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l. POVZETEK

Cloveski organizem se mora nenehno boriti proti imzmikroorganizmom ter ostalim
nevarnostim, ki izvirajo iz okolja ali pa so postsd napak v organizmu samem. Pri tem
igrajo pomembno viogo znotrajcéti receptorji NOD1 (nukleotid-vezavna domena
oligomerizacije 1), ki po posredni detekciji nevaarrdejavnikov aktivirajo predvsem
mehanizme prirojene imunosti. Ti receptorji pred§ago zanimivo tato za nova
imunomodulatorna zdravila, saj imajo njihovi agtinmotencial za zdravljenje razhih
bolezni povezanih z nepravilnostmi v njihovem deloju, kot protimikrobne t¢inkovine s
posrednim in/ali neposrednim delovanjem, kot adjsvas cepivih in kot protitumorne
ucinkovine. V okviru diplomske naloge smo na osnowinmanjSega znanega agonista
receptorjev. NOD1, dipeptiday-D-Glu-(2S6R)-mezeDAP (iE-DAP), nd&rtovali in
sintetizirali dve spojini s potencialnim imunostilatornim delovanjem. Pri sintezi smo
izhajali iz komercialno dostopnih aminokislin D- inmetionin ter D- in L-alilglicin, ki
smo jih pretvorili v ustrezno zé&fene fragmente za reakcijo olefinske metatezegter&
smo sintetizirali dva analoga diaminopimelinskelikées Tema analogoma smo nato s
tvorbo peptidne vezi pripeli analog D-glutaminskislike, ki je bil alkiliran z dvema
lipofilnima verigama in smo ga sintetizirali iz kencialno dostopne D-glutaminske kisline
zagitene s skupino Fmoc ierc-butilnim estrom. V zadnji stopnji smo z @it® zagitnih
skupin dobili dve ko#ni spojini, ki smo ju bioloSko ovrednotili na ol liniji
Ramos-Blue™ in ugotovili, da sta selektivha aga@nistceptorjev NOD1, ki izkazujeta
mocnejSe delovanje kot izhodni dipeptid iE-DAP in nigta drugi znani agonisti.
Sklepamo, da je za poteno aktivhost odgovorna tako uvedba lipofilnih gerki
omogaa lazje prehajanjéez celéne membrane, kot tudi rigidizacija molekul z dvojno
vezjo, ki zmanjSa Stevilo moznih prostorskih konfiacij in predvidoma omogo boljSe
ujemanje agonistov s tanim mestom na receptorju. Novo sintetizirani spojathko
sluzita kot osnova za razvoj novih imunomodulatoratinkovin, zraven tega pa sta Se
potencialna inhibitorja encimov DAP dekarboksilazBAP dehidrogenaza, DAP
epimeraza, MurE in MurF.

Klju ¢ne besedeNOD1, iE-DAP, olefinska metateza, imunomodulacija.
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.  ABSTRACT

The human organism is in a constant battle withouar microorganisms and other perils
that originate from the environment and also fronkthim the organism itself.
An intracellular pattern recognition receptor tedmeNOD1 (nucleotide-binding
oligomerization domain 1) plays an important rote this battle and activates the
mechanisms of the innate immune system followirg detection of molecular patterns
that potentially present danger. This receptor esgmts an interesting target for novel
immunomodulatory drugs since its agonists coulcepipally be useful for treatment of
diseases originating from NOD1 dysfunctions. NODQJbrastic compounds were also
shown to possess direct and/or indirect antimi@loditivity, adjuvant activity in vaccines
and anti-tumor activity. We designed and synthekiago compounds based on the
smallest known NOD1 agonist, the dipeptid®-Glu-(2S 6R)-meseDAP (iIE-DAP), that
possess immunomodulatory activity. Our synthesastest from commercially available
amino acids D- and L-methionine and D- and L-alldine, that were converted into
properly protected fragments for olefin metathesisich was subsequently performed and
afforded two orthogonally protected analogues afrdnopimelic acid. These analogues
were then coupled with ax,N-dialkylated D-glutamic acid analogue which waspared
from commercially available D-glutamic acid derivat In the final step, following the
removal of protective groups we have obtained twwehand improved derivatives of
IE-DAP. A biological evaluation was performed onnites-Blue™ cell line and revealed
that our compounds act as selective NOD1 agonists possess greater activity with
respect to the original dipeptide iE-DAP and sortteeoknown agonists. We presume that
the enhanced activity is the result of the intraurc of lipophilic moiety that improves
transport across cell membranes as well as thdt cfsdouble bond formation that makes
the molecules more rigid, decreases their confdomak space and presumably enables a
better interaction with the binding site on thee@or. The newly synthesized compounds
can serve as the basis for development of novelunomodulatory drugs whereas they
could also act as potential inhibitors of enzymdéd’ilecarboxylase, DAP dehydrogenase,
DAP epimerase, MurE and MurF on account of the cttral similarity with the
substrates/products of the aforementioned enzymes.

Key words: NOD1, iE-DAP, olefin metathesis, immunomodulation.

Vi
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1. UvoD

1.1 IMUNSKI SISTEM

Cloveski organizem je izpostavljen Stevilnim nevastim iz okolja, saj mu nenehno pretijo
razne bakterije, glive, virusi in paraziti, prakoapa v telo vdirajo tudi nezivi delci ter
toksini. Od znotraj ga ogrozajo tudi napake lasoehic, ki lahko privedejo do nastanka
rakavih bolezni, zato se je z evolucijo razvil kdeksen obrambni mehanizem, ki kljubuje
tem Skodljivim dejavnikom. To je imunski sistem,da aktivira kadar telo zazna tuje snovi
oziroma antigene in s tem sprozi imunski odziv, \kinadaljevanju preide iz faze
spoznavanja antigena v efektorsko fazo, ki je naaas& tako, da antigen odstrani iz telesa.

Ko antigen ni vé prisoten, imunski odziv usahne (1).

1.1.1 Prirojeni imunski sistem

Imunski sistem zajema veliko mehanizmov, ki skrla@ obrambo telesa. Prvo linijo
obrambe pred vdorom tujkov&oveski organizem predstavljajo mehanske in bioksai
ovire. Govorimo predvsem o kozi in sluznicah, kimekrite z izlgki razlicnih zlez, ki
vsebujejo razne nespecifie baktericidne in virucidne snovi. V primeru, daek uspe
vdreti véloveski organizem, ga tam paka Se vrsta drugih obrambnih mehanizmov:

= fagocitoza (vrSijo jo monociti, nevtrofilci in makiagi),

= endocitoza (vrSijo jo vse telesne celice),

= liza celic (preko komplementnega sistema ali natagalic ubijalk),

= opsonizacija (npr. preko komplementnega sistema),

= kemotaksa imunoaktivnih celic (npr. preko kompletnega sistema),

= protivirusni mehanizmi posredovani preko interfeson

= vnetje.

