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POVZETEK

Ljudje Ze stoletja s svojo radovednostjo odkrivamo, da je podvodni svet neizmeren vir
raznovrstnih Zivali, rastlin, mikroorganizmov in spojin, ki jih lahko uporabimo za okrasje,
hrano, kozmeti¢ne pripravke in zdravila. Tudi morski nevretencarji, ki jih proucujejo pri
mednarodnem projektu MAREX, so bogat vir spojin, katere c¢loveStvo izkoris¢a za
zdravljenje ali nadzorovanje nekaterih bolezni, kot je na primer motnja strjevanja krvi. Pri
sekundarni hemostazi sodeluje veliko Stevilo spojin, med katerimi sta najpomembnejsa
serinska proteaza trombin in inhibitor serinske proteaze antitrombin. Ker serinske proteaze
in njihove inhibitorje, kot so aeruginosini in spumigini, najdemo tudi pri morskih
bakteriospuzvah, so le-te postale predmet preucevanja in izvor spojin vodnic za sintezne
analoge. Z odkritjem spojine PPACK (D-Phe-Pro-Arg-klorometilketon), ki je prototip
sinteznega inhibitorja trombina, se je zacela sinteza razlicnih analogov aeruginosinov in
spumiginov, ki imajo boljSo aktivnost in selektivnost za trombin kot naravne spojine.

Bistvena struktura spumiginov je amidna povezava jedra, ki je L-prolin ali (2S,4S)-4-
metilprolin, z derivatom arginina na P1 mestu (C-konec terapeptida) in dipeptidom iz D-
hidroksifenilmle¢ne Kisline in ene nepolarne (ne)navadne aminokisline na P3 mestu (N-
konec tetrapeptida). Pri diplomski nalogi smo za sintezni analog spumiginov vzeli indolin
(2,3-dihidro-1H-indol) kot jedro, na katerega smo pripajali derivate arginina in dipeptid iz

fenilalanina in fenilmlec¢ne kisline.

KLJUCNE BESEDE:

Spumigini, sintezni analogi, serin proteazni inhibitorji, serin proteaze, spuzve.
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ABSTRACT

For centuries people with their curiosity were discovering that the underwater world is a
rich source of diverse animals, plants, microorganisms and compounds, which can be used
as decorations, food, cosmetics and medicines. Mainly marine invertebrates, which are also
a topic of research in the international project MAREX, are a rich source of compounds
that we use in the treatment or the control of certain diseases like a hemostasis disorders. A
large number of compounds, among which serine protease thrombin and serine protease
inhibitor antithrombin are the most important, participate in the secondary hemostasis.
Serine proteases and their inhibitors, such as aeruginosins and spumigins, can also be
found in the marine bacteriosponges, so they became a target of a research and a source of
lead compounds for synthetic analogues. Synthesis of various analogs of aeruginosins and
spumigins, which have higer activity and selectivity for thrombin as a natural compound,
has started with the discovery of a prototype synthetic thrombin inhibitor PPACK (D-Phe-
Pro-Arg-chloromethylketone).

The main structure of spumigins is an amide link between L-proline or (2S, 4S)-4-
methylproline core and derivate of arginine on the P1 site (the C-end of tetrapeptide) and
dipeptide of D-hydroxyphenyllactic acid and one nonpolar (un)usual amino acid on the P3
site (the N-end of the tetrapeptide). For our synthesis of an analogues of spumigins we
were coupling arginine and dipeptide of phenylalanine and phenyllactic acid on an indoline
(2,3-dihydro-1H-indole) core.

KEY WORDS:
Spumigins, synthetic analogues, serine protease inhibitors, serine proteases, sponges.
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SEZNAM OKRAJSAV

AA
Adc
Agm
Argal
Argol
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AT
BnBr
Boc
Boc-D-Phe
Boc,O
cC
Choi

d

DDC
DIC
DIPEA
DKM
DMAP
DMF
DMSO
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EDC
Glu
Gly
GP
HEK
His
HOBt
Hph
Hpla

ocetna kislina
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argininal
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aspartat

antitrombin

benzil bromid

terc-butoksikarbonilna skupina
D-fenilalanin z Boc zasc¢ito na NH, skupini
Boc anhidrid (di-terc-butil dikarbonat)
cianuri¢ni klorid
L-2-karboksi-6-hidroksioktahidroindol
dublet

dietil 1,4-dihidro-2,4,6-trimetil-3,5-piridindikarboksilat
N, N'-diizopropilkarbodiimid
diizopropiletilamin

diklorometan

dimetilaminopiridin

dimetilformamid

dimetil sulfoksid

etilacetat
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid
glutaminska kislina

glicin

glikoprotein

heksan

histidin

1-hidroksibenzotriazol

homofenilalanin

hidroksifenilmle¢na kislina (2-hidroksi-3-(4-hidroksifenil)propanojska
kislina)
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Hpla(Ac) 2-acetoksi-3-(4-hidroksifenil)propanojska kislina

Hty homotirozin

I1Cso 50 % inhibitorna koncentracija
lle izolevcin

KK kislinski klorid

Leu levcin

Lys lizin

m multiplet

MeOH metanol

mPro (2S,4S)-4-metilprolin

Mr molska masa

NCS N-klorosukcinimid

NMR jedrna magnetna resonanca
Phe fenilalanin

PPACK D-Phe-Pro-Arg-klorometilketon
Pro prolin

q kvartet

Rf retencijski faktor

S singlet

Ser serin

t triplet

TBAI tetrabutilamonijev jodid
TBTU N,N,N',N'-tetrametil-O-(benzotriazol-1-il)uronium tetrafluoroborat
TEA trietilamin

TF tkivni faktor

THF tetrahidrofuran

TLC tanko plastna kromatografija

TMSCHN,  (diazometil)trimetilsilan

Trp triptofan
Tyr tirozin
Z-Arg arginin z benziloksikarbonilno (Z) zas¢ito na NH; skupini

VI
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1 UVvOD

Kontrola koagulacijskega sistema je potrebna, da se prepre¢i neprimerno, prekomerno ali
napacno lokalizirano strjevanje krvi, s ¢imer se prepreci kardiovaskularne bolezni (1).
Napake v strjevanju krvi lahko vodijo do resnih bolezenskih zapletov kot sta globoka
venska tromboza in plju¢ni embolizem. Glavni u¢inkovini za zdravljenje teh bolezni sta
heparin in varfarin, ki pa imata dolo¢ene omejitve (2). Zadnjih trideset let se potencialne
antitromboti¢ne uéinkovine odkriva med drugim tudi v sekundarnih metabolitih morskih
nevretencarjev in bakterijah, Ki inhibirajo serinske proteaze kot sta trombin in tripsin. Z
optimizacijo sekundarnih metabolitov kot spojine vodnice, poskuSajo pridobiti selektivne
in bolj aktivne analoge. Z nacrtovanjem in sintezo inhibitorjev serinskih proteaz se
ukvarjajo tudi pri mednarodnem projektu MAREX, pri katerem sodeluje tudi Fakulteta za

farmacijo, Univerze v Ljubljani.

1.1 MEDNARODNI RAZISKOVALNI PROJEKT MAREX

MAREX: Raziskovanje morskih virov za bioaktivne spojine: od odkritja do trajne uporabe
in industrijske aplikacije 2010-2014 je mednarodni projekt, ki traja 4 leta in pri katerem
sodeluje 19 akademskih, raziskovalnih ustanov in industrijskih partnerjev iz 13 drzav.
Ukvarjajo se z zbiranjem, izolacijo in klasifikacijo morskih organizmov iz treh oceanov
(Pacifik, Atlantik in Indijski ocean) in treh morij (Sredozemsko morje, Baltsko morje in
Arabsko morje). Proucujejo vec terapevtskih in industrijsko pomembnih biolo§kih
aktivnosti izvleCkov in precis€enih spojin morskih organizmov (antikancerogena,
antiinflamatorna, antivirusna in antikoagulantna aktivnost ter modulacija ionskih
kanalov/receptorjev in uravnavanja rasti rastlin). Razvijajo metode kultivacije obetajocih
organizmov, biotehnoloSke procese izbranih spojin in biosenzorje za monitoring tar¢nih
spojin. Izvajajo tudi organske sinteze izbranih aktivnih spojin, derivatov in razvoj spojine
vodnice (3). V okviru projekta MAREX smo na Fakulteti za farmacijo, Univerze v
Ljubljani, naértovali in sintetizirali antitromboti¢ne u¢inkovine 0ziroma sintezne analoge

spumiginov, inhibitorjev serinskih proteaz.
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1.2 SPUZVE

Porifera ali spuzve so preprosti mnogoceli¢ni nevretencarji, brez pravih tkiv, organov ali
delov telesa. Njihovo telo, ki je podobno rastlinam in pritrjeno na trdo podlago, je
sestavljeno iz trdega skeleta, ki je porozen (izvor imena debla Porifera). Zivijo v vodi, ki jo
precejajo skozi majhne pore in ki jim prinaSa hranila ter odnasa odpadne snovi (4). Prve
spuzve so se pojavile v Neoproteozoiku, ki je trajal pred 1000 do 542 milijoni let in danes
naseljujejo vse vode (5, 6). Njihovemu prezivetju do danes je pripomogel trdni skelet in
simbioza z mikroorganizmi. Zaradi njihove raznolikosti in lepote so jih zaceli zgodaj
proucevati in prvi opisi segajo v leto 1558, ko je Conrad Gesner v svojem delu Historiae
animalium ilustriral prvo spuzvo (Tethya lyncurium) (5). Z razvojem tehnologije je bilo
mogoce bolj natancno prouciti in opredeliti posamezne vrste. Danes jih delimo glede na
zgradbo skeleta v stiri razrede:

o Calcarea — skelet je iz apnenca in jih imenujemo tudi apnencaste spuzve.

e Demospongiae — skelet je iz kremena ali iz kremena in apnenca ali pa imajo posebno
elasti¢no proteinsko tkivo (spongin). Imenujemo jih tudi kremenaste spuzve ali spuzve
rozenjace.

e Hexactinellida — skelet je iz silicija (amorfni opal, SiO, x n H,0O) in jih imenujemo tudi
spuzve steklenjace.

e Homoscleromorpha — v¢asih podrazred Demospongiae, vendar je od januarja 2012
samostojni razred (4, 5, 7, 8).

Spuzve so tudi svoj edinstven ekosistem, saj so gostitelji za mnoge mikroorganizme, Ki

Zivijo v simbiozi ali endosimbiozi s spuzvo. Ti mikroorganizmi, ki lahko predstavljajo tudi

do 60 % biomase spuzve, so lahko bakterije (Acidobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes,

Chlamydiae,  Chloroflexi,  Cyanobacteria, Deinococcus-Thermus,  Firmicutes,

Gemmatimonadetes,  Nitrospira, = Planctomycetes,  Proteobacteria, = Spirochaetes,

Verrucomicrobia), arheje, enoceli¢cne alge (npr. zelene alge) in glive (9, 10, 11).

(Endo)simbioza z mikroorganizmi zagotavlja spuzvi ve¢ hrane, stabilizacijo skeleta in

obrambo pred plenilci in tekmeci (10). Kljub temu, da imajo spuzve prirojen imunski

sistem (citokini in fagocitoza tujih snovi), pa za obrambo pred plenilci in tekmeci

potrebujejo pomo¢ mikroorganizmov (12). Predvsem bakterije izdelujejo (same ali skupaj s

spuzvo) bioaktivne snovi, ki jih imenujemo sekundarni metaboliti in so kemi¢na obramba

spuzve. Sekundarni metaboliti lahko odZenejo plenilce, zavirajo rast patogenov in zavirajo
razrast okoliskih rastlin in Zivali (6, 13). V zadnjih tridesetih letih, odkar se je povecalo
2
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zanimanje za sekundarne metabolite morskih spuzev, so predvsem spuzve, ki gostijo
bakterije (bakteriospuzve), postale najpomembnejSi morski organizmi za pridobivanje
bioaktivnih spojin (14, 15). Odkrili so, da sekundarni metaboliti spadajo med alkaloide,
terpene, tanine, saponine, flavonoide, nenavadne nukleotide, encime (lipaze, fosfolipaze,
fosfolipazi A2 podoben encim, amilaze, karboksimetilcelulaze, proteaze, celulaze in celo
ureaze) in imajo raznovrstno bioaktivno delovanje (citotoksi¢no, nevrotoksi¢no,
hemoliti¢no, protitumorno, antifungalno, antibakterijsko, antivirusno (tudi proti virusu
HIV), antimalari¢no, protivnetno, imunosupresivno in antioksidantivno delovanje) (6, 10,
16, 17, 18, 19). Prva antikancerogena uc¢inkovina, pridobljena na podlagi sekundarnega
metabolita morske spuzve Tectitethya crypta (slika 1) leta 1959, je Ara-C (citarabin) (slika

2), ki se Se danes uporablja pri krvnih rakih (levkemija, limfom) (7, 19).
NH,

HO  OH

e - = TR

Slika 1: Tectitethya crypta Slika 2: Struktura citarabina

Danes je iz spuzev izoliranih preko 7,400 spojin in vsako leto se izolira $e okoli 200 novih
(18). Kljub temu, da se je izboljsala izolacija in ¢iS€enje, pa se iz spuzev Se vedno pridobi
premajhna koli¢ina sekundarnih metabolitov, zato so spuzve poizkusili gojiti. Vendar se je
izkazalo, da je gojenje spuzev za pridobivanje sekundarnih metabolitov tezavno, saj je
okolje v katerem zivijo zapleteno in odvisno od mnogih faktorjev kot so temperatura, pH,
slanost, vodni tok, koli¢ina raztopljenega kisika, koncentracija silicija ... (20). Na
spremembe v okolju so obcutljive predvsem bakteriospuzve, saj s Casom bakterije v
umetnem okolju prenehajo izloc¢ati zeleno snov ali pa odmrejo (9, 10, 21). Zato je nujen
pristop sinteznega razvoja spojin, kjer nam bioaktivni metaboliti izolirani iz spuzev sluzijo
kot modeli za razvoj spojine vodnice. Ena skupina takih modelnih uc¢inkovin so tudi
zaviralci proteaz, kot so miraziridin A in aeruginosini. Izolirani so bili iz spuZev razreda
Demospongiae (Theonella sp. (slika 3) in druzine Dysideidae) (18, 22). Prva totalna sinteza,
ki je bila enantioselektivna, je bila sinteza aeruginosina klorodisinosina A (slika 4), ki je

sekundarni metabolit morskih spuzev iz druzine Dysideidae (slika 5) (23).
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Slika 4: Struktura klorodisinosina A

