dobri inhibitorjiRIKC3 izstopale
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-COOCH;

-Br, -H, -Cl, -NO, -OMe
\ ‘:ECOOH
/ NH
-OH, -OBu, -NH
-H, -OMe o @ / 2
\ -H, -F, -NO,

V nasprotju s spojinami, ki inhibirajo AKR1C1 in AKR1C2, pa za spojine glelgivno
inhibirajo AKR1C3 velja, da morajo imeti na 3. mestu B @hrgrosto hidroksilno
skupino. Ta prosta hidroksilna skupina (kot donor vodikove vezi) verjetno tvori vodikovo
vez s serinom 221. V primeru spoji@B, ki ima hidroksilno skupino zaetreno in vodikove
vezi ne more tvoriti, vlogo verjetne tvorbe vodikove vezi s Ser 221 prevrn#ro skupina
na orto mestu glede na hidroksilno, zaradi tvorbe vodikove vezi se getsdttin dobra
inhibitorna aktivnost ohrani. Tako se vodikova vez med encimom in inhibitorjem plaani
da v tem primeru spojina preko nitro skupine deluje kot akceptor vodikove glegi (
poglavje 9.6.4). Ker je za etre zilao, da tvorijo Sibke vodikove vezi, je razumljivo, da se
inhibicija pri spojinah, ki imajo na mestu 3. B otaohidroksilno skupino zaetreno (in
nimajo nitro skupine ob alkoksi verigi), zniza (npr. spo@hiin 36). Na obr@u A na para
mestu glede na amidno vez je zazelena nepolarna skuping, jededko substituiran s
klorom, bromom, nitro ali metoksi skupin@e je na tem mestu vezana bolj polarna
skupina, kot je to pri spojinad in 46, aktivnost spojine pade.

NajboljSi inhibitorji so bile spojin&6 z 1Cso vrednostjo 1.9 uM, sledijo spojir®Y z 1Csg

2.2 uM,287 1C50 2.6 uM in37 z IC59 5.2 pM.
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9.6.2 Model vezave spojile 35v aktivno mesto AKR1C1

Za bolj nazorno razlago vezave inhibitorjev AKR1ZXhktivno mesto smo se uporatl
racunalnisko simulacijorezave v aktivno mesto znane trideizionalne strukture encin
AKR1C1 (pdb koda: 3C3U). Uporali smo program FlexX. Na sliki : je vidna
kataliticne tetrada, steroid (sive barve) in spoj35, ki je obrnjena tako kot eroid. Vidni

sta dve predpostavhevodikovi vezi med inhibitorjem in katalttimi aminokislinami

Slika 23 Predpostavljen & vezave spojin35 v aktivno mesto encima AKR1C1. |

sliki so prikazani kofaktor (vijofien), inhibitor (rde) , katalitcne aminokisline (Asp 5(
Tyr 55, Lys 84, His 117) in steroid (si
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9.6.3 Model vezave spojine35 v aktivho mesto AKR1C2

Za bolj nazorno razlagwezave inhibitorjev AKR1C2 v aktivho mesto smo gonmabili
racunalnisko simulacijo vezave v aktivnho mesto znaiteinenzionalne strukture encir
AKR1C2 (pdb koda: 1IHI). Na sliki 2 je vidna kataliténe tetrada, steroid (sive barve)
spojina3s, ki je obrnjena tako kot eroid.Vidni sta dve predpostavljeni vodikovi vezi m

inhibitorjem in katalittnimi aminokislinami

Slika 24 Predpostavljen & vezave spojin35 v aktivno mesto encima AKR22. Na

sliki so prikazani kofaktor (vijotien),inhibitor (rde) , katalitcne aminokisline (Asp 5(
Tyr 55, Lys 84, His 117) in steroid (si

78



9.6.4 Model vezave spojin25in 26 v aktivno mesto AKR1C3

Za bolj nazorno razlago vezave inhibitorjev AKR1Z&ktivno mesto smse uporabili

racunalnisko simulacijovezavev aktivno mesto znangidemenzionale strukture encima
AKR1C3 (pdb koda:1S2A). Na slikah 25 in 26e vidna katalittne tetrada in tvorb

vodikove vezi s serinom 2z Tvorita se tudi vodikovi vezi med Tyr 55 His 117 ter

derivatom antnilne kisline Spojini 25 in 26 sta torej stabilizirani v aktivnem mes

encima AKR1C3 s kar tremi vodikovimi vezi

\

v \\

" His117

Slika 25:Predpostavljen i vezave spojin26 v aktivno mesto encima AKR1C3. |

sliki so prikazankofaktor (vijolicen’, inhibitor (moder) , katalitthe aminokisline (Asp 5(
Tyr 55, Lys 84, His 117) in Ser 211 s katerim intubtvori vodikovo ve: (vodikova vez

se tvori med serinom in hidroksilno skupino na nmatstu B obrda).
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Ser221
X

~

Slika 26:Predpostavljen ri&n vezave spojin25 v aktivno mesto encima AKR1C3. !

sliki so prikazankofaktor (vijolicen’, inhibitor (moder) , katalitihe aminokisline (Asp 5(
Tyr 55, Lys 84, His 117) in Ser 211 s katerim intubtvori vodikovo ve: (vodikova vez
nastane med serinom in nitro skupira para mestu B obta).
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10 SKLEP

Kot potencialne inhibitorje aldo/keto-reduktaz AKR1C1l, AKR1C2 in AKR1C3 smo
sintetizirali in biokemijsko ovrednotili 19 novih derivatov antranilne kisli ki se
razlikujejo predvem v substituentah na meta mestu Acabter meta in para mestu B
obrata glede na amidno vez.

NajboljSim inhibitorjem smo dolli IC5y vrednosti. Spojine so se izkazale kot dobri
inhibitorji s selektivnim delovanjem predvsem na izoencim AKR1C3. Na godla
rezultatov smo lahko datdi strukturne lastnosti, potrebne za selektivno delovanje na
izoencim AKR1C3. Izpostaviti je potrebno predpostavljeno vodikovo vez, ki sest&ar
221 v aktivnem mestu AKR1C3 in hidroksilno skupino na meta mestu BEalmroma
nitro skupino na para mestu B obao V kolikor zelimo selektivhost delovanja preusmeriti
na izoencima AKR1C1 in AKR1C2, moramo hidroksilno skupino zaetriti znalkierigo.
DaljSanje alkilne verige pripomore k boljSi inhibiciji. Pri teh dwatcimih na tem mestu
torej ni tvorbe vodikove vezi.

Dolocene 1Gp vrednosti so v nizkem mikromolarnem obijuy spojine s selektivnim
inhibitornim delovanjem na AKR1C izoencime pa predstavljajo izliediga razvoj
ucinkovin za zdravljenje tako hormonsko odvisnih kot neodvisnih oblik raka,

predmenstrualnega sindroma, epilepsije, depresije in vzdrzevanimosise
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