Vse te naStete mehanizme priStevamo k naravnriabj@ni imunosti (1).

1.1.2 Pridobljeni imunski sistem

Velikokrat prirojena imunost ni dovolginkovita pri posredovanju imunskega odziva, zato
se je pri vretetarjih razvila Se pridobljena ali spec¢ifia imunost. Ta sistem zapletenih
obrambnih mehanizmov se aktivira nekoliko kasney¢ sistem prirojene imunosti, saj
deluje tako, da okrepi mehanizme prirojene imunagih usmerja. Je mimo speciféen in
napada le tuje antigene, do lastnih pa razvijadaolen. Pridobljeni imunski sistem ima tudi
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spominsko funkcijo in tekom odziva nekatere cepeetvori v spominske celice,csmer
zagotovi hitrejSi ter bolj ¢ginkoviti obrambni mehanizem ob ponovnem stiku amst
antigenom. Glavni nosilci spegifie imunosti so limfociti T in B. Limfociti B se ob
aktivaciji diferencirajo v spominske celice B inetektorske celice B, oziroma plazmatke.
Plazmatke z&nejo izlatati veliko kolcino protiteles speciénih za antigen, ki jih je
aktiviral. Protitelesa in ostali dejavniki v tel@snhekatinah, ki prispevajo k odstranjevanju
antigena, posredujejo humoralno imunost, limfo€ijtki jih v grobem delimo na celice T
pomagalke (Th) in citotok&ne celice T (Tc), pa posredujejo ¢elbb imunost. Prve
izlocajo citokine, ki aktivirajo limfocite B, limfociteTc, makrofage in ostale celice
imunskega odziva, medtem ko druge ubijajo spremenlgstne celice kot so rakave celice
in celice okuzene z virusi ali drugimi znotraj¢elimi mikroorganizmi. Limfocite Th
nadalje delimo na limfocite Thl, ki imajo podobemofg izloc¢anja citokinov kot
limfociti Tc in spodbujajo vnetje ter mehanizmei®eé imunosti in na limfocite Th2, ki
spodbujajo limfocite B k izleanju protiteles. Limfociti T se prav tako difererago Se v

spominske celice (1).

1.1.3 Medcekna komunikacija in detekcija telesu tujih snovi

Za winkovito zasito telesa mora imunski sistem tuje antigene spoXw imunogene,
klju¢ do uspeSnega imunskega odziva pa je tudi v ustkemmunikaciji med njegovimi

komponentami.

Celice udelezene v imunskem odzivu med seboj koomayo z direktnim stikom (na
primer predstavitev antigena limfocitom Th z antigeredstavitvenimi celicami) ali pa
posredno preko citokinov. Citokini so glikoprotemimajhno molekulsko maso (manj kot
30 kD), ki skrbijo za medcelno signalizacijo in so udelezeni pri uravnavanjarskvseh
bioloSkih procesov. Delujejo avtokrino ali parakrjrv nekaterih primerih tudi endokrino.
Na membrani tane celice se vezejo s spedifimi receptorji in s tem sprozijo signale, ki
povzraiijo spremenjeno izrazanje genov. Pri imunskem adsiv poglavitni vir citokinov
aktivirani makrofagi in aktivirani limfociti Th (1)Glavne funkcije nekaterih citokinov so

predstavljene v preglednici I.
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Preglednica I: Delovanje nekaterih citokinov(2).

Glavne taréne

Citokin | lzvorne celice . Glavni uginki
celice
IL-1a makrofagi, veliki limfociti T, aktivacija limfocitov, stimulacija
IL-1PB granularni limfociti, limfociti B, makrofagov, pov&ana adhezija levkocitov na
limfociti B, makrofagi, endotelij, pireksija, indukcija proteinov
endotelijske celice, endotelijske celice, | akutne faze
fibroblasti, astrociti tkivhe celice
IL-4 limfociti T limfociti T, proliferacija limfocitov B, selekcija izotipov
limfociti B protiteles,izlo¢anje IgE in IgG1
IL-5 limfociti T limfociti B rast in diferenciacija limfocitov B,
izlo¢anje IgA
IL-6 limfociti T, limfociti B, | limfociti B, diferenciacija limfocitov B, indukcija
fibroblasti, makrofagi | hepatociti proteinov akutne faze
IL-8 monociti,fibroblast nevtrofilci, kemotaksa, angiogeneza, izaje
bazofilci, superoksida, spré&nje vsebine iz granul
limfociti T, celic imunskega sistema
keratinociti
IL-12 monaocit limfociti T indukcija limfocitov Th:
IL-17 CD4" limfociti T epitelijske celice, sproganje IL-6, IL-8, granulocitne kolonije
fibroblasti, spodbujajoéega faktorja, prostaglandina E2,

endotelijske celice | izboljSana adhezija preko intracelularne
adhezijske molekule 1, stimulacija
fibroblastov k vzdrzevanju CD3é#vornih

celic
IL-22 aktivirani limfociti T limfociti Th2 inhibicija produkcije 11-4
TNFa makrofagi, tkivni makrofagi, aktivacija makrofagov, granulocitov in
bazofilci, limfociti granulociti, tkivne | citotoksinih celic, adhezija levkocitov na
celice endotelij, kaheksija, pireksija, indukcija

proteinov akutne faze, stimulacija
angiogeneze, povano izraZzanje MHC |

IFNB fibroblasti, epitelijske | tkivne celice, poveiano izraZzanje MHC |, aktivacija
celice levkociti protivirusnega stanja okuZenih celic,
antiproliferativni &inek

Imunski sistem za detekcijo telesu tujih snovi gidja razlene mehanizme. V sklopu
pridoblienega imunskega sistema pride do zaznatigesov z membranskimi receptorji
na limfocitih T in B. Limfociti Th na membrani ob-delicnih receptorjih izrazajo Se
glikoproteine CD4, antigen pa zaznajo ée, jim ga predstavijo antigen predstavitvene
celice (limfociti B, makrofagi in dendrithe celice) vezanega na poglavitni
histokompatibilnostni kompleks razreda II (MHC IDimfociti Tc izrazajo glikoproteine
CD8 in zaznajo antigen vezan na poglavitni histopatibilnostni kompleks razreda |
(MHC 1), ki ga izrazajo skoraj vse celice z jedrimfociti T torej antigena ne zaznavajo
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direktno, temveé s pomgjo drugih celic. Pri limfocitih B so receptorji zantigene na
membrano vezani imunoglobulini (protitelesa), kBigr detekcijo z direktno vezavo
antigena. K zaznavi antigenov pri pridobljenem iskem odzivu priStevamo tudi njihovo

vezavo na protitelesa, ki jih izlajo plazmatke (slika 1) (1).