Slika 5: Spuzvi iz druzine Dysideidae; Lamellodysidea chlorea (levo) in Lamellodysidea
herbacea (desno)

1.3 AERUGINOSINI IN SPUMIGINI

1.3.1 AERUGINOSINI

Prvi aeruginosini so bili izolirani v zacetku devetdesetih let dvajsetega stoletja iz
sladkovodne cianobakterije Microcistis aeruginosa (22). V naslednjem desetletju so
aeruginosine izolirali Se iz cianobakterij Microcystis viridis in Oscillatoria sp. ter iz spuzev
druzine Dysideidae (razred Demospongiae) (22, 24, 25). Med letoma 1994 in 2008 je bilo
izoliranih 21 aeruginosinov in narejenih 7 totalnih sintez (aeruginosin 298A in 298B,
mikrocin SF608, aeruginosin EI461, disinosin A, oscillarin in klorodisinosin A) (22, 23).
Prvi aeruginosin, ki je bil izoliran leta 1994, je aeruginosin 298A (slika 6) in je sestavljen
iz  D-3-(4-hidroksifenil)mle¢ne  kisline  (D-Hpla), D-levcina, L-2-karboksi-6-
hidroksioktahidroindola (Choi) in reduciranega L-arginina (L-Argol) (2, 22). Skoraj deset
let po izolaciji je bila narejena enantioselektivna sinteza aeruginosina 298A in nekaterih

njegovih analogov z asimetri¢no katalizo faznega prenosa in epoksidacijo (24).
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S2
D- Leu

Choi

S1

D-Hpla r\/\/ \l[er

L-Argol

Slika 6: Struktura aeruginosina 298A in mesta vezave v serinski proteazi

Aeruginosini so naravni oligopeptidni produkti vodnih organizmov, ki imajo linearno
tetrapeptidno strukturo s 4 aminokislinskimi ostanki: na N-koncu hidroksi ali karboksilno
skupino in veliko hidrofobno aminokislino (Phe, Leu, lle) (P3), bicikli¢no aminokislinsko
2-karboksiperhidroindolno jedro (P2) ter na C-koncu gvanidinsko skupino oziroma
argininski derivat (P1) (2, 23, 24, 25). N-konec, ki je najpogosteje hidroksifenilmlecna
kislina, je pogosto Kkloriran, bromiran ali sulfatiran (25). Vecina aeruginosinov inhibira
serinske proteaze kot so trombin, faktorja koagulacije Xa in Vlla ter tripsin (2, 22, 23). Te
serinske proteaze cepijo peptidno vez za aminokislinskim ostankom s pozitivnim nabojem
(Arg ali Lys). Aeruginosini se z bazi¢nim C-koncem (derivatom arginina) umestijo v
aktivno mesto S1 serinske proteaze, ki je posledi¢no inhibirana (22). Tako je za bioloSko
aktivnost pomembna moc¢no bazi¢na gvanidinska skupina argininskega ostanka, ki se veze
z vodikovimi vezmi na aspartatni ostanek serinskih proteaz (2, 24). V naravnih produktih
se pojavljajo Stirje derivati arginina (slika 7) (2).

NH2 >~NH2
'\?\;N:;—/J ’}—(_/»NH
Agm Argol Argal

Slika 7: Derivati arginina, ki se pojavljajo v naravnih produktih; Agm (agmatin), Argol

(argininol), Argal (argininal) in Adc (aminoetil 1-N-amidino-3-A-pirolin)

Podobno kemijsko zgradbo, katera namesto Choi najpogosteje vsebuje prolin ali (2S,4S)-4-
metilprolin (mPro), imajo tudi spumigini. Zaradi strukturne podobnosti jih uvr§¢amo v
strukturni podrazred aeruginosinov. S preverjanjem genskih klastrov (za adenilacijske,
ketoreduktazne in epimerazne domene) pa so ugotovili, da aeruginosini in spumigini

nimajo istega prednika (25).
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1.3.2 SPUMIGINI

Kmalu za prvimi aeruginosini so bili izolirani Se spumigini, ki se od aeruginosinov
razlikujejo po prisotnosti (2S,4S)-4-metilprolina ali L-prolina, ki nadomestita Choi ostanek.
Izolirani so bili iz cianobakterije Nodularia spumigena (slika 8), ki povzroca cvetenje
braki¢nih morij (mesto, kjer se meSata morska in sladka voda) in slanih jezer v Evropi,
Awvstraliji, Novi Zelandiji, Severni Ameriki in Juzni Afriki (slika 9) (25, 26).

.

Slika 8: Nodularia spumigena

Spumigini, tako kot aeruginosini, inhibirajo serinske proteaze, saj vsebujejo na C-koncu
derivat arginina, ki je nujen za inhibicijsko delovanje spojin. So linearni tetrapeptidi
sestavljeni iz D-hidroksifenilmlecne kisline na N-koncu, nenavadne aminokisline (D-
homotirozina ali homofenilalanina) ali pa tirozina oziroma levcina, (2S,4S)-4-metilprolina

ali L-prolina in na C-koncu arginina ali derivata arginina (slika 10). Do leta 2009 je bilo

opisanih 8 razli¢nih spumiginov, pred kratkim pa je bilo odkritih Se 10 novih (preglednica
1) (25, 26).

R

1
R1= OH,H;
Rz R,= CH3 H;
%

R3= CH,0H,COOH, CHO;
o =
N/\<O NH
/ H F?:\,\ NH
OH HN
J<NH2

Slika 9: Cvetenje Baltskega morja julija 2003 Slika 10: Struktura spumiginov
Preglednica I: Struktura spumiginov
ime spoiine strukturne enote ime strukturne enote
POl 1| 2 3 4 spojine 1 2 | 3 | 4
Spumigin A | Hpla | Hty | mPro | Argol ni imena | Hpla(Ac) | Hty | Pro | Arg
Spumigin B | Hpla | Hty | mPro Arg ni imena | Hpla(Ac) | Hty | mPro | Argal
Spumigin C | Hpla | Hty | Pro Arg ni imena | Hpla(Ac) | Hty | Pro | Argol

Spumigin D | Hpla | Hty Pro Argol ni imena | Hpla(Ac) | Hty | Pro | Argal

Spumigin E | Hpla | Hty | mPro | Argal ni imena Hpla Tyr | Pro | Argal

Spumigin F | Hpla | Hty | mPro | Argal ni imena Hpla Hty | mPro | Agm

Spumigin G | Hpla | Hph | mPro | Argal ni imena | Hpla(Ac) | Leu | Pro | Argal

Spumigin H | Hpla | Hph | mPro | Argal ni imena Hpla Hty | mPro | NH;

Spumiginl | Hpla | Leu | mPro | Argol ni imena Hpla Hty | Pro | OH
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Druga strukturna enota spumiginov je najbolj variabilna in najveCkrat zasedena S
homotirozinom. Najdemo pa tudi homofenilalanin, levcin in tirozin. Priblizno 60 %
spumiginov vsebuje L-prolin, ostali pa (2S,4S)-4-metilprolin (26). V 80 % se spumigini iz
peptidne sintetaze encimskega kompleksa sprostijo kot peptidni aldehidi (Argal). S
spontano redukcijo se nekaj argininala pretvori v argininol. Med ¢is¢enjem spojine lahko
pride Se do oksidacije argininala v arginin. Tripsin na mikromolarni stopnji inhibirata
Spumigin B in Spumigin A, le-ta inhibira tudi plazmin. Spumigin E, ki je aldehid, inhibira
tripsin na nanomolarni stopnji, inhibicija pa je ¢asovno odvisna in je lahko tudi
ireverzibilna (25).

Spumigine izdelujejo ve¢inoma le planktonske vrste rodu Nodularia. Nodularia spumigena,
ki jo najdemo lebdeco do 30 m pod gladino morja, poleg spumiginov izloca Se
aeruginosine, nodulapeptine in toksi¢ni cikli¢ni pentapeptid nodularin, ki je zaviralec
evkariontske protein fosfataze in deluje hepatotoksi¢no (25, 26). Nodularia sphaerocarpa,
ki jo najdemo na morskem dnu, izdeluje le visoko modificiran glikopeptid suomilid, ki je

tudi zaviralec serinske proteaze (25).

1.4 PROTEAZE

Proteaze ali peptidaze, ki jim pogovorno reCemo tudi proteinaze, so proteoliticni encimi, ki
delujejo na peptidno vez tako, da jo hidrolizirajo, in so nujne za Zivljenje vseh bitij
(virusov, mikroorganizmov, rastlin in vseh zivali) (27, 40). Sodelujejo pri aktivaciji, sintezi
in razgradnji vseh proteinov ter tako nadzorujejo vecino fizioloSkih procesov kot so
spocetje, rojstvo, prebava, rast, odras¢anje/dozorevanje, staranje in smrt. Nujne so tudi za
repliciranje virusov, razmnozevanje bakterij in parazitov ter za razsirjanje, posredovanje in
vzdrzevanje bolezni (27). Delimo jih v eksopeptidaze, ki delujejo na koncih polipeptidnih
verig in endopeptidaze, ki delujejo znotraj polipeptidne verige (40). Razdelimo jih tudi
glede na kemic¢no skupino, ki je odgovorna za katalizo hidrolize peptidne vezi (aspartatni,
cisteinski, glutaminski, kovinski, serinski, treoninski in meSani kataliti¢ni tip) (29).

Po zadnjih podatkih podatkovne baze MEROPS je znanih 4147 proteaz, ki so jih razdelili v
245 druzin in 61 klanov. 41 % proteaz pa lahko uvrstimo med serinske proteaze. Pri
cloveku 2 % genov kodira 703 proteaz, od katerih je najvec¢ (32 %) serinskega kataliti¢nega

tipa. V raziskovanju je, kot tar¢e u¢inkovin, 14 % ¢loveskih proteaz (29, 30, 31).
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1.4.1 SERINSKE PROTEAZE

Serinske proteaze imajo v aktivnem mestu serinski ostanek, ki sestavlja kataliticno triado.
Kataliti¢no triado najpogosteje sestavljajo Asp-His-Ser, najdemo pa tudi kataliticne triade
kot so Ser-His-Glu, Ser-Lys/His ali His-Ser-His. Trije aminokislinski ostanki (Asp in dva
Gly) tvorijo negativno nabito S1 mesto, kamor se veZe substrat s P1 mestom Arg ali Lys
aminokislinskega ostanka (41). Cepitev peptidne vezi (slika 11) temelji na nukleofilnem
napadu hidroksilne skupine Ser na karbonilni ogljik peptidne vezi. Pri tem se zmanjSa
resonan¢na stabilnost peptidne vezi in, po odcepu novega N-konec razcepljenega
polipeptida, nastane intermediat acilencim, ki se z vodo razcepi in dobimo novi C-konec
razcepljenega polipeptida ter prvotni aktivni encim. Serinske proteaze hidrolizirajo tudi

anilide, estre in tioestre (41, 42).

odcep N-konca

_Gly193
N N
i : e
~OF jes)
C'NHR E: o
2 o” Cl oH RKZ(OH
E—— ~ novi
/N /N C-konec
N- N
H H
(e} (o}
o] O

acilencim prvotni encim

Slika 11: Shema mehanizma cepitve peptidne vezi

Serinske proteaze so v telesu vpletene v mnoge fizioloSke procese, med katere spada tudi
hemostaza, kjer sodelujejo faktorji strjevanja krvi. Skoraj polovica faktorjev strjevanja krvi
spada med serinske proteaze (faktor lla, faktor V1I, faktor 1X, faktor X, faktor XI in faktor
X11) (41).

Med pomembnejSimi faktorji strjevanja krvi je faktor Ila ali trombin, ki ga inhibirajo
Stevilne spojine, med katerimi so najbolj znane hirudin in haemadin (oba izolirana iz
pijavk), heparin kofaktor Il, protein C inhibitor in antitrombin (1, 35). Med serinske
proteaze spada tudi tripsin, ki je prebavni encim in je strukturno podoben trombinu,
faktorju Xa in faktorju Vlla, zato je pri u¢inkovinah pomembna selektivhost v izogib

nezelenim uéinkom (2).
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1.5 ZAVIRALCI PROTEAZ

Zaviralci proteaz nadzorujejo delovanje proteaz in jim preprecujejo, da bi delovale
prekomerno ali tam, kjer ni potrebno, tako da zaustavijo regulativno vlogo proteaz (27).
Tako imajo zaviralci proteaz kot modulatorji pomembno vlogo pri mnogih bioloskih
procesih, Kjer so prisotne proteaze (pri spocetju, rojstvu, razvoju, rasti in zorenju, prebavi,
staranju, bolezni, apoptozi, koagulaciji, oksidazni aktivnosti, sistemu komplementa, pri
metamorfozi, obrambi pred vdorom mikroogranizmov ali obrambi proti gostiteljskim
obrambnim proteazam in zaviranju rasti bakterij) (28). Stevilo znanih zaviralcev proteaz
kot tudi proteaz, narasca iz leta v leto. Po zadnjih podatkih podatkovne baze MEROPS je
znanih 652 zaviralcev proteaz in njihovih homologov (snovi, ki niso peptidi, vendar
inhibirajo proteaze), ki so jih razdelili v 76 druzin in 39 klanov (29, 30, 31).