Spremenjena telesna celica Antigen predstavitvena celica

Antigen
Antigenski peptidni fragment i i
CDg g pep! g cD, /;;\ggtgi;c?:iSkl
fragment
T celi¢ni receptor
Limfocit Tc Limfocit Th Limfocit B

Slika 1: Detekcija pri pridobljenem imunskem sistenu (prirejeno po (1)).

Pridobljeni imunski sistem zajema Sirok nabor meldog razlénih in izredno speciénih
receptorjev, ki jih pridobi z naklfimim preurejanjem genskih segmentov, ki kodirajo
T-celicne receptorje in molekule protiteles. Vsaka celmaza na povrsSini le receptorje
enega tipa. Tiste celice, ki po naKiju izrazajo receptorje za telesu lastne antigene,

organizem v fazi njihovega zorenja odstrani inms prepréi avtoimunski odziv (1).

Tudi prirojeni imunski sistem ima zmoZnost zaznaetesu tujin snovi.Ceprav ni
speciften, vsebuje sofisticirane receptorje, ki razlikojenped lastnim in tujim in jih
imenujemo receptorji za prepoznavo vzorcev (angattern recognition receptors« — PRR)
(2-5). Prisotni so na membrani in v citosolu r&sh celic imunskega sistema ter tudi pri
ostalih telesnih celicah, na primer pri epitelifsidelicah. Nekateri avtorji jih oztajejo
tudi kot molekule za prepoznavo vzorcev (angl. tggatrecognition molecules« — PRM),
mednje pa Stejejo Se razne molekule prisotne vipléer ostalih telesnih tekaah, kot so
na primer nekatere komponente komplementnega sstentahko aktivirajo komplement
bodisi po lektinski, bodisi po alternativni poti, $5).
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V ¢loveSkem telesu med pomembne PRR spadajo Toll-wlpodreceptorji, NOD-u
podobni receptorji, receptorji podobni RIG-I, manbzreceptorji, receptor CD14,
odstranjevalni receptorji (angl. »scavenger reasgdoin formil peptidni receptorji. V
telesnih tekoinah lahko najdemo Se PRM kot so C-reaktivni prgtenanozo-vezi
protein, lipopolisaharid-vezoprotein in surfaktantni protein A (2—8).

1.2 RECEPTORJI ZA PREPOZNAVO VZORCEYV (PRR)

Receptorji PRR predstavljajo pomemben del prirgganémunskega sistema. Z njimi
organizem zaznava kemijske strukture, ki so sentekwolucije ohranile pri Sirokem
spektru raztinin mikroorganizmov. Te strukture imenujemo molekulzorci povezani s
patogeni (PAMP), katerih prisotnost nakazuje naaneast okuzbe. Preko teh molekulskih
vzorcev telo posredno zaznava mikroorganizme ineugmmehanizme prirojene imunosti
na mesto infekcije (2-5). Ker so PAMP motivi, ki gejavljajo le pri mikroorganizmih,
imunski sistem ne sprozi odziva proti telesu lastsnovem in celicam (2,4,5). Hkrati se
mikroorganizmi tezko izognejo detekciji z mutachAMP, saj so to komponente, ki so
nujno potrebne za njihovo rast in prezivetje, aatekm patogenom to vendarle uspeva
(2,4). Med PAMP med drugim sodijo lipopolisaharidtrukturni deli peptidoglikana,
bakterijski lipoproteini, flagelin in virusne teakterijske nukleinske kisline (4).

Vezava teh struktur na receptorje PRR sprozi a&ijvasignalnih poti kot so pot
nuklearnega faktorjaB (NF-«B), pot z mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPIK
pot interferona tipa |, kar privede do spfagja vnetnih citokinov in kemokinov, komi
rezultat pa je nastanek vnetja in aktivacija pndekcijskih mehanizmov (3). Na mesto
zaznave s kemotakso pripotujejo nevtrofilci in ned&gi, ki vrSijo fagocitozo in tudi
izlo¢ajo citokine. Spra&jo se tudi prostanoidi in razni protimikrobni pielpt borbi proti
patogenom pa se pridruzijo Se ostali levkociti, kotna primer naravne celice ubijalke
(2,3,9). Vsi nasteti mehanizmi odstranijo velikgkt, a niso zmeraj dovoljankoviti za
uspesno obrambo organizma. Zato PRR preko citokinal aktivirajo in usmerjajo
limfocite, kar vodi do vkljditve pridobljenega imunskega sistema. Ker je zavagijo in
nastanek zadostnega Stevila antigen-sgadiilimfocitov potrebnih vé&dni, v tem¢asu za
omejitev razmnozevanja patogenov skrbi prirojenumski sistem, saj bi le-ti druga
preplavili tudi nove mehanizme obrambe (2,3,9).

PRR zraven potencialno nevarnih zivih organizmanaaajo Se druge oblike nevarnosti,

saj so sposobni prepoznati telesu nevarne eksagenve kot sta silicijev dioksid in azbest,
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prav tako pa zaznavajo tudi endogene molekuleg lsmostijo ob nekrozi celic in tkiva.
TakSne molekule so na primer adenozin trifosfat RATprotein visoko-mobilne skupine
B1 (angl. »high-mobility group box 1« — HMGB1), pemi vrocinskega Soka (angl. »heat
shock proteins« — HSP) ter ¢e@ Kkislina in se nahajajo v znotrajéeem matriksu.
Encimi, ki so udelezeni v obnovi tkiva ali se spijosiz nekrotnih celic, pa s proteolizo
iz zunajcelkknega matriksa sprostijo fragmente kot so hialurarisklina, heparan sulfat in
biglikan, ki prav tako aktivirajo PRR. Vse te moldd ki ne izvirajo iz zivih organizmov
in telo opozarjajo na nevarnost ali pa mu jo pradsjo, s skupnim imenom imenujemo
molekulski vzorci povezani s poskodbami ali DAMPe2éva le-teh na PRR ima za
posledico zelo podoben odziv kot vezava PAMP, #ajsprozi proizvodnja vnetnih
citokinov in kemokinov, na mesto zaznave pripotujagvtrofilci in makrofagi, preko
indukcije limfocitov T pa se aktivira tudi pridobli imunski odziv. Ti mehanizmi, ki jih
povzraii vezava DAMP na PRR, v koni fazi poskrbijo, da se telesu nevarne snovi
odstranijo in da se Zae obnova tkiv ter celjenje ran (3).

Poznamo torej Werazlicnih PRR, ki zaznavajo strukturno zelo rézé molekule zivega in
nezivega izvora. Njihove signalne poti so zelo pewve, zato daje vezava rénih
ligandov podobne odzive. Prav tako lahko kamliligandi aktivirajo iste PRR in enaki
ligandi razltne PRR. PRR torej niso spetifi za ta&no dolatene mikroorganizme ali tuje
delce, so pa zmozni diskriminacije med lastnimiujmi snovmi. Izrazeni so konstitutivho
in nimajo spominske funkcije, zato zmeraj reagirapnako intenziteto (3,4,9,10). Med tri
vecje skupine PRR, ki jih najdemo v telesnih celicama njihovi povrsSini Stejemo Toll-u
podobne receptorje, receptorje podobne RIG-1 in NO@bdobne receptorje (6,11).

1.2.1 Toll-u podobni receptorji

Toll-u podobni receptorji (angl. »Toll-like recepsx — TLR) so transmembranski
glikoproteini tipa I, ki enkrat prebadajo membranamajo C-terminalni konec obrnjen v
citosol (6). Sestavljeni so iz ektodomene, ki jortp z levcinom bogate ponovitve
(angl. »leucine-rich repeat« — LRR), iz transmembka regije, in iz citosolne domene
Tol-IL-1R (TIR) (slika 2) (10). TLR so precej vé&li receptorji in v dolzino merijo

780-1100 A. Njihova domena LRR, ki je odgovornasamo zaznavo, zajema priblizno
80 % receptorja in tvori tullavo v obliki podkve ,6412). Zgrajena je iz niza
19-25 motivov LRR, od katerih vsak vsebuje 24-29inakislinskin ostankov.

V zaporedju aminokislinskih ostankov se pojavljagekvence XLXXLXLXX in
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XOXXOXXXXEXXLX (L — levcinski ostanek, F — fenilalainski ostanek, X — ostanek
katerekoli aminokisline, @ — ostanek hidrofobne ragkisline). Zaporedje aminokislin pri
vsakem motivu LRR tvor-trak in a-vijacnico, ki sta med seboj povezana z zanko (4,13).
PAMP in DAMP se vezejo na konveksno stran domen® LR sicer na mesto, ki ni
maskirano z ogljikovimi hidrati (14). To povaiio homo- ali heterodimerizacijo

receptorjev, kar ima za posledico zdruzitev domen

'___..":_.__ \‘_\
rf\%j/ ) TIR in spremembo njihovih konformacij. S tem se
/ g
H Ej \Domena LRR  SProZi kaskada signalov, ki v kami fazi pretezno
;5(—/ preko faktorja NF<B privede do spra&nja

b (*LCD 5l vnetnih  citokinov, kemokinov, interferonov

in  protimikrobnih  peptidov  (6,10,12,13).
OO oy iﬁm Citosolna domena TIR zajema priblizno 200

©reqgua
OCOOCO000 GOoor00  aminokislinskih ostankov in je v veliki meri
homologna z receptorji za interlevkin 1. Za
U . . :
Predel | —t= posredovanje signalov so pomembna tri
s pomenaTIR  konservativnha podiga, ki jih enostavno
Predel 3—= H i H
imenujemo predel 1, predel 2 in predel 3 (13).

Slika 2: Shema Toll-u podobnega receptorja

(prirejeno po (13,15).

Do sedaj je bilo odkritih 10 podtipo¥loveskih receptorjev TLR. Vsi so izrazeni na
fagocitirajaiih celicah, nekateri pa tudi na dendniih celicah, limfocitih B, nekaterih
limfocitih T, mastocitih, fibroblastih in na epitskih celicah. Veéina tkiv v telesu ima
izrazen vsaj en tip receptorjev TLR (2,4). RecgpfitR 1, 2, 4, 5 in 6 se nahajajo na
zunajcelkéni membrani, medtem ko receptorje TLR 3, 7, 8 maflemo v notranjosti celic.
Prvi so odgovorni za zunajc&tio detekcijo in zaznavajo predvsem komponente mambr
mikroorganizmov, medtem ko drugi vrSijo znotrajtet detekcijo z zaznavo nukleinskih
kislin virusov ter drugih znotrajcehih napadalcev. Nahajajo se v znotrajogh veziklih,

ki zajemajo endoplazmatski retikulum, endosomepslne in endolizosome (10).
Receptorji TLR so pomembaetien prirojenega imunskega sistema, saj zaznavajglfPA
bakterij, virusov, gliv in parazitov. Z njihovo diskcijo ali z nepravilnim delovanjem
njihovih signalnih poti je organizem bolj podvrzeriekciji z nekaterimi mikroorganizmi
(6,10). Nekateri ligandi, ki jih zaznavagloveski receptorji TLR so predstavljeni v
preglednici Il.
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Preglednica II: Seznaméloveskih receptorjev TLR in njihovih ligandov (2,4,10)

Toll-u podoben receptor | PAMP/DAMP Izvor PAMP/DAMP
TLR1 lipopeptid Gram-negativne bakteri,
mikobakterije
TLR2 lipoteihoi¢na kisline Granm-pozitivnebakterije
peptidoglikan
lipoarabinomane mikobakterij¢
porini Neisserii
hemaglutinit virusi
proteini virusne ovojnice
cimosar glive
fosfolipomanan
B-glukan
manan
glukuronoksilomanan
tGPI-mucin paraziti (Tripanosom:
TLR3 dsRNK virusi
TLR4 lipopolisaharic Granm-negativne bakteri
proteini virusne ovaojnic virusi
manai glive
glukuronoksilomanan
glikoinozitolfosfolipidi paraziti (Tripanosom:
fibrinoger ¢loveski organizem (telesu las snovi,
HSP
TLR5 flagelin bakterije
TLR6 diacil lipopetid mikobakterije
lipoteihoi¢na kisline Grarmr-pozitivne bakterij
cimosar glive
B-glukan
TLRY RNK bakterije, virusi, gliv
TLR8 sSRNk virusi
TLR9 DNK bakterije, virusi, glive, paraz
hemozoil paraziti (Plazmodi
TLR1G neznar neznal
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1.2.2 Receptorji podobni RIG-I

Receptorji podobni RIG-I (angl. »RIG-I-like receme — RLR) so znotrajc€hi

receptorji, ki zaznavajo ribonukleinske kisline ugov in zajemajo receptorje RIG-I,
MDAS ter LGP2 (16-18). Vsi so RNK helikaze in sasptni v citosolu veéine telesnih

celic (16). RIG-I in MDAS sta sestavljena iz dveht&tminalnih domen za aktivacijo in
nabor kaspaz (angl. »caspase activation and rewnoit domain — CARD), centralne
helikazne domene ter iz C-terminalne domene (sBka(17). C-terminalna domena
receptorja RIG-1 vsebuje represijsko domeno, kikdimh njegovo aktivacijo v odsotnosti

virusov (16).