Terapevtska u¢inkovitost in potencial zaviralcev proteaz so vidni ze pri zdravljenju okuzb z
virusom HIV, pri vnetjih, imunskih in respiratornih boleznih ter kardiovaskularnih in
nevrodegenerativnih boleznih kot so kap, sréni infarkt, Alzheimerjeva bolezen, artritis,
osteoporoza, rak, sladkorna bolezen in povisan krvni tlak (27, 28, 32). Leta 1980 se je
povecalo zanimanje za zaviralce proteaz, ki inhibirajo serinske proteaze, predvsem trombin

(33). Izoliranih in sintetiziranih je bilo Ze veliko potencialnih zaviralcev serinskih proteaz.

1.5.1 SERPINI - ZAVIRALCI SERINSKIH PROTEAZ

Serpine (serine protease inhibitors) — zaviralce serinskih proteaz najdemo v virusih,
mikroorganizmih, rastlinah ter v kopenskih in morskih zivalih (28, 33). Strukturno so si
serpini podobni, vendar so funkcionalno razlicni proteini, ki nadzorujejo esencialne
proteoliti¢ne poti v vseh organizmih (34). V ¢loveskem genomu serpine kodira 36 genov in
predstavljajo 2 % celotnih plazemskih proteinov v krvi. S serpini je pri ¢loveku povezanih
vec kot 90 bolezni (33, 34).

Splosni mehanizem delovanja je sprememba konformacije serpinov, Ki prepreé¢i zakljuc¢ek
katalize preko acil intermediata in ki jo sproZi cepitev interne peptidne vezi v serpinu (35).
Struktura encima in kataliticnega mesta se S tem porusi, kataliza encima pa potece le do
nastanka acilencima in sprostitve C-konca encima. Tako ne pride do hidrolize acilencima
in kovalentni kompleks ostaja. Ta na¢in delovanja imenujemo mehanizem samomorilnega
substrata, saj nastane kovalentna vez s serpinom, za katerega je reakcija ireverzibilna
inaktivacijska. Reakcija je specifi¢na za proteaze, Ki tvorijo acilencime, to so serinske in

cisteinske proteaze (1, 35). Serpin-encim kompleks se odstrani iz obtoka z receptorji, Ki
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prepoznajo inhibicijsko konformacijo serpina (35). Sprememba konformacije serpina, ki je
klju¢na za delovanje, pa lahko poveca dovzetnost za mutacije, ki spremenijo zvijanje
serpina in vodijo v pomanjkljivosti in bolezni (33). NajpogostejSe bolezni povezane z
okvarami serpinov so demenca, ciroza, emfizem in motnje strjevanja krvi (34).

Pri strjevanju krvi ali koagulaciji sodeluje veliko serinskih proteaz, ki jih pristevamo med
faktorje strjevanja krvi ali faktorje koagulacije. Pozitivho povratno zanko koagulacije
zaustavijo antikoagulacijski procesi, med katere spada tudi delovanje serpinov, Ki
inhibirajo nekatere faktorje strjevanja krvi. Brez antikoagulacijskih procesov bi se celotna
kri v organizmu strdila Ze v nekaj minutah (36). Eden pomembnejSih serpinov je
antitrombin (AT), ki preprecuje razSiritev procesa koagulacije iz mesta poSkodbe (1). Pri
pomanjkanju AT ali pa pri njegovi nezadostni aktivaciji pride do trombofilije ali tromboze.
Kot antikoagulant se AT uporablja v dveh primerih, in sicer kadar je povecano tveganje
strjevanja krvi in kadar heparin ni varen, ker bi povecal tveganje za krvavitev (teZke

operacije, travme in porod) (39).

1.5.1.1 ANTITROMBIN

Antitrombin (slika 12) je, kot glavni inhibitor koagulacije, nujen za preZivetje; homozigoti
(mutacija obeh genov za AT) umrejo in utero, heterozigoti (mutacija enega gena za AT) pa
imajo za 50 % nizje koncentracije AT v krvi in imajo predispozicijo za tromboti¢ne zaplete
(1, 36, 38). AT poimenujemo Se antitrombin I11 ali heparin kofaktor I in je glikoprotein s
432 aminokislinami in molsko maso 58 kDa (1, 38, 39). Vecinoma se sintetizira v jetrih kot
az-globulin, nekaj ga izloc¢ajo tudi endoteljiske celice in v normalnih okoli§¢inah krozi v
krvi s koncentracijo od 112 pg/mL do 140 pg/mL (1, 36, 37, 38). Poleg trombina (faktor
I1a) inhibira Se faktor Xa in v manjSi meri faktorje 1Xa, Xla in Xlla, tkivni plazminogeni
aktivator, urokinazo, tripsin, plazmin in kalikrein (38). Glavni u¢inek AT je inhibicija
trombina in faktorja Xa, ki pa ne poteka, ko sta faktorja ze vezana v strdek. Zato je vloga
AT Dbolj omejevanje in prepre¢evanje prekomernega razsirjanja strjevanja krvi kot pa
ustavitev samega strjevanja krvi na mestu poskodbe (1). Visje koncentracije AT v krvi od
normalne (>140 ug/mL) nimajo terapevtskega pomena, medtem ko se pri niZjih
koncentracijah pojavi nagnjenost k strjevanju krvi, kar lahko vodi do (venskih) tromboz
(39). Do pomanjkanja AT pride zaradi zmanjSane sinteze AT pri odpovedi jeter (ciroza),
povecane izgube AT pri nefrotskem sindromu in enteropatijah z izgubo proteinov,

heparinske terapije in kemoterapije z L-asparaginazo ter povecane porabe AT pri infekcijah
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krvi (sepse), hudih travmah in opeklinah, tromboti¢nih mikroangiopatijah, metastaznih
tumorjih ... (38, 39).

V krvi se AT nahaja v dveh oblikah: 90-95 % je o — AT in v manjsi meri (5-10%) B — AT,
ki pa ima vecjo afiniteto do heparina (38). Glikozaminoglikani, kot sta heparan sulfat, ki ga
najdemo na povrsini endotelijskih celic in heparin, ki ni naravno prisoten v telesu, imajo
pomembno vlogo pri lokaliziranju delovanja serpinov ter pri pospeSevanju interakcij med
serpini in serinskimi proteaznimi faktorji strjevanja krvi (1, 36). Posebno heparin in njemu
podobni glikozaminoglikani povecajo u¢inek AT tudi za 1000-krat (38). Primer encimske
aktivnosti AT brez in ob prisotnosti heparin pentasaharida:

e razpolovni ¢as encimske aktivnosti brez prisotnosti heparin pentasaharida je 133 s,

e razpolovni ¢as encimske aktivnosti v prisotnosti heparin pentasaharida je 1,33 s (1).

e ‘
g

Slika 12: Struktura AT (levo) in kompleks AT/heparin pentasaharida (desno); B-strukture
so rdece, zeleno in rumeno obarvane, reaktivna zanka roza in D-vija¢nica temno modro. S
skeletno-krogli¢nim modelom so prikazani pozitivno nabiti aminokislinski ostanki na D-

vija¢nici in heparin pentasaharid.

Vezava heparina na AT (slika 11) povzro¢i spremembo konformacije AT, Ki pospesi
inhibicijo faktorja Xa. Za inhibicijo trombina pa je potrebna vezava heparina na AT in
trombin, da se tvori terciarni mostni kompleks. Poleg antikoagulantnega uc¢inka ima AT Se
protivnetni ucinek, ki pa je izrazen le kadar se AT veZe na heparan sulfat, ki je na

endoteliju Zil (38).

1.6 HEMOSTAZA

Hemostaza je za zivljenje nujen proces, ki prepreci izgubo krvi iz poSkodovane Zile,
obnovi poskodovani endotelij zil in ohranja kri tekoCo. Sistem hemostaze tako vzdrzuje

ravnotezje med prokoagulantnimi procesi (adhezija in agregacija trombocitev ter tvorba
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fibrinskega Cepa) in antikoagulantnimi procesi (naravna inhibicija koagulacije z inhibitorji
in fibrinoliza) (43, 44). Hemostazo delimo na dve fazi, ki se zacneta isto¢asno, vendar
potekata razli¢no hitro. Ko pride do vazokonstrikcije in nastanka trombocitnega ¢epa na
mestu poskodbe Zile, govorimo o primarni hemostazi ali zilni in trombocitni fazi. Pri
sekundarni hemostazi nastaja fibrin po zaporedju encimskih reakcij, ki jim pravimo
koagulacija krvi. Hkrati pa poteka razgradnja fibrina, zato sekundarni hemostazi pravimo

tudi faza strjevanja krvi (koagulacija krvi) in fibrinoliza (37, 45).

1.6.1 SEKUNDARNA HEMOSTAZA

Pri sekundarni hemostazi sodelujejo faktorji strjevanja krvi, ki so beljakovine, kalcijevi
ioni in fosfolipidi z negativno nabito povrSino (37). Vecina faktorjev strjevanja krvi se
sintetizira v jetrih, nekaj pa tudi v makrofagih, megakariocitih, trombocitih in endoteljiskih
celicah. Neaktivni faktorji strjevanja krvi se nahajajo v krvnem obtoku, razen tkivnega
faktorja (TF), ki je na povrsini celic, ki niso v stiku s krvjo. Aktivni faktorji strjevanja krvi
se odstranjujejo s krvnim obtokom v jetrih (37).

Koagulacija krvi se lahko sprozi po intrinzi¢ni ali ekstrinzi¢ni poti, obe pa pripeljeta do
aktivacije faktorja X (slika 13). Kompleks faktorjev Xa/Va pretvori protrombin v trombin,
ki je multifunkcionalen encim in pretvarja topni fibrinogen v netopni fibrin. Pod vplivom
faktorja Xllla, katerega aktivira tudi trombin, in kalcijevih ionov se polimerni fibrin pre¢no

poveze in fibrinski strdek postane bolj trden (37, 44).

intrinziéna pot
(kontaktna aktivacija)
poskodba
subendotelija

ekstrinziéna pot
(aktivacija tkivnega faktorja)

l travma
TFPI
Xl Xlla P
T vila Vil
XI Xla —
A ~7 ™S N tkivni faktor <«—— travma
: IX IXa Villa |
[— .Antithrombin
. Xa N
Protrombin (Il) — = Trombin (lla) .. skupna
Va R : ‘ pot
| V\_/ ‘
,,,,, \_~ .- Fibrinogen (1) Fibrin (a)
Xilla Xl
aktiviran protein C
Protein S preéno povezan

e fibrinski strdek

Protein C + trombomodulin

Slika 13: Shema strjevanja krvi: zelene puscice = aktivacija, rdeCe puscice = inhibicija
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Nastanek fibrina in vivo poteka po ekstrinzi¢ni poti ali aktivaciji TF, ki aktivira faktor 1X in
faktor X preko kompleksa TF/VIla. Kompleks TF/Vlla nastane, ko se na povrsini celic
razkrije TF (pri poskodbah tkiva ali zile) na katerega se veze faktor Vlla, ki se nahaja v
krvi (37). Intrinzi¢na pot ali kontaktna faza se sprozi, ko pride kri v stik s hrapavo povrsino
z negativnim elektricnim nabojem (subendotelij, steklo, kaolin, celit) ali pod vplivom
trombina, ki aktivira faktor XI (36, 45). Faktor Xla aktivira faktor IX, ki v kompleksu s
faktorjem VIlla aktivira faktor X (22). Intrinzi¢na pot je tako pospeSevalec reakcij

ekstrinzi¢ne poti (36).

Hkrati z nastajanjem fibrina se zacne tudi njegova razgradnja ali fibrinoliza, ki je
pomembna za ponovno vzpostavitev prehodnosti zil (36). Glavno vlogo pri tem ima
plazmin, ki nastane iz plazminogena in hidrolizira fibrinsko mrezo v topne produkte (37,
36). Zunaj strdka v normalnih razmerah plazmin ne more hidrolizirati fibrinogena,

faktorjev strjevanja krvi in drugih beljakovin, ker ga inaktivira ay-antiplazmin (37).

1.7 SINTEZNI ANALOGI AERUGINOSINOV IN SPUMIGINOV

Na uravnavanje hemostaze, predvsem sekundarne hemostaze, vplivamo tudi z
antitromboti¢nimi u¢inkovinami, s katerimi preprecujemo delovanje trombina. Trombin, ki
je sestavljen iz dveh polipeptidnih verig A (36 aminokislin) in B (259 aminokislin),
povezanih z disulfidnimi vezmi, ima na polipeptidni verigi B tri zepe (S1, S2 in S3) kamor
se umestijo inhibitorji tripsinu podobnih serinskih proteaz. Med Zepoma S1 in S2 se
nahajata Se oksianionska luknja (amidni NH skupini Ser195 in Gly193) ter kataliti¢na
triada (His57-Asp102-Ser195). Zelo podobna vezavna mesta ima tudi prebavni encim
tripsin, zato je tezko doseci selektivnost med trombinom in tripsinom.

S1 Zep trombina se od S1 Zepa tripsina razlikuje na mestu 190, kjer ima trombin Ala in
tripsin Ser (22). Oba encima pa tvorita vodikovo vez med Aspl89 v S1 Zepu serinske
proteaze in gvanidinsko skupino na P1 mestu aeruginosinov in spumiginov (2, 22). Ker
ima moc¢no bazi¢na skupina slabo biolosko razpolozljivost in in vivo aktivnost, so
poskusali najti nevtralno ali manj bazicno P1 skupino in hkrati povecati selektivnost za
trombin. Ugotovili so, da skupine propil imidazol, cianobenzil, nitrobenzil, 4-piridinil-
metil in 4-piperidinil-metil (slika 14) na mestu P1 enakovredno ali mo¢neje inhibirajo
trombin kot aeruginosin 298A, medtem ko inhibicija tripsina ni izraZzena ali pa se pojavi

nad koncentracijo 100 pg/mL tripsina (2).
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Slika 14: P1 skupine, ki enakovredno ali mo¢neje inhibirajo trombin kot derivat arginina:

(@) propil imidazol, (b) cianobenzil, (c) nitrobenzil, (d) 4-piridinil-metil in (e) 4-piperidinil-

metil

S2 zep je hidrofobni Zep, ki ga tvorita Tyr83 in Trp86, katera sta del zanke Tyr60a-Pro60b-
Pro60c-Trp60d. Pri tripsinu je zep S2 nekoliko vecji. Nasproti S2 zepa so Ser214-Trp215-
Gly216, ki tvorijo (predvsem Gly216) z inhibitorjem vsaj eno vodikovo vez in pripomorejo
k inhibiciji (2, 22). Aeruginosini in spumigini se v S2 Zep umestijo z delom molekule P2,
ki je jedro in je najmanj variabilni del molekule. Za sintezne analoge aeruginosinov so
uporabili L-Pro, ki je sintezno manj zahteven od Choi, in derivat o-aminofenola (slika 15),
ki simulira vodikovo vez z Gly216 (22, 46). Selektivnost za trombin se poveca tudi s
spremembo stereokemije Choi (2). Kot jedro so uporabili e N-amino-piridin-2-on in N-
amino-dihidropiridin-2-on na katera so pripeli na mesto P1 benzamidinsko skupino in na
mesto P3 arilsulfonamidno ali ariletilno skupino (slika 16). Te spojine imajo izvrstno

selektivnost za trombin in ICso v nanomolarnih koncentracijah (46).

Gly216

Slika 15: Derivat o-aminofenola in vodikovi vezi z Gly216

NH NH
y o " NH, doH © H NH,
N2 N LY N
soge s UG
N
CH CH H
3 3 CH, CH,
a b

Slika 16: Spojini z (a) N-amino-piridin-2-onskim in (b) N-amino-dihidropiridin-2-onskim
jedrom, ki inhibirata trombin v nanomolarnih koncentracijah; 1Cs je 23 nM (a) in 3 nM (b)

Oddaljeni S3 Zep je prav tako hidrofoben, vendar vecji kot S2 in ga tvorijo stranske verige
Leu99, llel74 in Trp215 (22). Zamenjava D-levcina s klorolevcinom znadilno poveca
aktivnost inhibitorja, saj »kloro« uc¢inek pripomore k hidrofobnemu efektu z izkljucitvijo

vode in povecanjem entropije (Slika 17). Hidrofobne in prostorsko primerne substituente na
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

mestu P3 med D-Pla in hidroindolnim jedrom prispevajo k ve¢jemu inhibitornemu uc¢inku.
Taksni substituenti sta D-izolevcil in 3-cikloheksillevcil (slika 18) (22, 46). Dobra P3
skupina je tudi naftalenska skupina naftalen sulfonamida (slika 19), ki tvori hidrofobne
interakcije v S3 Zepu. Pri indolizidinonskih analogih (slika 20) na mestu P3 igra
pomembno vlogo stereokemija benzilnega in primarnega amina ali hidroksilne skupine
(46).

O
T : :
N
N N N
o NH, H H
N O o
H H o H
o N Oy
_ _ HO HO
X=Cl (IC5o = 1 NM)
X=H (ICso = 97 NM) ICs50=2NM ICs0 =2 M
Slika 17: Vpliv klora Slika 18: D-izolevcilni analog (levo) in

3-cikloheksillevcilni analog (desno)

N

CH
é
HN N X
0=$-0OH NH, O s ~NH
H X=0H (ICs, = 20 M) NH;
X=NH, (ICs0 = 3 NM) H

Slika 19: Naftilsulfonamidni fenolni analog Slika 20: Indolizidinonska analoga

Prototip sinteznega zaviralca trombina je spojina PPACK (D-Phe-Pro-Arg-
klorometilketon) (slika 21), ki ima mo¢no inhibitorno aktivnost za trombin (ICsp = 0,003
ug/mL), kar je posledica klju¢nih interakcij z S1, S2, S3 Zepi in Ser iz kataliti¢ne triade. Na

podlagi PPACK so sintetizirali Stevilne zaviralce serinskih proteaz (46).

S2

P2
S3

P3 kataliticna triada in
é]/ oksianionska luknja
Gly216

Slika 21: Struktura D-Phe-Pro-Arg-klorometilketona (PPACK) in mesta vezave v serinski
proteazi
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2 NACRT ZA DELO

Pri eksperimentalnem delu te diplomske naloge smo v okviru mednarodnega projekta
MAREX na Katedri za farmacevtsko kemijo naredili naslednji naért za delo sinteze
analogov spumiginov, ki bodo potencialni zaviralci serinske proteaze trombina. Kot jedro
molekule (P2 mesto) bomo vzeli indolin (2,3-dihidro-1H-indol), ki se bo umestil v S2 Zep
encima. Najprej bomo na indol-2-karboksilno kislino, ki bo jedro (mesto P2), pripeli preko
karbonilne skupine arginin (P1 mesto), ki se bo umestil v specifi¢ni S1 zep encima in tvoril
vodikovi vezi z Asp189 (gvanidinski del) in His57 (karboksilna skupina). Nato bomo na
NH skupino indol-2-karboksilne kisline pripeli dipeptid iz nepolarnega fenilalanina in

fenilmlec¢ne kisline (P3 mesto), ki se bosta umestila v oddaljeni hidrofobni S3 Zep encima.

Prekurzor P1-P2 bomo sintetizirali iz Z-arginina (1) in indol-2-karboksilne kisline (11).
Najprej bomo Z-arginin spremenili v metilni ester (zas¢ita COOH skupine), dodatno
zascCitili Se gvanidinski del z Boc zas¢ito in odstranili Z zaSCito s Kkatalitskim
hidrogeniranjem. Sledilo bo pripajanje aktivirane indol-2-karboksilne kisline v obliki
kislinskega klorida (slika 22).

H,N Boc_—_NH
hPFNH
COOH COOCH, COOCH;
= Boc
H
3
z
Boc—NH
- © »—NH
z \gko COOCH;Z
U Boc
33 Ha
H H
N  OH N
— cocl
T~ — O
0
11 12
Boc
N/
NH
COOCH3 Boc

Slika 22: Shema sinteze prekurzorja P1-P2 iz Z-arginina in indol-2-karboksilne kisline
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Prekurzor P3 (25) bomo sintetizirali iz fenilalanina (18), ki ga bomo predhodno spremenili
v metilni ester (zas¢ita COOH skupine) in fenilmle¢ne kisline (20), kateri bomo predhodno

za$¢itili OH skupino z benzilno zas¢ito (slika 23).

COOH

.

COOH COOCH;4 COOH

18 19 23
COOH
(@)

Slika 23: Shema sinteze prkurzorja P3 iz fenilalanina in fenilmle¢ne kisline

Zadnji del sinteze bo pripajanje prekurzorja P1-P2 s kislinskim kloridom prekurzorja P3
(26). Na koncu bomo odstranili Se vse za$Cite (Boc, metilni ester in benzil) in delno
hidrogenirali indolni obro¢, da bomo dobili indolin (slika 24). Uspesnost reakcij bomo
preverjali s TLC in NMR.
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WCOCH o 3
N COOCH
HN_ O 3
> m 0 H H 4<_\;

_—
+

0 o NH Boc
K@ NH
7
[::j Boc

25 26 34

O g \ O 7
HOOC NH Boc
H 35

Slika 24: Shema sinteze kon¢ne spojine iz prekurzorja P1-P2 in prekurzorja P3
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Uporabljali smo reagente proizvajalcev Acros Organics, Bachem, Merck in Sigma-Aldrich
ter topila proizvajalcev Carlo Erba Reagent, Merck, Panreac in Sigma-Aldrich.

3.2 METODE

3.2.1 KROMATOGRAFSKE METODE

TANKOPLASTNA KROMATOGRAFUA (TLC)
Uporabljali smo plosce Silica gel 60 F254 (Merck) z 0,20 mm debelim nanosom silikagela

na aluminijastem nosilcu. Za detekcijo spojin na kromatografskih plo§¢ah smo uporabljali

UV lucko z valovno dolzino 254 nm in 366 nm ter orositveni reagent ninhidrin.

KOLONSKA FLASH KROMATOGRAFIJA

Kot stacionarno fazo smo uporabili silikagel Kieselgel 60 z velikostjo delcev 0,040-0,063

mm.

3.2.2 SPEKTROSKOPSKE METODE

JEDERNA MAGNETNA RESONANCA (NMR)
'H NMR spektre smo posneli z instrumentom Bruker Avance 400. Kot topilo smo
uporabili DMSO-ds. Spektri so bili posneti pri 400 MHz.

3.2.3 NOMENKLATURA IN RISANJE SPOJIN

Za risanje strukturnih formul in poimenovanje spojin smo uporabili ra¢unalniski program

ChemDraw, verzija 12.0, podjetja CambridgeSoft.
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4 EKSPERIMENTALNO DELO

41 SINTEZA PREKURZORJA P1-P2

411 SINTEZAESTRA

a) SINTEZA METILNEGA ESTRA Z-ARGININA

H,N H,N

>/._NH SOCl,, ’ }/._NH

HN COOH MeOH HN \—\_<COOCH3
—_—
x HCl

NH NH
Z 5 zZ

g

Zatehti Z-Arg (1) (1,013 g; 3,29 mmol) v bucki smo dodali metanol (15 mL), bucko
postavili na zmes ledu in vode ter ob meSanju preko kapalnika z metanolom (10 mL)
dodali SOCI; (0,72 mL; 9,86 mmol). Ko se je vsa spojina 1 raztopila, smo reakcijsko zmes
meSali Se 15 minut pri 0 °C. Nato smo prestavili bucko v oljno kopel in segrevali pri 65 °C
ter ob meSanju pustili reakcijo potekati Se 24 ur. Naslednji dan smo odparili topilo pod
znizanim tlakom z rotavaporjem in sprali vsebino bucke z etrom (3 x 5 mL). Eter smo
odlili in preostanek odparili pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Dobili smo 1,238 ¢

brezbarvne oljnate spojine 2.

Izkoristek reakcije: 105 % (ker je spojina v obliki hidroklorida, ta veze vodo)

(S)-metil 2-(((benziloksi)karbonil)amino)-5-gvanidinopentanoat |Mr =3224

izgled [brezbarvno olje

1analiza d [ppm] = 1,52 (q, 2H, J = 7,2 Hz,-C-CH,-CH,-C); 1,60 - 1,73 (m, 2H, -C-
H-NMR : - -CH--CH--CH.-C) -
(DMSO-ds, CH,-CH,-C); 3,09 (d, 2H, J = 6,8 Hz, N-CH,-CH,-CH,-C); 3,64 (s, 3H,
400 MHz) |OCHj3); 4,03 - 4,08 (m, 1H, -CH,-CH(-CO)-N); 5,05 (s, 2H, -O-CH,-Ar); 7,33 -
7,39 (m, 6H, H-Ar in -CH-NH-CO); 7,10 (s, 2H, -NH.); 7,82 (d, 1H, J = 7,6

Hz, H,N-C(=NH)-NH-C): 8,67 (s, 1H, HaN-C(=NH)-NH-C)
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b) SINTEZA ETILNEGA ESTRA ARGININA

H,N H,N

}/._NH socl, }/._NH

HN \—\_<OOH EtOH HN \_\_<OOCHZCH3
_—
9 H, x 2 HCl H, 10

Argininu (9) (1,0 g; 5,75 mmol) smo dodali etanol (15mL), bucko postavili na zmes ledu in
vode ter ob meSanju preko kapalnika z etanolom (10 mL) dodali SOCI, (1,25 mL; 17,25
mmol). Ko se je raztopila vsa spojina 9, smo reakcijsko zmes mesali pri 0 °C Se 15 minut,
nato pa prestavili bu¢ko v oljno kopel in dvignili temperaturo na 65 °C ter ob mesanju
pustili reakcijo potekati Se 24 ur. Naslednji dan smo odparili topilo pod zniZzanim tlakom z
rotavaporjem in sprali vsebino bucke z etrom (3 x 5 mL). Eter smo odlili in preostanek

odparili pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Dobili smo 1,970 g spojine 10.

Izkoristek: 125 % (ker je spojina v obliki hidroklorida, ta veZe vodo)

etil 2-amino-5-gvanidinopentanoat |Mr =202,3

izgled [rumenkasto olje

lanaliza d [ppm] = 1,06 (t, 3H, J = 7 Hz,-O-CH,-CHjs); 1,47 - 1,67 (m, 2H, -CH,-CH>-
H-NMR , ) _ i N
(DMSO-d, CH,.); 1,81 - 1,85 (m, 2H, -CH,-CH,-CH-); 3,14 (d, 2H, J = 6 Hz,-CH,-NH
400 MHz) |C=N); 3,44 (q, 2H, J = 6,9 HZ, -O-CH,-CHj3); 4,00 - 4,04 (m, 1H, -CH,-CH(-
CO)-NHy); 7, 15 (s, 2H, -CH-NH,); 7,50 (s, 2H, HN=C-NHy); 7,97 (t, 1H, J =

6 Hz, H,N-C(=NH)-NH-C); 8,66 (s, 1H, H,N-C(=NH)-NH-C)
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4.1.2 ZASCITA GVANIDINSKEGA DELA Z BOC,0

a) ZASCITA GVANIDINSKEGA DELA METILNEGA ESTRA Z-ARGININA

H,N
»—NH
HN \_\_<;:OOCH3
x HCl H
Z

2

Boc,0,
DIPEA
Boc Boc Boc—N Boc

HN HN
,\PfNH ’\P/—NH ’?*'\r
’ COOCH; + COOCH, *+ H; COOCH;
Boc Boc
5

NH H H
3 z 4 Boc 7z

Spojino 2 (3,35 g; 9,34 mmol) smo raztopili v acetonitrilu (130 mL), prepihali z argonom
in ob mesanju dodali bazo DIPEA (4,8 mL; 28 mmol) in BOC,0 (6,3 g; 28 mmol).
Reakcijo smo pustili potekati pri sobni temperaturi in ob meSanju v inertni atmosferi 24 ur.
Potek reakcije smo spremljali preko TLC (EA:HEK = 2:5) in naslednji dan, po odparitvi
topila pod zniZzanim tlakom z rotavaporjem, smo dobljeno reakcijsko zmes raztopili v
DKM (100 mL) in sprali z 1M HCI (3 x 30 mL), nasi¢eno raztopino NaHCO3 (3 x 30 mL)
in nasi¢eno raztopino NaCl (2 x 30 mL). Zbrali smo organsko fazo, h kateri smo dodali
susilno sredstvo Na,SO,, jo filtrirali, odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem in
ostanek ocistili s flash kolono (EA:HEK = 3:8) ter dobili spojine: 3 (203 mg), 4 (351 mg)
in5 (3,916 g).