Za prepoznavo telesu tujih molekul RNK skrbi C-tevatna domena, medtem ko je za
vezavo z dovolj visoko afiniteto pomembna helikadoanena. Po detekciji PAMP poteka
signalizacija preko domen CARD (17). V primeru m@ogjev RIG-1 so predpostavili
naslednji model zaznave virusne RNK. Domeni CAR® \stasu mirovanja maskirani z
intramolekularno vezavo represijske domene. Poqamgvi preko C-terminalne domene
se virusna RNK veze na helikazno domeno in v pomtinabito rezo C-terminalne
domene, ki zajema tudi del represijske regije. &bsh je sprememba konformacije
receptorja in razkritie domen CARD, za kar je pbti@ Se energija iz ATP. V tej fazi je
mozna tudi tvorba homodimerov receptorjev. PrekdROAse nato sprozi kaskada reakcij,
ki povzrti izrazanje interferonov tipa | (IR IFNP) in ostalih citokinov, te molekule pa
aktivirajo mehanizme, ki udijo in odstranijo viruse (slika 3) (16,19).

Receptorji RIG-I zaznavajo ssRNK s trifosfatno skopna 5' koncu in kratke verige
dsRNK. Od molekul dsRNK signal sprozijo le tistetapimi konci ali s 5" Stri&mi
lepljivimi konci (16). Odsotnost RIG-I povzéposlabljen odziv na viruse influence A,
bolezni Newcastle, Sendai, vezikularnega stomatitis japonskega encefalitisa (20). Z
receptorji MDAS celice zaznavajo relativno dolge lehmle dsRNK (16). V primeru
odsotnosti MDAS se celice slabSe odzovejo na vemisefalomiokarditisa, mengovirus in
na Theiler-jev virus (21).
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Slika 3: Shema receptorjev RLR in predstavitev domavnega mehanizma delovanja receptorja RIG-I

(prirejeno po (16,17).

LGP2 ima enako zgradbo kot receptorja RIG-1 in MDA® da ne vsebuje nobene za

signalizacijo pomembne domene CARD, njegova C-teaina domena pa tako kot pri

RIG-I vsebuje represijsko regijo (slika 3) (17h vitro testi so pokazali, da je lahko

LGP2 negativni regulator odzivov RIG-I in MDA5, ngge in vivo raziskave pa so

dokazale, da v primeru nekaterih virusnih obole@2 pozitivno modulira odziv RIG-I in

MDAS5 (22—-25).

1.2.2 NOD-u podobni receptorji

NOD-u podobni receptorji (angl. »NOD-like recepterdNLR) zajemajo veliko druzino
znotrajcelénih PRR, ki zaznavajo predvsem bakterijske in vieu®AMP ter raziine
DAMP. Znanih je 22c¢loveskih receptorjev NLR, ki jih na podlagi N-temaine
signalizacijske domene razdelimo v poddruzine NLRW,RB, NLRP ter NLRC/X.
Njihova signalizacijska domena lahko vsebuje CAREIR (bakulovirusno inhibitorno
ponovitev) ali PYD (pirinsko domeno). Vsem NLR jeupna centralna domena NACHT
(imenuje se tudi NOD) in vsi razen receptorja NLRRthajo na C-terminalnem koncu
izrazeno domeno LRR (preglednica lll) (26,27).
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Preglednica lll: Receptorji NLR (26).

Poddruzina NLR NLR Shema NLR

NLRA CITA m
NLRB NAIP W
NLRP NLRP1 n_._@_.

NLRP2- NLRPS

NLRP11- NLRP1Z om
NLRP1( o'

NLRC/X NLRC3

NLRCS Y t88e

NLRX1

NLRC4

NOD1 .‘._@

HoRe oo @ 000
domena
B~ 000~ @

Kisla transaktivacijska
domena
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imunomodulatornim delovanjem

Receptorji NLR se nahajajo v citosolu in zaznavajesu tuje ter nevarne molekule preko
domene LRR, ki ima veliko homologijo z domeno LRRIFU podobnih receptorjev.
Podobno kot pri receptorjinh TLR in RLR, tudi v tgmimeru vezava ligandov povafio
konformacijske spremembeéemur sledita od ATP odvisna oligomerizacija recgpto
preko domene NACHT in vezava adapterskih protemasignalizacijsko domeno. Preko
adapterskin molekul se nato s kaskado reakcij gprqioti kot so pot NFR<B, pot
inflamasoma iz kaspaze 1 in pot MAPK, s katerimiakéivirajo mehanizmi prirojenega
imunskega odziva (9,28-30). Nekateri ligandi, kiZzaznavajo receptorji NLR, so podani
v preglednici V.

Preglednica IV: Nekateri PAMP in DAMP, ki jih zaznavajo receptorji NLR (26).

NLR PAMP/DAMP
NLRC4 flagel

NAIP flagel

NLRP1 toksin antraks
muramil dipeptid

NLRPS nigericir
maitotoksin
muramil dipeptid
virusna dsRNK
bakterijska RNK
ATP

azbest

silicijev dioksid
aluminijeve soli
se&na kislina

NOD1 deli peptidoglikana, ki vsebujej
diaminopimelinsko kislino (DAP)

NOD2 muramil dipepti

Tako kot TLR in RLR, so tudi NOD-u podobni recefitgromembenclen prirojenega
imunskega sistema, saj je z njihovo mutacijo, pofiirmom in spremenjenim izrazanjem
povezanih veliko bolezni, od katerih jih dhea sodi med krodne vnetne bolezni in so
navedene v preglednici V (26,28).
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Preglednica V: Nekatere bolezni, povezane z recepjioNLR (26).

NLR Bolezen povezana z NLR

CITA sindrom golih limfocito
multipla skleroza

sistemski lupus eritematozus
Addisonova bolezen

NLRC4 atopeni dermatitis
NLRP1 vitiligo
NLRP:S Muckle-Wells-ov sindron

druzinska urtikarija zaradi mraza
infantilni kroni¢ni vnetni nevrolo3ki, koZni in sklepni sindrom
Crohnova bolezen

NLRPE hipoparatiroidizem pri pacientih z avtoimunim pali®krinim sindromom tipa
NLRP1z sindromdedrih periodinih vrocic
NOD1 astmi

atopeni dermatitis
kroni¢na vnetnairevesna bolezen

NOD2 Crohnova boleze
Blau sindrom
sarkoidoza z zgodnjim 2atkom

1.3 RECEPTORJINOD1

Receptor NOD1¢lan NLRC/X poddruzine NOD-u podobnih receptorjex,egden izmed
prvih okarakteriziranih receptorjev NLR (31-33).lKest tega receptorja je ocenjena na
108 kDa, njegovo 965 aminokislin dolgo zaporedjkpdira gen »domena za aktivacijo in
rekrutiranje kaspaz 4«, zato ga imenujemo tudi CARB,27,34,35). Kot ostali NLR je
tudi NOD1 sestavljen iz centralne NACHT oziroma N@Bmene in C-terminalne LRR
domene, medtem ko ima na N-terminalnem koncu egnabracijsko domeno CARD
(26,27). Z domeno LRR, sestavljeno iz desetih notiLRR, zaznava bakterijske
peptidoglikanske strukture, ki vsebujejo diaminogiimsko kislino (DAP) (26,35,36).

Receptorji NOD1 se nahajajo v velikem Stevilu rash telesnih celic, izmed katerih so
najbolj izrazeni v tistih, ki prihajajo v stik s pdoglikan vsebujéimi mikroorganizmi.
Med tovrstni tip celic sodijo antigen predstaviteeselice (makrofagi in dendiitie celice)
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ter epitelijske celice, préemer je NOD1 zlasti pomemben v slednjih, saj saeéke
celice prebavnega trakta in dihalnih poti veéas izpostavljene flori razinih
mikroorganizmov (27,37-39). Na luminalni povrSiehtcelic receptorji TLR prakino
niso prisotni, saj bi le-ti ve&as prozili signale in s tem povzai nepotreben imunski
odziv ter krontno vnetje. V tem primeru so receptorji NOD1 prvigtavni detekcijski
mehanizem prirojenega imunskega sistema in reagifaj na agresivhe patogene
mikroorganizme, ki jim uspe vdreti v celico ali yanzlo¢iti njihove snovi, medtem ko se

na nepatogene in komenzalne mikroorganizme ne egz¢2,27,40,41).

1.3.1 Mehanizem delovanja receptorjev NOD1

NOD1 so znotrajceaini receptorji, ki se nahajajo v citosolu, zato njorajihovi ligandi
najprej preiti plazmalemo, kar se lahko zgodi n&an&inov:
» Bakterijsko posredovano prehajanje tedi membrane;
» injiciranje delov peptidoglikana v citosol s sekjgldmi sistemi,
= prehajanje celne membrane z vezikli iz zunanje membrane bakterij,
» invazivne bakterije§higella, Listerid same prinesejo potencialne ligande s
seboj v citosol.
* Prehajanje calne membrane z mehanizmi telesu lastnih celic;
= od pH odvisna endocitoza, ki ji sledi prehajangafidov v citosol preko
transporterjev SLC15A4,
= transport krajSih DAP vsebujth di- in tripeptidov v citosol s peptidnim
transporterjem 1 ali 2.
» Samostojno prehajanje agle membrane s pasivno difuzijo.

* Drugi, Se neznani mehanizmi (28,42—46).

Ko ligandi prispejo v citosol, se vezejo na dom&mRR receptorjev NOD1, kar povaip
spremembo njihove konformacije in om@&g@d ATP odvisno oligomerizacijo NOD1
preko domene NACHT (29,31,35,43). Nato se na N-tami konec NOD1 preko
CARD-CARD interakcij veze adapterski protein RICKidi RIP2, CARDIAK ali RIPK2).
Na kinazni domeni RICK-a pate poliubikvitinacija in na verigo ubikvitina se &z
kompleks s kinazo TAK1. Na vmesno regijo protein&IR se preko proteina NEMO
(t]. esencialnega modulatorja NdB) veze Se komplekskB kinaze (IKK — kinaza
inhibitorja NF«B), in tako RICK v bistvu deluje kot premostitvepiotein, ki privede
kinazo TAK1 v neposredno blizino IKK. TAK1 nato fosilira IKK in jo aktivira,
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aktivirana IKK pa fosforilira inhibitor nuklearnegiaktorja kB, kar povzr@i aktivacijo
NF-kB (slika 4) (47).

93

S M

NOD1 P

T i

HovN HEie)

Aktiven NF-«xB

TAKA (

Poliubikvitinska veriga

[ Vmesna regija [Kinazna domerm

S |
@ﬁ@@®@ RICK
@@ PAMP

Slika 4: Shema mehanizma delovanja receptorjev NOD(prirejeno po (31,47).

Receptorji NOD1 posredujejo svoje€inke v glavnem preko NkB. Aktivirajo pa tudi
MAPK c-JUN N-terminalno kinazo in spodbujajo apagpigoreko kaspaze-1. Te dodatne
mehanizme bi lahko receptorji NOD1 aktivirali prefmtein kinazne aktivnosti na kinazni
domeni proteina RICK, ki ni udelezena pri aktivabiF-xB (27,28,47,48).

Vezava PAMP na NODL1 v kdni fazi privede do spréanja citokinov IL-B, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-12 in TNF-a ter poveéa transkripcijo 1L-17, IL-19, IL-20, IL-22 in IL-24lzrazito

se povéa tudi spro&nje kemokinov IL-8, CXCL1, MIP-2 in MCP-1 (28,3%4%1).
Sprogeni vnetni citokini in kemokini povzkgo vnetje, aktivirajo mehanizme prirojenega
imunskega sistema in predvsem preko indukcije loidy Th2 prispevajo k aktivaciji
pridoblienega imunskega sistema (28,50). NOD1 ptako modulira nastajanje
interferona B in povzr@&i sprofanje peptidoglikan prepoznavnih proteinov ter
protimikrobnih peptidovf-defenzinov (52-54)Ceprav NOD1 preko kaspaze-1 spodbuja
apoptozo, do nje ne pride, ker jo zavre RBF-{48,55-57).
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1.3.2 Odnos med strukturo in delovanjem (SAR) agostov NOD1

Tridimenzionalna struktura domene LRR oziroma veega mesta za PAMP na
receptorjih NOD1 Se ni znana, zato moramo O straktuzahtevah za agoni&tio

delovanje sklepati na podlagi ze znanih ligandov.