Izkoristek reakcije (skupni): 84,5 %
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Izkoristek reakcije (spojina 3): 4,16 %
Rt (EA:HEK =2:5) =0,21

(S)-metil 2-(((benziloksi)karbonil)amino)-5-(2,3-bis(terc-
butoksikarbonil)gvanidino) pentanoat

Mr =522,6

izgled

motno olje

analiza
'H-NMR
(DMSO-dg,
400 MHz)

5 [ppm] = 1,39 (s, 9H, Boc-); 1,48 (s, 9H, Boc-); 1,53 - 1,69 (m, 4H, -CH-CH,-
CHy-CHa-); 3,28 (g, 2H, J = 6,4 Hz, -NH-CH,-CH,-); 3,65 (s, 3H, -O-CH);
4,03 - 4,10 (M, 1H, -CO-(CH,)-CH-N); 5,04 (s, 2H, -O-CH,-Ar); 7,30 - 7,40
(m, 5H, H-Ar); 7,79 (d, 1H, J = 7,6 Hz, -CH-NH-CO-); 8,30 (t, 1H, J = 5,4 Hz,
-CH,-NH-CN-); 11,50 (s, 1H, -CO-NH-CN-)

Izkoristek reakcije (spojina 4): 7,69 %
R¢ (EA:HEK =2:5) = 0,34

(S)-metil 5-(2,3-bis(terc-butoksikarbonil)gvanidino)-2-((terc-
butoksikarbonil)amino) pentanoat

Mr = 488,6

izgled

motno olje

analiza
'H-NMR
(DMSO-dg,
400 MHz)

d[ppm] = 1,38 (s, 9H, Boc-); 1,41 (s, 9H, Boc-); 1,49 (s, 9H, Boc-); 3,62 (s, 3H,
-OCHs); 3,75 - 3,80 (m, 2H, -CO-N-CH,-CHy-); 3,95 - 3,99 (m, 1H, -CO-
(CH2)-CH-N); 7,29 (d, 1H, J = 7,6 Hz, -CH-NH-CO-); 9,07 (s, 2H, -CN-NH,)

Izkoristek reakcije (spojina 5): 80,3 %
Rt (EA:HEK = 2:5) = 0,29

(S)-metil 2-(((benziloksi)karbonil)amino)-5-(1,2-bis(terc-
butoksikarbonil)gvanidino) pentanoat

Mr =522,6

izgled

motno olje

analiza
'H-NMR
(DMSO-dg,
400 MHz)

d[ppm] = 1,38 (s, 9H, Boc-); 1,48 (s, 9H, Boc-); 3,63 (s, 3H, -COOCHj3); 3,76 -
3,82 (m, 2H, -CO-N-CH,-CH>-); 4,08 - 4,10 (m, 1H, -CO-(CH,)-CH-N); 7,32 -
7,38 (m, 5H, H-Ar); 7,79 (d, 1H, J = 8,0 Hz, -CH-NH-CO-); 9,08 (s, 2H, -CN-
NH)
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PREVERJANJE AKTIVNOSTI AMINO SKUPINE PRI SPOJINI 5

Boc,0, DIPEA,
DMAP

COOCH; — 3¢ »
éoc

Spojino 5 (127 mg; 0,24 mmol) smo raztopili v acetonitrilu (10 mL), prepihali z argonom
in ob meSanju dodali DIPEA (42 uL; 0,24 mmol), DMAP (3,0 mg; 24,3 pumol) ter BOC,0
(55 mg; 0,24 mmol) raztopljenega v 1 mL acetonitrila. Po 30 minutah meSanja na sobni
temperaturi smo naredili TLC (EA:HEK = 2:5) in pustili reakcijo meSati na sobni

temperaturi Se tri dni. Reakcija ni potekla.

b) ZASCITA GVANIDINSKEGA DELA Z-ARGININA V DVOFAZNEM SISTEMU

H,N H,N  Boc
>_NH 1. NaOH, H,0 N
HN COOH  2.Boc,0, THF 4 COOH
\_\—< > Boc \_\_<N
NH H
1 z 6 z

Zatehti spojine 1 (1,00 g; 3,24 mmol) smo dodali vodo (15 mL) in NaOH (3,3 mL; 6,81
mmol), ki smo ga pripravili kot 2M raztopino. V THF (15 mL) smo raztopili Boc,O (1,53
g; 6,81 mmol) in ga ob meSanju dodali preko kapalnika k reakcijski zmesi. Po 48 urah smo
odparili topilo THF pod znizanim tlakom z rotavaporjem, vodno raztopino pa nakisali do
pH 4 z 1M HCI in sprali z DKM (3 x 30 mL). Zbrali smo organsko fazo, ki smo ji dodali
Na,SO0y, jo filtrirali in odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Ostanek smo
ocistili s flash kolono (DKM:MeOH + 1 % AA = 32:1 + 1 % AA) in dobili 280 mg spojine
6.

Izkoristek reakcije: 17 %

Rf (EA + 1% AA) = 0,42
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(S)-2-(((benziloksi)karbonil)amino)-5-(1,2-bis(terc- Mr =508,6
butoksikarbonil)gvanidino)pentanonska kislina
izgled [brezbarvno olje

1analiza d[ppm] = 1,40 (s, 9H, Boc-); 1,47 (s, 9H, Boc-); 3,78 (t, 2H, J = 0,6 Hz, -CO-
H-NMR |\ _CH,-CHo-); 3,96 - 3,99 (m, 1H, -CO-(CHy)-CH-N); 7,30 - 7,39 (m, 5H, H-
(DMSO-d,
400 MHz) |Ar); 7,63 (d, 1H, J = 8,0 Hz, -CH-NH-CO-): 9,08 (s, 2H, -CN-NH.,); 12,38 (s,

1H, -COOH)

4.1.3 ODSTRANJEVANJE BENZIL KARBAMATNE ZASCITE S
KATALITSKIM HIDROGENIRANJEM

41.3.1 KATALITSKO HIDROGENIRANJE V NEVTRALNIH POGOJIH

HoN Boc

N
I'P/
COOCH
H.N H,, Pd/C, é 3
2 oC
EtOH
/>—N H,

Boc
COOCH;
éOC
NH
z H,N
S H,, Pd/C, NI
EtOH N / COOCH,8
éOC
NH

7 éOC

a) Spojino 5 (2,8 g; 5,4 mmol) smo raztopili v brezvodnem etanolu (20 mL), prepihali z
argonom in dodali 10 % paladija na ogljiku (280 mg). Reakcijsko zmes smo ob meSanju
prepihovali z vodikom. Po 30 minutah smo preverili potek reakcije s TLC (EA:HEK = 1:1)
in po potrebi pustili dlje (do 1 ure). Nato smo reakcijsko zmes filtrirali preko diatomejske
zemlje in vate, odparili topilo pod zniZzanim tlakom z rotavaporjem in ostanek ocistili s
flash kolono (EA:HEK = 1:5). Dobili smo 0,719 g spojine 7, ki smo jo takoj uporabili za
pripajanje aktivirane indol-2-karboksilne kisline. Kasneje se je izkazalo, da smo dobili

Spojino 7, namesto pri¢akovane spojine.
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Izkoristek reakcije: 27,3 %
Rf (EA:HEK=1:3) = 0,44

(S)-metil 5-(1,2-bis(terc-butoksikarbonil)gvanidino)-2-((terc- Mr = 488,6
butoksikarbonil)amino) pentanoat
izgled |brezbarvno olje

lanaliza d[ppm] = 1,38 (s, 9H, Boc-); 1,41 (s, 9H, Boc-); 1,49 (s, 9H, Boc-); 1,56 (t, 4H,

H-NMR |, _ . ALY _
(DMSO-dg,|° = 8:0 H2, ~CHz-CHa- CHp-CH=); 3,62 (5, 3H, -O-CHg); 3,77 (d, 2H, J = 6,0
400 MHz) [Hz, =N-CH,-); 3,97 — 3,99 (m, 1H, =CH-); 7,30 (d, 1H, J = 8,0 Hz, -CO-NH-

CH=); 9,8 (s, 2H, -NH,)

Ha, PdiC, COOH
H, N EtOH éoc
COOH
éOC

H, N
H,, Pd/C,

EtOH OO
éOC

8 éOC

b) Spojino 6 (107 mg; 0,21 mmol) smo raztopili v brezvodnem etanolu (10 mL), prepihali
z argonom in dodali 10 % paladija na ogljiku (11 mg). Reakcijsko zmes smo ob mesanju
prepihovali z vodikom. Po 30 minutah smo preverili potek reakcije s TLC (EA in 1 % AA).
Ko je hidrogeniranje poteklo, smo reakcijsko zmes filtrirali preko diatomejske zemlje in
vate ter odparili topilo pod zniZzanim tlakom z rotavaporjem. Dobili smo 59 mg spojine, Ki
smo jo takoj uporabili za pripajanje aktivirane indol-2-karboksilne kisline. Kasneje se je

izkazalo, da smo dobili spojino 8, namesto pri¢akovane spojine.

Izkoristek: 76,2 %
Rf (EA+1 % AA) =0
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4.1.3.2 KATALITSKO HIDROGENIRANJE V KISLIH POGOJIH

H2
H,, Pd/C,

COOCH,  CH;COOCH COOCH,
éoc . x éoc

éoc

Spojino 5 (117 mg; 0,22 mmol) smo raztopili v brezvodnem etanolu (15 mL), dodali
ocetno kislino (77 uL; 1,34 mmol), prepihali z argonom in dodali 10 % paladija na ogljiku
(12 mg). Reakcijsko zmes smo prepihovali 1 uro z vodikom. Nato smo reakcijsko zmes
filtrirali preko diatomejske zemlje in vate, odparili topilo pod znizanim tlakom z
rotavaporjem in ostanek ocistili s flash kolono (EA:HEK = 1:1). Dobili smo 60 mg spojine,
ki pa je nismo uspeli identificirati z ‘*H NMR:

Rf (EA:HEK=1:1) = 0,59

414 AKTIVIRANJE INDOL-2-KARBOKSILNE KISLINE

41.4.1 SINTEZA KISLINSKEGA KLORIDA

(COCly,, DKM,
DMF

H
N N

- |

©/\/%COOH ©/\/fcoc

11 12

a) Zatehti indol-2-karboksilne kisline (11) (0,166 g; 1,03 mmol) smo dodali brezvodni
DKM (20 mL), bucko postavili na zmes ledu in vode ter prepihali z argonom. Med
meSanjem smo dodali 2 kapljici katalizatorja DMF in preko kapalnika z brezvodnim DKM
(5 mL) dodali (COCI); (108 uL; 1,24 mmol). Po 1 uri meSanja na sobni temperaturi, Smo
odparili topilo pod zniZzanim tlakom z rotavaporjem, ostanek sprali z etrom, ki smo ga
odlili in ostanek odparili pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Dobljeno spojino (rumeni
kristali) smo takoj uporabili za nadaljno reakcijo pripajanja.
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

SOCl,, DKM,
DMF

H
¥ N

- |

©/\/%COOH ©/\/fcoc

11 12

b) Spojino 11 (81 mg; 0,50 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM (10 mL), bucko
postavili na zmes ledu in vode ter prepihali z argonom. Med meSanjem smo dodali 2
kapljici katalizatorja DMF in preko kapalnika z brezvodnim DKM (5 mL) dodali SOCI,
(55 pL; 0,75 mmol). Bucko smo nato prenesli v oljno kopel in refluktirali reakcijsko zmes
pri 50 °C 1 uro. Nato smo odparili topilo pod zniZzanim tlakom z rotavaporjem, ostanek
sprali z etrom, ki smo ga odlili in ostanek odparili pod zniZzanim tlakom z rotavaporjem.

Dobljeno spojino smo takoj uporabili za nadaljno reakcijo pripajanja.

SOCl,, toluen,
H piridin §
- |
11 12

¢) Spojini 11 (81 mg; 0,50 mmol) smo dodali toluen (15 mL), bu¢ko postavili na zmes ledu
in vode, med meSanjem dodali piridin (40,5 uL; 0,50 mmol), prepihali z argonom in dodali
preko kapalnika s toluenom (5 mL) SOCI; (73 pL; 1,00 mmol). Nato smo buc¢ko prestavili

v oljno kopel in dvignili temperaturo reakcijske zmesi na 100 °C. Nastala je ¢rna snov.