NOD1 zaznava strukturne dele peptidoglikana bgkt@&akterijski peptidoglikan je
heteropolimer, sestavljen iz polisaharidnih verig alterniraj@im zaporedjem
N-acetilglukozamina inN-acetilmuraminske Kkisline, ki se med seboj poveauje
B-(1,4)-glikozidno vezjo. Polisaharidne verige sodnseboj premrezene s kratkimi peptidi,
ki na tretem mestu navadno vsebujejo diamino rasliki je pri ve€ini po Gramu
pozitivnih bakterij lizin, po Gramu negativne inkagere po Gramu pozitivne bakterije pa
vsebujejo diaminopimelinsko kislino (DAP) (slika.9NOD1 zaznava le strukture, ki
vsebujejo DAP, zato zaznavacuoma po Gramu negativne bakterije (36,39,58,59).

NajmacnejSi naravni ligand receptorjev NOD1 je GIcNAE{4)-(anhidro)MurNAc-
L-Ala-y-D-Glu-mezeDAP (DS(anh)-3P(DAP)), ki v celicah HEK293T pri rk@entraciji
10 ng/mL poveéa izrazanje NReB za faktor ~ 21. Precej mipa naravna agonista sta Se
MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-mezeDAP (MS-3P(DAP)), ki pri koncentraciji 10 ng/mL gor
tako za ~ 21-krat pova izrazanje NReB, in GIcNAc-(31-4)-MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-
mezeDAP (DS-3P(DAP)), ki pri istih pogojih pova izrazanje Nk za ~ 15-krat
(36,39,58). Ce tem molekulam odstranimo sladkorni del, dobimo véelno aktiven
tripeptid Tri-DAP (L-Alavy-D-Glu-mezeDAP), za katerega so dokazali direktno vezavo na
domeno LRR receptorja NOD1 (43). NajmanjSi struktufragment bakterijskega
peptidoglikana, ki Se sprozi odziv preko receptwoidOD1 pa je dipeptid-D-Glu-DAP
(36,60,61). Ta dipeptid ima dva stereogena centtem 4 mozne ogtie izomere, pri
cemer dalé najmaineje deluje njegova §6R)-mezooblika, ki jo navadno zasledimo tudi
v strukturi peptidoglikana, medtem ko ostali diaste&zomeriy-D-Glu-DAP izkazujejo
10-10000-krat nizje delovanje (36,59,60). Za adgame delovanje na receptorjih NOD1
je pomembno preko katere karboksilne kisline speidno vezjo povezani glutaminska
kislina in DAP, saj dipeptid-D-Glu-DAP ne izkazuje nobene agonisie aktivnosti (62).

Strukture omenjenih agonistov receptorjev NOD1 imigtavljene na sliki 5.
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Peptidoglikan, ki vsebuje DAP

n DS(anh)-3P(DAP)
OH OH -
OH
o} 0 Q
H-+-0—HO 070 v OH O )‘k
NH NH HO—HO O HN
~( —~ NH
o
o o \\( |O
L-/lxla —n 0 0o
D-Glu o_ .
mezc|>-DAP —— D-Ala MS-3P(DAP) "
i I O
_ mezo-DAP
D,IAIa | Ve NH
(D-Ala) D-Glu %
- L-Ala - ©
7 HN 0
OH 0 OH
o | é& >
H--0~"HO —070 v OH
NH \\(NH Tri-DAP-< o)
O NH
\\g \ iE-DAP-
L —n HO
o)
\\_HO  NH,

y-D-Glu-(2S,6R)-mezo-DAP (iE-DAP)

NH,

H
HOMN NH,
0 0 I\/I

07 OH 07 “OH

N-acetiimuraminska kislina
N-acetilglukozamin oligopeptid

Slika 5: Zgradba peptidoglikana z diaminopimelinskokislino in strukture nekaterih agonistov na
receptorjih NOD-1 (prirejeno po (36,63,64).

V dipeptidu y-D-Glu-(2S,6R)-mezeDAP (iE-DAP) kljucne strukturne dele predstavljajo
obe amino skupini in vse tri karboksilne skupingihdlva odstranitev mtno zmanjSa
aktivnost ali pa povzrd popolno izgubo delovanja (51,61). Osnovno molekph lahko
preoblikujemo in vanjo uvajamo dd@lene spremembe, katerih vpliv na gQefektivna
koncentracija, ki izzove 50 % maksimalnegaka) je predstavljen v preglednici VI.
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Preglednica VI: Analogi dipeptida iE-DAP in njihove vrednosti EC5,(51)

Spoi ECso Spoi ECso
pojina (pM) pojina (pM)
[m] o]
HEM'\Q " a HI‘;JM,\Q y o
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o o o O
NH NH
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o]
HN 0 o Hle
HOMN o . iy | 0
O 0 23 \M?um o 181
NH NH,
HO 0 <o g
/Paﬂ\'N/(ﬂ;ﬁ o] 2%): H MH2 H a
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HO i b OH
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%\\_{ MH o}
-2 H
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Ay e o 69 1t 550
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Aciliranje IE-DAP s hidrofobnimi kislinami nar-amino skupini ostanka glutaminske
kisline privede do minejSega delovanja, kar je najverjetneje povezarmosEanim

prehajanjem tak3nih spojin skozi ¢eld membrano (60)Ce aciliranje izvedemo z
miristinsko kislino (tetradekanojska kislina), dwilo derivat, ki v celicah HEK293T pri
koncentraciji 10 ng/mL pova izrazanje NReB za faktor ~ 19, kar je primerljivo z
aktivnostjo naravnega liganda DS(anh)-3P(DAP) (3&kiliranje z drugimi visjimi