H
H SOCl,, DKM, H
- |
11 12

d) Spojini 11 (81 mg; 0,50 mmol) smo dodali 3 do 5 mL brezvodnega DKM, prepihali z
argonom in med meSanjem dodali preko kapalnika z brezvodnim DKM (do 5 mL) SOCI;,
(73 pL; 1,00 mmol). Bucko smo prestavili v oljno kopel in med meSanjem segrevali
reakcijsko zmes pri 70 °C 2 uri. Nato smo odparili topilo pod znizanim tlakom z
rotavaporjem, ostanek sprali z etrom, ki smo ga odlili in ostanek odparili pod zniZzanim
tlakom z rotavaporjem. Dobili smo 98,3 mg spojine, ki smo jo takoj uporabili za nadaljno

reakcijo pripajanja.
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

4.1.4.2 SINTEZA ANHIDRIDA

H H
N DIC, DKM N o N
2 COOH >
©i/f ] \

11 13

Spojini 11 (52 mg; 0,32 mmol) smo dodali do 5 mL brezvodnega DKM, bucko postavili na
zmes ledu in vode ter prepihali z argonom. Med meSanjem smo dodali DIC (252 uL; 1,61
mmol) in meSali Se 1 uro pri sobni temperaturi. Nato smo vsebino bucke filtrirali, odparili
topilo pod zniZanim tlakom z rotavaporjem in ostanek sprali z etrom, ki smo ga odlili in
ostanek odparili pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Dobili smo 38 mg spojine, katero

smo takoj uporabili za nadaljno reakcijo pripajanja.

Izkoristek reakcije: 78 %
Rf (DKM:MeOH=9:1) = 0,84

4143 AKTIVACIUASTBTU

H N-metilmorfolin, H
N TBTU, DMF N  TBTU
)—COOH . )

11 14

a) Spojini 11 (37 mg; 0,23 mmol) smo dodali brezvodni DMF, prepihali z argonom in med
meSanjem dodali N-metilmorfolin (50 uL; 0,45 mmol) ter TBTU (84 mg; 0,26 mmol).
Reakcijsko zmes smo pri sobni temperaturi meSali Se 1 uro, nato smo odparili topilo pod
znizanim tlakom z rotavaporjem in vsebino bucke takoj uporabili naprej za reakcijo

pripajanja.
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

N-metilmorfolin,

H H
N TBTU, DKM N TBTU
)—COOH N p

11 14

b) Spojini 11 (31 mg; 0,19 mmol) smo dodali brezvodni DKM (5 mL), prepihali z argonom
in med meSanjem dodali N-metilmorfolin (42 uL; 0,38 mmol) ter TBTU (71 mg; 0,22
mmol). Reakcijsko zmes smo pri sobni temperaturi meSali Se 1 uro, nato smo vsebino

bucke takoj uporabili naprej za reakcijo pripajanja.

R¢ (DKM:MeOH=9:1) = 0,19
4144 AKTIVACIJA Z N-HIDROKSISUKCINIMIDOM
o N o
H \]\;):O H ﬁ
N . DDC, THF N o
©/\/%COOH - )

11 15

Spojini 11 (105 mg; 0,65 mmol) smo dodali THF (3 mL), bucko postvili na zmes ledu in
vode, med meSanjem dodali N-hidroksisukcinimid (80 mg; 0,68 mmol) in DDC (141 mg;
0,68 mmol). Po 10 minutah smo dvignili temperaturo na sobno temperaturo in pustili
meSati Se 24 ur. Nato smo odparili topilo pod zniZzanim tlakom z rotavaporjem, ostanek
ocistili s flash kolono (EA:HEK = 5:1) in dobili 85 mg spojine 15.

Izkoristek: 53,8 %
Rf (EA:HEK =5:1) = 0,23

1-(1H-indol-2-karbonil)pirolidin-2,5-dion |Mr =242,2

izgled  [beli kristali

analiza |d[ppm] = 2,92 (s, 4H, -CO-CH,-CH,-CO-); 7,15 - 7,77 (m, 5H, H-Ar in H-C®

1
(Dl;\lﬂl;lg/llg indol-2-karboksil-); 12,43 (s, 1H, C-NH-C)
U6,

400 MHz)
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

415 PRIPAJANJE DERIVATA ARGININA NA AKTIVIRANO INDOL-2-
KARBOKSILNO KISLINO

4.15.1 SINTEZA SPOJINE 16 1Z ETILNEGA ESTRA ARGININA IN KISLINSKEGA
KLORIDA SPOJINE 11

HN_ NH,
NH
COOEt H
N TEA, DKM
e

HzN}/_ . H 7 mCOCI . HN“>COOE

HN 10 x 2 HCl 12 N 0
] 16

a) Spojino 10 (246 mg; 1,0 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM (20 mL), bucko
postavili na zmes ledu in vode, prepihali z argonom ter med meSanjem dodali TEA (416
ulL; 3,0 mmol) in pocasi dokapavali spojino 12 (1,0 mmol) raztopljeno v brezvodnem
DKM (1 mL). V inertni atmosferi smo reakcijo pustili meSati Se 24 ur in njen potek
spremljali preko TLC (DKM:MeOH = 19:1). Nastala je bela oborina.

HN_ _NH,
NH
COOEt
H

H,N H, N TEA, DMF

N * ©/\/fCOC'%H ., HN“ COOE
HN
10 x2Hcl 12 N o

| 16

b) Spojino 10 (69 mg; 0,25 mmol) smo raztopili v brezvodnem DMF (10 mL), bucko
postavili na zmes ledu in vode, prepihali z argonom ter med meSanjem dodali TEA (69 uL;
0,5 mmol) in poc¢asi dokapavali spojino 12 (0,25 mmol) raztopljeno v brezvodnem DMF (1
mL). V inertni atmosferi smo reakcijo pustili mesati Se 24 ur in njen potek spremljali preko
TLC (DKM:MeOH = 19:1).
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

HNYNHZ
NH
COOEt
H
H,N MHZ N DMF
)—NH * )—COCl ——%— ., HN">COOE
HN
10 x2Hcl 12 N o
| 16

c) Spojino 10 (138 mg; 0,50 mmol) smo raztopili v brezvodnem DMF (1 mL), bucko
postavili na zmes ledu in vode, prepihali z argonom ter med meSanjem pocasi dokapavali
spojino 12 (0,40 mmol) raztopljeno v brezvodnem DMF (1 mL). V inertni atmosferi smo
reakcijo pustili mesati Se 24 ur in njen potek spremljali preko TLC (DKM:MeOH = 5:1).

4.1.5.2 ETILNIESTER ARGININA IN ANHIDRID SPOJINE 11

HN_  NH,
COOEt NH
NH, y 9 9
x 2 HCI N N DMF, DMAP
+ 0O —>%—>  HN-~ “COOEt
| | H
H,N__NH H
T v o
H 16

10

Spojino 10 (25 mg; 0,09 mmol) smo raztopili v brezvodnem DMF (1 mL), bu¢ko postavili
na zmes ledu in vode, prepihali z argonom in dodali spojino 13 (0,18 mmol). Nato smo
temperaturo reakcijske zmesi dvignili na sobno temperaturo in po nekaj minutah (10 min)
dodali kristal DMAP. Reakcijo smo ob meSanju na sobni temperaturi pustili Se 24 ur in
njen potek spremljali preko TLC (DKM:MeOH = 9:1).
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

4.15.3 DERIVAT ARGININA IN AKTIVIRANA SPOJINA 11 S TBTU

HN_ NH,

HooC  Boc NH

N-metilmorfolin,

NH
Boc H 0
N DKM
N + / >
H,N \< BTU Y HN COOH
14

Boc”

pd

8
17

a) Spojino 8 (59 mg; 0,16 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM (1 mL), prepihali z
argonom, med meSanjem dodali N-metilmorfolin (17 uL; 0,16 mmol) in pocasi preko
kapalnika dodali spojino 14 (0,23 mmol) raztopljeno v DKM. Po 24 urah meSanja na sobni
temperaturi in v inertni atmosferi smo odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem,
sprali zmes z etrom, ki smo ga odlili in ostanek odparili pod zniZzanim tlakom z
rotavaporjem. Vsebino bucke smo ocistili s flash kolono (DKM:MeOH + 1 % AA =
9,2:0,8 + 1 % AA) in dobili 28 mg belih kristalov, ki niso bili zelena spojina.

HN_NH,

COOEt
N-metilmorfolin,

H
H,N MHZ . ©1N)_/<(T) DKM
H >
>_ x 2 HCl / BTU HN~ ~COOEt

HN
10 14 ’ O

ZT

16

b) Spojino 10 (62 mg; 0,22 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM (10 mL), prepihali z
argonom, med mesSanjem dodali N-metilmorfolin (50 pL; 0,45 mmol) in pocasi dokapavali
spojino 14 (0,23 mmol) raztopljeno v DKM. Po odparitvi topila pod zniZzanim tlakom z
rotavaporjem, smo ostanek sprali z etrom, ki smo ga odlili in ostanek odparili pod zniZzanim
tlakom z rotavaporjem. Vsebino bucke pa smo ocistili s flash kolono (DKM:MeOH = 9:1)

in lo¢ili dve spojini (31 mg in 78 mg).
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

4.15.4 ARGININ IN SPOJINA 15

HN_ NH,

COOH H NaRCOs,

N O dioksan/voda
+ - =
N M_/—%Hz % o ., HN">COOH
»—NH N
HN o 15 O;Qj/ ) o)

17

Arginin (9) (56 mg; 0,32 mmol) smo raztopili v 2 mL zmesi dioksan/voda (1/1), med
meSanjem dodali NaHCO3 (40 mg; 0,48 mmol) in spojino 15 (85 mg; 0,35 mmol). Po 24
urah meSanja na sobni temperaturi smo odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem,
nakisali vodno fazo s KHSO4 do pH = 4 in spirali z EA (3 x 30 mL). Zbrali smo vodno
fazo in oborino ter odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Ostanek v bucki
smo raztopili v metanolu (2 mL), ga odistili s flash kolono (MeOH:EA=2:1) in dobili 33
mg spojine 17.

Izkoristek reakcije: 32,5 %
R¢ (MeOH:EA = 3:1) = 0,24

5-gvanidino-2-(1H-indol-2-karboksamido)pentanojska Kislina |Mr =317,3

izgled |brezbarvno olje

1ﬁﬂﬂxﬁa 8[ppm] = 1,51 — 1,66 (M, 2H, -CH,-CH,-CH,-); 1,72 - 1,94 (m, 2H, -CH,-CH,-
(DMSOd&CH:XBJO¢2H_J:&BHL-NgﬂgCHTX424-429mm1H;CO{CHQ-
400 MHz) [CH-N-); 6,96 -7,53 (m, 5H, H-Ar in H-C-indol-2-karboksil); 7,90 (s, 2H, -
NH,); 8,38 (d, 1H, J = 7,6 Hz, -NH-CH,-); 9,31 (s, 1H, HN=C=); 11,58 (s, 1H,

-COOH)
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

4.2 SINTEZA PREKURZORJA P3

TMSCHN,, 1. NaH, DMF CoocH

COOH' pM/MeOH COOCH; 5. gngr, TBAI 3
SR SR
20 21 22
LIOH, THF,
COOH MeOH
DA
18

COOCH, COOH
+
(k. DS
19

23

EDC, HOB,
TEA, DKM, DMAP

COOCH, COOH

o/\© LiOH, THF - O/\©
24

25
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

4.2.1 SINTEZA SPOJINE 23 I1Z FENILMLECNE KISLINE

COOH

°
o i
I

TMSCHN,,
DKM/MeOH
COOCH COOH
COOCHS 1. NaH, DMEF 3 LIOH, THF,
H 2. BnBr, TBAI MeOH
> —_— >
21 22 23

4211 SINTEZA METILNEGA ESTRA

TMSCHN,,
COOH

DKM/MeOH COOCH;,4
T Ol

20 21

Fenilmle¢no kislino (20) (1,05 mg; 6,30 mmol) smo raztopili v zmesi diklorometan/voda
(3:1, 28 mL), bucko postavili na zmes ledu in vode ter med meSanjem dodali TMSCHN,
(4,7 mL; 9,48 mmol). Temperaturo smo dvignili na sobno temperaturo in po 15 minutah
meSanja reakcijsko zmes odstavili, odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem in
ostanek odistili s flash kolono (EA:HEK = 1:2). Dobili smo 1,09 g spojine 21.

Izkoristek: 95,8 %
Rf (EA:HEK =1:2) = 0,37

metil 2-hidroksi-3-fenilpropanoat |Mr =180,2

izgled [brezbarvno olje

analiza |5[ppm] = 2,78 - 2,97 (m, 2H, Ar-CH,-); 3,61 (s, 3H, -O-CHs); 4,22 - 4,26 (m,

1
(DT;.E'Q”E} 1H, HO-CH=); 7,20 - 7,29 (m, 5H, Ar-H)
~U6,

400 MHz)
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

4.2.1.2 UVEDBA BENZILNE ZASCITE

H COOCH
COOCHs | NaH, THE °
H 2. BnBr, TBAI

21 22

a) NaH (167 mg; 6,62 mmol) smo raztopili v THF (25 mL), bucko postavili na zmes ledu
in vode, prepihali z argonom ter med meSanjem dodali v THF (20 mL) raztopljeno spojino
21 (994 mg; 5,52 mmol). Po 15 minutah meSanja pri 0 °C in v inertni atmosferi smo dodali
BnBr (736 pL; 6,07 mmol) ter TBAI (208 mg; 0,55 mmol). Reakcijo smo, po uri in pol
meSanja v inertni atmosferi in pri 0°C, ustavili s pufrom pH 6 do 7. Vodno fazo smo nato
spirali z EA (3 x 30 mL) in zbrani organski fazi dodali Na,SQy, jo filtrirali in odparili
topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Nismo uspeli izolirati zelenega produkta.

H COOCH
COOCHs 1 NaH. DMF s
H 2. BnBr, TBAI

‘

21 22

b) NaH (290 mg; 7,25 mmol) smo raztopili v DMF (25 mL), bu¢ko postavili na zmes ledu
in vode, prepihali z argonom ter med meSanjem dodali v DMF (10 mL) raztopljeno spojino
21 (1,09 mg; 6,04 mmol). Po 15 minutah meSanja pri 0 °C in v inertni atmosferi smo
dodali BnBr (805 uL; 6,64 mmol) ter TBAI (228 mg; 0,60 mmol), dvignili temperaturo na
sobno temperaturo za 1 uro in nato na 40 °C za 24 ur. Naslednji dan smo reakcijo ustavili s
pufrom pH 6 do 7 in vodno fazo spirali z EA (3 x 30 mL). Zbrani organski fazi smo dodali
Na,SOy, jo filtrirali in odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Ostanek v
bucki smo ocistili s flash kolono (EA:HEK = 1:8,5) in dobili 733 mg spojine 22.

37



Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

Izkoristek: 44,9 %
Rf (EA:HEK = 1:8,5) = 0,21

metil 2-(benziloksi)-3-fenilpropanoat |Mr =270,3
izgled |brezbarvno olje
analiza |5[ppm] = 2,94 - 3,05 (m, 2H, Ar-CH,-); 3,65 (s, 3H, -O-CHj3); 4,26 (t,1H, J =

1
(D:'Ag'g"g 6,6 Hz, -CH,-(0)CH-CO-); 4,48 (g, 2H, J = 12 Hz, Ar-CH,-0-); 7,17 - 7,30
-ue6,

400 MHz) |(m, 10H, 2 x Ar-H)

4.2.1.3 HIDROLIZA METILNEGA ESTRA

COOCH; CO0
LiOH, THF, H
MeOH

J—" .

22 23

Spojino 22 (725 mg; 2,68 mmol) smo raztopili v THF (15 mL), med meSanjem dodali
LiOH (257 mg; 10,7 mmol), ki smo ga predhodno raztopili v vodi (3 mL), in do
razbistritve dodali MeOH. Reakcijo smo po 3 urah meSanja pri sobni temperatur ustavili s
pufrom pH 6 do 7, uravnali pH s HCI na 5 in spirali z etrom (3 x 30 mL). Zbrani organski
fazi smo dodali Na,SQ,, jo filtrirali in odparili eter pod znizanim tlakom z rotavaporjem.
Dobili smo 670 mg spojine 23.

Izkoristek: 97,6 %
Rf (EA:HEK = 1:2) = 0,25

2-(benziloksi)-3-fenilpropanojska kislina |Mr =256,3
izgled |drobni beli kristali
analiza [3[ppm] = 2,95 - 3,04 (m, 2H, Ar-CH,-); 4,14 (q, 1H, J = 4,3 Hz, -CH,-(0O)CH-

1
(D:'Ag'g"g CO-): 4,48 (g, 2H, J = 12 Hz, Ar-CH,-0-); 7,18 - 7,29 (m, 10H, 2 xAr-H);
-ue6,

400 MHz) |12,84 (s, 1H, -COOH)
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

4.2.2 SINTEZA METILNEGA ESTRA FENILALANINA

COOH  SOCl,, MeCH COOCH;
mz mz

X HCI
18 19

Fenilalanin (18) (1,00 mg; 6,09 mmol) smo raztopili v metanolu (15 mL), bucko postavili
na zmes ledu in vode ter med meSanjem dodali SOCI, (1,33 mL; 18,27 mmol). Po dodatku
SOCI; smo temperaturo dvignili na 60 °C za 24 ur. Naslednji dan smo odparili topilo pod
znizanim tlakom z rotavaporjem in dobili bele kristale, ki smo jih sprali z etrom in filtrirali.

Dobili smo 1,29 g spojine 19.

Izkoristek: 98,2 %

(S)-metil 2-amino-3-fenilpropanoat |Mr =215,7

izgled |drobni beli kristali

analiza |o[ppm] = 3,08 — 3,23 (M, 2H, Ar-CH,-); 3,66 (s, 3H, -O-CHa); 4,24 - 4,27 (m,

1
(DF,\'}.EIQAS 1H, -C-(CO)CH-NHy); 7,24 - 7,36 (m, 5H, H-Ar); 8,75 (s, 2H, -NH>)
- 6|

400 MHz)

4.2.3 PRIPAJANJE SPOJINE 23 NA SPOJINO 19

COOCH,4

EDC, HOBt
COOH , ,
+
H _
2 o}
23 19 24

Spojino 23 (687 mg; 2,68 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM (43 mL), med
meSanjem dodali spojino 19 (577 mg; 3,22 mmol), EDC (617 mg; 3,22 mmol), HOBt (444
mg; 3,22 mmol), TEA (930 uL; 6,71 mmol) in nekaj kristalov DMAP. Na sobni

temperaturi smo reakcijsko zmes mesali Se 24 ur, nato smo odparili topilo pod zniZzanim
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

tlakom z rotavaporjem in ostanek ocistili s flash kolono (EA:HEK = 2:5). Dobili smo dve
spojini mase 208 mg (24a) in 290 mg (24b).

Izkoristek reakcije: 44,5 %

Izkoristek reakcije (spojina 24a): 18,6 %
Rf (EA:HEK = 1:2) = 0,32

2-metil 2-(2-(benziloksi)-3-fenilpropanamido)-3-fenilpropanoat |Mr =4175

izgled  |drobni beli kristali

analiza_[S[ppm] = 2,75 - 2,88 (m, 2H, Ar-CH-CH(NH)-CO-); 2,98 - 3,15 (m, 2H, Ar-

(D:'Ag'g"g CH,-CH(0)-CO-); 3,66 (s, 3H, -O-CH); 3,93 (q, 1H, J = 4,3 Hz, -CH,-CH(O)-
-Ue,

400 MHz) |CO-); 4,23 (q, 2H, J = 12 Hz, Ar-CHp-0-): 4,61 (m, 1H, -CH-(N)CH-CO-);

7,02 - 7,32 (m, 15H, 3 x Ar-H): 8,34 (d, 1H, J = 8,4 Hz, -CO-NH-)

Izkoristek reakcije (spojina 24b): 26 %
Rt (EA'HEK =1.2) = 0,25

2-metil 2-(2-(benziloksi)-3-fenilpropanamido)-3-fenilpropanoat |Mr =4175

izgled |drobni beli kristali

lanaliza d[ppm] = 2,77 - 2,81 (m, 2H, Ar-CH,-CH(NH)-CO-); 2,97 - 3,12 (m, 2H, Ar-

(DFI\'/'Ig'g/'S CH,-CH(0)-CO-); 3,65 (s, 3H, -O-CH); 3,95 (q, 1H, J = 5,2 Hz, -CH,-CH(O)-
-ueg,

400 MHz) |CO-): 4,26 (q, 2H, J = 11,8 Hz, Ar-CH,-0-): 4,66 (M, 1H, -CH,-(N)CH-CO-):

7,06 - 7,28 (m, 15H, 3 x Ar-H); 8,28 (d, 1H, J = 8,4 Hz, -CO-NH-)

4.2.4 HIDROLIZA SPOJINE 24

COOCH, COOH

(0] @]
24 25

Spojino 24b (120 mg; 0,29 mmol) smo raztopili v THF (4 mL) in med meSanjem dodali
LiOH (28 mg; 1,15 mmol), ki smo ga predhodno raztopili v vodi (2 mL). Po 30 minutah
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Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

meSanja na sobni temperaturi smo reakcijo ustavili s pufrom pH 6 do 7 (10 mL), uravnali
pH s 1M HCI na 5 in spirali z etrom (3 x 30 mL). Zbrani organski fazi smo dodali Na,SO,,
jo filtrirali in odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Dobili smo 110 mg
spojine 25.

Izkoristek: 95 %
Rf (EA:HEK=1:2,5) = 0,71

(2S)-2-(2-(benziloksi)-3-fenilpropanamido)-3-fenilpropanojska kislina |Mr =403,5

izgled [brezbarvno olje

analiza_[S[ppm] = 2,77 - 2,83 (m, 2H, Ar-CH-CH(NH)-CO-); 2,99 - 3,08 (m, 2H, Ar-
(D:'A';'g"g CH,-CH(0)-CO); 3,95 (q, 1H, J = 4,4 Hz, -CH,-CH(0)-CO-): 4,27 (2 d, 2H, J

-ue6,
400 MHz) |= 12 Hz, Ar-CHp-0-); 4,60 (M,1H, -CHy-(N)CH-CO-); 7,13 - 7,27 (m, 15H,

3*Ar-H); 8,07 (d, 1H, J = 8,8 Hz, -CO-NH-); 12,89 (s, 1H, -COOH)
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425 SINTEZA KISLINSKEGA KLORIDA SPOJINE 25

COOH CcocCl

m o) (COCly,- DKM m o]
0 0
25 26

a) Spojino 25 (105 mg; 0,26 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM (7 mL), bucko
postavili na zmes ledu in vode, prepihali z argonom in med meSanjem dodali smo TEA (38
ulL; 0,27 mmol), 2 kapljici brezvodnega DMF ter s kapalnikom dodali (COCI), (54 uL;
0,60 mmol) v brezvodnem DKM (5 mL). Reakcijsko zmes smo mesali Se 30 minut pri
45 °C, nato pa odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem, sprali vsebino bucke z
etrom, filtrirali in eter odparili pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Dobljeno spojino smo

takoj uporabili za reakcijo pripajanja spojine 29.

COOH cocl

m 0 SOCl,, DKM Ej/:mr @)
0 o)
25 26

b) Spojino 25 (93 mg; 0,23 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM (10 mL), bucko
postavili na zmes ledu in vode, prepihali z argonom in med meSanjem s kapalnikom dodali
SOClI; (44 pL; 0,60 mmol) v brezvodnem DKM (5 mL). Bucko smo prenesli v oljno kopel,
kjer smo reakcijsko zmes refluktirali pri 45 °C 1 uro. Dobljeno spojino smo takoj uporabili

za reakcijo pripajanja spojine 29.
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COOH cocl

m 0 cC, TEA, aceton m 0
O @]
25 26

¢) Spojino 25 (76 mg; 0,19 mmol) smo raztopili v brezvodnem acetonu (3 mL), prepihali z
argonom, med meSanjem dodali cianuri¢ni klorid (CC) (18 mg; 0,09 mmol) in TEA (26
uL; 0,19 mmol). Po 2 urah meSanja na sobni temperaturi smo reakcijsko zmes filtrirali in
odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Dobljeno spojino smo takoj uporabili

za reakcijo pripajanja spojine 29.

426 PRIPAJANJE SPOJINE 26 NA METILNI ESTER INDOL-2-
KARBOKSILNE KISLINE

N\, COOCH,

H 1. K t-butoksid, Crown-6, THF >

N 2. 26, THF o
»—COOCH, - BN ({_Q

29

30

Metilni ester indol-2-karboksilne kisline (29) (34 mg; 0,20 mmol) smo raztopili v
brezvodnem THF (2 mL), bucko postavili na zmes ledu in vode, prepihali z argonom in
med meSanjem dodali kalijev terc-butoksid (27 mg; 0,22 mmol), predhodno raztopljen v
THF (1 mL), in Crown-6 (16 mg; 0,06 mmol). Spojino 26 (0,26 mmol) smo raztopili v
brezvodnem THF (2 mL) in pocasi dokapavali k aktivirani spojini 29. Po 24 urah meSanja

na sobni temperaturi smo odparili topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem.
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4.3 SINTEZA DIPEPTIDA 1Z BOC-D-PHE IN METILNEGA ESTRA INDOL-2-
KARBOKSILNE KISLINE

4.3.1 SINTEZA KISLINSKEGA KLORIDA 1Z BOC-D-PHE-OH

H CC, EtN, H
~Boc aceton ~Boc
OOH — X ocCl
27 28

a) BOC-D-Phe (27) (133 mg; 0,50 mmol) smo raztopili v berzvodnem acetonu (8 mL),
prepihali z argonom in med meSanjem dodali CC (93mg; 0,50 mmol) ter TEA (70 uL; 0,50
mmol). Po 3 urah meSanja na sobni temperaturi smo reakcijsko zmes filtrirali in odparili
topilo pod znizanim tlakom z rotavaporjem. Dobljeno spojino smo takoj uporabili za

reakcijo pripajanja spojine 29.

H CC, N-metiimorfolin, H

N
~Boc DKM ~Boc
OOH > ocl

27 28

b) CC (92 mg; 0,50 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM (3 mL), bucko postavili na
zmes ledu in vode, prepihali z argonom, med meSanjem dodali N-metilmorfolin (165 pL;
1,50 mmol) in po nastanku suspenzije smo dodali v DKM (1 mL) raztopljeno spojino 27
(398 mg; 1,50 mmol). Reakcijsko zmes smo meSali Se 3 ure pri 0 °C in dobljeno spojino

takoj uporabili za reakcijo pripajanja spojine 29.

H Ph,P, CBr,, H

N N
~Boc MeOH, DKM ~Boc
OOH > ocl

27 28

¢) Spojino 27 (265 mg; 1,00 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM (15 mL), prepihali z
argonom in med meSanjem dodali PhsP (289 mg; 1,10 mmol) ter CBr, (372 mg; 1,10

mmol). Po 10 minutah meSanja pri 0 °C smo dvignili temperaturo na 40 °C, dodali metanol
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in meSali na sobni temperaturi Se 24 ur. Dobljeno spojino smo takoj uporabili za reakcijo

pripajanja spojine 29.

H H

N.goc ~ PhsP.NCS N-Boc
OOH > OcCl

27 28

d) Spojino 27 (265 mg; 1,00 mmol) smo raztopili v brezvodnem DKM (10 mL), prepihali z
argonom, med meSanjem dodali PhsP (262 mg; 1,00 mmol) in NCS (150 mg; 1,10 mmol)
ter meSali na sobni temperaturi Se 24 ur. Dobljeno spojino smo takoj uporabili za reakcijo

pripajanja spojine 29.

43.2 PRIPAJANJE AKTIVIRANEGA BOC-D-PHE NA METILNI ESTER
INDOL-2-KARBOKSILNE KISLINE

H 1. K t-butoksid, Crown-6, THF ()\/\choow3
N 2.28, THF N
)—COOCH; - o

29 HN_goc 3!

Spojino 29 (149 mg; 0,85 mmol) smo raztopili v brezvodnem THF (8 mL), bucko postavili
na zmes ledu in vode, prepihali z argonom in med meSanjem dodali kalijev terc-butoksid
(116 mg; 0,98 mmol), predhodno raztopljen v THF (1 mL), in Crown-6 (68 mg; 0,26
mmol). Nato smo meSali Se 15 minut pri 0 °C in potem pocasi dokapavali spojino 28 (1,70
mmol) raztopljeno v brezvodnem THF (13 mL). Temperaturo smo dvignili na sobno
temperaturo za 24 ur, potem pa Se na 45 °C za 24 ur. Po odparitvi topila pod zniZzanim

tlakom z rotavaporjem smo ostanek v bucki ocistili s flash kolono (DKM:MeOH = 15:1).
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44 PREVERJANJE NASTANKA KISLINSKEGA KLORIDA S TVORBO
ESTRA

§ 1. CC, Et;N, aceton H

N
~Boc 2. MeOH ~Boc
OOH = OOCH,

27 32

Spojino 27 (1 g; 3,77 mmol) smo raztopili v brezvodnem acetonu (38 mL), prepihali z
argonom in med meSanjem dodali CC (556 mg; 3,02 mmol) ter TEA (522 pL; 3,77 mmol).
Po 2 urah meSanja na sobni temperaturi smo dodali metanol (10 mL) in pustili mesati na
sobni temperaturi Se 24 ur. Naslednji dan smo odparili topilo pod znizanim tlakom z
rotavaporjem, dodali brezvodni DKM (20 mL) in spirali z nasi¢eno raztopino NaHCOs3 (3
x 30 mL). Zbrano organsko fazo smo sprali Se z nasi¢eno raztopino NaCl (30 mL), ji
dodali Na,SOq, filtrirali in odparili topilo pod zniZzanim tlakom z rotavaporjem. Ostanek v
bucki smo ocistili s flash kolono (EA:EK = 2:5) in dobili 130 mg spojine, ki jo nismo

uspeli identificirati.

46



Vika Kobola: Sinteza analogov spumiginov kot potencialnih antitrombotiénih u¢inkovin

5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 SINTEZA PREKURZORJA P1-P2

Kot izhodno spojino smo vzeli Z-arginin, kateremu smo najprej zascitili dve funkcionalni
skupini, in sicer karboksilno skupino s tvorbo metilnega estra z metanolom in SOCI, ter
gvanidinski del s tvorbo karbamatov z Boc,O. Pri reakciji z Boc,O smo dobili tri spojine (3,
4 in 5), ki so se razlikovale glede na vezavo Boc skupine. Najve¢ je nastalo spojine 5
(80,3 %), pri kateri je bila NH; skupina gvanidinskega dela prosta (brez Boc zascite). Zato
smo se odlocili, da preverimo reaktivnost NH, skupine, s ¢imer smo potrdili naso domnevo,
da ta skupina ni dovolj reaktivna, saj se Boc skupina tudi po treh dneh v prisotnosti DMAP
ni vezala na prosto NH; skupino. Tudi v dvofaznem sistemu $¢itenja gvanidinskega dela z

Boc,0 ostane NH, skupina prosta (spojina 6), kar zopet dokazuje njeno nereaktivnost.

Pri odstranjevanju Z zascite spojine 5 s katalitskim hidrogeniranjem je nastala spojina 7,
pri kateri je prislo do vezave Boc skupine na NH; skupino na mesto Z-zascite. Glede na to,
da reakcija pripajanja med spojino 8 in aktivirano indol-2-karboksilno kislino ni potekla,
lahko predvidevamo, da je do vezave Boc skupine na prosto NH, skupino prislo tudi pri
katalitskem hidrogeniranju spojine 6. Poizkusili smo narediti tudi katalitsko hidrogeniranje
spojine 5 v kislih pogojih, vendar reakcija ni potekla v redu, saj smo dobili spojino, ki je

nismo mogli dolo¢iti z analizo NMR.

Indol-2-karboksilno kislino smo poskusili aktivirati na ve¢ nacinov (v obliki kislinskega
klorida (KK), anhidrida, s pomoc¢jo TBTU in N-hidroksisukcinimidom) (preglednica I1),
vendar je bilo aktiviranje uspesno le z N-hidroksisukcinimidom, kjer smo dobili spojino 15
z dobrim izkoristkom (53,8 %). Da je sinteza KK, anhidrida in aktivacija s TBTU
problemati¢na, smo ugotovili, ko smo izvedli reakcije pripajanja z derivati arginina. Ker so
KK karboksilnih kislin najbolj reaktivni in s tem nestabilni, predvidevamo, da so razpadli
predno bi jih lahko uporabili v nadaljnjih reakcijah ali pa niso nastali. Zato smo se odlocili,

da nastanek KK na koncu preverimo s pomocjo sinteze estra Boc-D-Phe.
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Preglednica II: Reagenti, topila, baze oziroma katalizatorji, ki smo jih uporabili za

aktivacijo indol-2-karboksilne Kisline

nadin aktivacije reagent topilo baza/katalizator
(COCI), DKM DMF
e . . SOCl, DKM DMF
Kislinski klorid SOCl, toluen piridin
SOCl, DKM /
anhidrid indol-2-karboksilna kislina DKM DIC
. TBTU DMF N-metilmorfolin
derivat TBTU TBTU DKM | N-metilmorfolin
derivat sukcinimida N-hidroksisukcinimid THF /

Reakcijo pripajanja derivata arginina in aktivirane indol-2-karboksilne kisline s TBTU smo
najprej izvedli s spojino 8, za katero predvidevamo (na podlagi spojine 7), da ni zreagirala
zaradi vezave Boc skupine pri katalitskem hidrogeniranju na NH, skupino. Zato smo
reakcijo ponovili z etilnim estrom arginina (spojina 10), kjer tudi nismo dobili Zelenega
produkta. Na podlagi reakcije pripajanja spojine 10 in aktivirane indol-2-karboksilne
kisline s TBTU sklepamo, da aktivacija indol-2-karboksilne kisline s TBTU ni uspela.

Glede na vse dobljene rezultate smo se odlocili, da izvedemo reakcijo pripajanja Se z
neza$Citenim argininom (spojina 9) in aktivirano indol-2-karboksilno kislino z N-
hidroksisukcinimidom, ki je dala Zeleni produkt prekurzor P1-P2 (spojina 17) (slika 25).
Ugotovili smo, da funkcionalnih skupin arginina ni potrebno zascititi, saj sta gvanidinski
del in karboksilna skupina dovolj nereaktivna, da ne vstopata v reakcijo pripajanja z

aktivirano indol-2-karboksilno kislino. Tudi izkoristek reakcije je dober (32,5 %).

HN_ NH,

T

NH

COOH H NaRCOs,

N O dioksan/voda

+ - =

N M_/—%Hz % o ., HN">COOH
H N

HN} o 15 od ) o)

17

Slika 25: Sinteza prekurzorja P1-P2
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5.2 SINTEZA PREKURZORJA P3

Izhodni spojini za sintezo prekurzorja P3 sta bili fenilmle¢na kislina in fenilalanin. Najprej
smo pripravili spojino 23. Sintezna pot spojine 23 je vkljucevala zas¢ito COOH skupine v
obliki metilnega estra (spojina 21), nato za$¢ito proste OH skupine z benzilno zascito
(spojina 22) in hidrolizo metilnega estra spojine 22.(47) Pri uvedbi benzilne zas¢ite smo za
topilo uporabili DMF, ker je pri reakciji, kjer smo uporabili topilo THF nastal gel v
katerem reakcija ni potekla.

Sledilo je pripajanje spojine 23 na fenilalanin z zas¢iteno COOH skupino v obliki
metilnega estra (spojina 19), ki smo ga pripravili po uveljavljenem postopku s SOCI; in
metanolom. Spojina 23 in EDC tvorita intermediat O-acilisoureo, ki reagira z aminsko
skupino spojine 19 in po odcepu derivata se¢nine nastane spojina 24. Za zmanjSanje
racemizacije in povecanje izkoristka smo dodali HOBt. Dobili smo dve spojini, in sicer
spojino 24a in spojino 24b, ki sta stereoizomeri in imata podobne vrednosti NMR analize
in razli¢na R¢ (Spojina 24a 0,32 in spojina 24b 0,25). Stranska produkta, ki lahko nastaneta
pri tej reakcijo sta kislinski anhidrid, ki ni problematicen, saj reagira z aminom in nastane
Zeleni amidni produkt (spojina 24) in pa stabilna N-acilurea, ki nastane po premestitvi
nestabilnega intermediata O-acilisouree. Premestitev lahko zmanjSamo z uporabo topil z

nizko dielektri¢no konstanto, zato smo uporabili DKM. (48, 49)

Spojino 24b smo brez tezav hidrolizirali z LiOH v THF z visokim izkoristkom (95 %) in
dobili spojino 25, ki smo jo Zeleli pretvorit v KK. Tu smo zopet naleteli na problem, ki ga z
zamenjavo reagentov in topil (preglednica Ill) nismo uspeli reSiti, zato tudi nismo

sintetizirali kon¢nega produkta.

Preglednica Ill: Uporabljeni reagenti, topila, baze, katalizatorji in temperatura/Cas

segrevanja za tvorbo KK iz spojine 25

reagent topilo baza/katalizator temperature/¢as
(COCI), DKM TEA/DMF 45°C/30 min
SOCl, DKM / 45°C/1 uro

CC aceton TEA sobna temperatura/2 uri
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5.3 SINTEZA DIPEPTIDA 1Z BOC-D-PHE IN METILNEGA ESTRA INDOL-2-
KARBOKSILNE KISLINE

Ker nam ni uspelo tvoriti KK na spojini 25, smo se odlo¢il, da naredimo dipeptid iz Boc-D-
Phe in metilnega estra indol-2-karboksilne kisline, na katerega bi nato pripajali fenilmle¢no
kislino in arginin. Zaceli smo s sintezo KK iz Boc-D-Phe, na katerega bi nato pripajali
metilni ester indol-2-karboksilne kisline. KK smo tvorili z razlicnimi reagenti in topili ob
dodatku baze ali katalizatorja (preglednica IV), vendar so bili vsi poskusi neuspesni. Tudi
tvorba KK s PhsP in NCS, ki poteka po znanem mehanizmu (slika 25), ni prinesla zelenih
rezultatov. Nastanek KK smo ugotavljali posredno z reakcijo pripajanja metilnega estra
indol-2-karboksilne kisline. Reakcijo pripajanja KK in amina smo izvedli s kalijevim terc-
butoksidom, kateremu smo povecali bazi¢nost z dodatkom kronskega etra, ki je vezal kalij

in povecal bazi¢nost terc-butoksidu, vendar zelenega produkta (spojine 30) nismo dobili.

Preglednica IV: Reagenti, topila, baze/katalizatorji, uporabljeni za tvorbo KK Boc-D-Phe

reagent topilo baza/katalizator
CcC aceton TEA
CcC DKM N-metilmorfolin
PhsP DKM CBry
PhsP DKM NCS
TN 3
PPH, CI—N;D . CI'PPhy ¥ N;\j
(¢ o]
H
O.__N
RCOOH i\flo
Ph;"P-O
RCOO"

0
R—( + PhsP=0 cr o+ F?:O
ol

Slika 25: Mehanizem sinteze KK s PhsP in NCS
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54 PREVERJANJE NASTANKA KISLINSKEGA KLORIDA S TVORBO
ESTRA

Zaradi mnogih neuspelih reakcij pripajanj, smo se odlocili, da preverimo ali KK nastane
pri sintezi s CC kot reagentom in bazo TEA. CC je znan reagent za tvorbo KK, ki se
uporablja tudi namesto oksalil klorida pri Swernovi oksidaciji. Bazo TEA pa smo uporabili
za odtegnitev protona. Razpadu KK smo se izognili tako, da smo delali v inertni atmosferi
in metanol dodali neposredno v reakcijsko zmes brez odparitve topila pod znizanim tlakom
z rotavaporjem. Po pri¢akovanju bi moral nastati metilni ester Boc-D-Arg (spojina 32), ki
pa ga pri izolaciji s flash kolono nismo dobili. S tem smo potrdili, da je nastanek KK

problematicen in je potrebno sintezo nacrtovati po drugih poteh.
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6 SKLEP

Sinteza prekurzorja P1-P2 (spojina 17) ni problemati¢na. Tvorimo ga neposredno iz
arginina in aktivirane indol-2-karboksilne kisline z N-hidroksisukcinimidom, saj se je NH;
skupina gvanidinskega dela, kot tudi celoten gvanidinski del molekule, izkazala za dovolj
stabilno strukturo pri pripajanju na aktivirano indol-2-karboksilno kislino. Prav tako smo
uspesno sintetizirali prekurzor P3 (spojina 25) iz fenilmle¢ne kisline in fenilalanina, kljub
temu, da sintezna pot vkljucuje ve¢ korakov, zaradi zascite in odséite funkcionalnih skupin.
Pripajanje prekurzorja P1-P2 in prekurzorja P3 pa je problemati¢no, saj ne moremo tvorit
kislinskega klorida iz prekurzorja P3 pod takimi pogoji, da bi Ze obstojeca amidna vez
ostala stabilna. Kljub nedokoncani sintezi, ki smo si jo zastavili pri diplomski nalogi, pa
smo uspeli pridobiti dele ciljne molekule, kot sta spojini 17 in 25, ki so stabilni in uporabni

za druge sintezne poti antitromboti¢nih uc¢inkovin.
Sinteza analogov spumiginov, kot potencialnih antitromboti¢nih, ucinkovin se je tako

izkazala za zelo zahtevno, saj na pogled preprosta struktura tetrapeptida v sebi skriva

sintezno zelo zahtevni skelet molekule.
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