magobnimi kislinami prav tako privede do analogov bdm delovanjem. Dodekanojski
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derivat, C12-iE-DAP, je na voljo kot referam standard za agoniste NOD1 in ima
EGCso ~ 30 pM. Tako kot aciliranje tudi N-alkiliranje-amino skupine glutamatnega
ostanka z dolgimi alkilnimi verigami pove aktivnost, v primeru dialkiliranja pa se
aktivnost Se bistveno pot@ Na vseh karboksilnih skupinah iE-DAP lahko teariestre
brez izgube aktivnosti (51), medtem ko je na kasidok skupini glutamatnega dela
molekule mozno tvoriti Se tioestre, tvorba amida tem mestu pa zmanjSa aktivnost,
oziroma povzréi izgubo delovanja (51,65,660:e nas-karboksilni skupini ostanka DAP
spojine MS-3P(DAP) uvedemo karboksamidno skupinmbirdo popolnoma neaktiven
derivat. Na tej podlagi lahko sklepamo, da tvorbdadav na analogni skupini v IE-DAP
vodi v izgubo delovanja. Podobno se zgodi tudiiggmanjem D-alanina nakarboksilno
skupino ostanka DAP, saj D-alanin na tem mestu v-3REAP) m@&no zmanjsSa
aktivnost. Pomembna je tudi dolzina distaika med stereogenima centroma v DAP delu
molekule, saj daljSanje verige DAP v MS-3P(DAP) Mdd neaktivnih derivatov, medtem
ko zamenjava centralne Glskupine z zveplovim atomom ne povar@egube aktivnosti
(36,61,66). V DAP delu dipeptida iE-DAP je Se pagedixutljiva prosta aminska skupina,
na kateri kakrSne koli spremembe niso tolerirarie§®5). SAR derivatov dipeptida iE-DAP

je predstavljen na sliki 6.

Alkiliranje, aciliranje
1 aktivnost

Dialkiliranje \ Spremembe niso dovoljene

11 aktivnost MoZna zamenjava CH, s S
NH,

"""""" H Y
! HO PN
: ~ (R
: : B
: o) H Sprememba konformacije
7)! ....... ; 11 aktivnost
MoZnost tvorbe estrov in tioestrov
lzguba delovanja s tvorbo dalj$ih amidov MozZnost tvorbe estrov MozZnost tvorbe estrov
Tvorba karboksamida Pripenjanje D-Ala lzguba delovanja s tvorbo amidov
| aktivnost 1 aktivnosti

Tvorba amidov
4 aktivnost

Slika 6: SAR derivatov dipeptiday-D-Glu-(2S,6R)-mezo-DAP (iE-DAP) (prirejeno po (51)).

IE-DAP je pomemben strukturni del bakterij in hkrgd spojine, kakrSnega §ovesSkem
organizmu ne zasledimo. Aminokisline se v naSemamimgnu pojavljajo v L-obliki,
medtem ko je aminokislina DAP popolnoma spéodi za bakterije, zato je detekcija preko

NOD1 dober in speciden n&in odkrivanja bakterij. Nekaterim bakterijam je dan
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uspelo modificirati svojo peptidoglikansko struldurin sicer lahko nekatere tvorijo
karboksamid na-karboksilni kislini glutamatnega ostanka, na prasatrboksilni skupini
DAP, ali na obeh mestih. Preko glutamatnega ostdakko namesto amida tvorijo
peptidno vez z glicinom ali D-serinom. Mozna jeitadmenjava DAP z L-ornitinom ter
nekaterimi drugimi aminokislinami in sprememba larnfacije DAP v (R,6R) ali (2569
obliko. S tem se izognejo detekciji ali pa zmamSajeno intenziteto. Seveda NOD1 prav
tako ne zaznava po Gramu pozitivnih bakterij, kajpnnamesto DAP v svoji strukturi
L-lizin (60,61,66).

1.3.3 Potencial agonistov in antagonistov recept@y NOD1

Nepravilno delovanje receptorjev NOD1 vodi v razbhalezenska stanja. Pretirana
stimulacija imunskega sistema preko NOD1 je povazamastankom astme, krome
vnetnecrevesne bolezni, avtoimunega uveitisa, vaskulaumétnih bolezni, atopnega
dermatitisa, revmatoidnega artritisa ter drugih lebp (34,67—75). Pov@no je tudi
tveganje za razvoj multiple skleroze (76). Z antagtd NOD1 bi lahko razvili novo
generacijo tinkovin za zdravljenje teh bolezni, ki bi bile kstme tudi pri obvladovanju
septtnega Soka, saj bi negativho modulirale imunski wdziorej bi delovale

imunosupresivno (77).

Po drugi strani bi z agonisti NOD1 lahko razvili veo imunostimulanse, oziroma
ucinkovine, ki pozitivno modulirajo imunski odziv. Bjimi bi bilo mozno stimulirati
imunski sistem pri imunokompromitiranih bolnikiha rnporimer tistih, ki imajo AIDS,
levkemijo ali prejemajo protitumorno terapijo (78)7Pri bolnikih, katerih imunski sistem
sicer normalno deluje, pa bi okrepili mehanizmegyene in pridobljene imunosti,csmer

bi dosegli uporabo nizjih odmerkov ali skrajSéas terapije pri zdravljenju z ostalimi
zdravili (64,78). Dovolj moni imunostimulansi bi lahko morda sami prevesilimatezje
bitke z mikroorganizmi v prid gostitelja (26,79—-8Nekatere raziskave so pokazale, da so
receptorji NOD1 pomembni pri obrambi pred bakteHplicobacter pylorj z njimi bi bilo
med drugim mozno zdraviti ulkus (44,53,82). Velikgednost novih protimikrobnih
ucinkovin takSnega tipa bi bila majhna moznost pojeszistence, saj njihova primarna
tarca niso mikroorganizmi sami in zato ne vrSijo direda selekcijskega pritiska. To
teorijo podpira tudi dejstvo, da se pri uporabiiggpojavlja manjSa rezistenca kot pri
uporabi klasinih protimikrobnih @inkovin. Zaradi nespecifnosti mehanizmov prirojene

imunosti, bi bila druga prednost imunostimulansowet kprotimikrobnih agensov
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ucinkovanje na Sirok spekter patogenov (79,80). Keceptorji NOD1 stimulirajo
limfocite Th2, bi lahko njihove agoniste uporabtlidi kot adjuvanse pri cepivih
(26,50,51). Znano je, da receptorji NOD1 igrajo pombno viogo v boju proti nekaterim
tumorjem, zato imajo njihovi agonisti potencial kwbtitumorne ginkovine, ki bi zavirale
rast in proliferacijo nekaterih tumorjev dojk almanjSale incidenco tumorja debelega
crevesja pri bolnikih s krotino vnetnocérevesno boleznijo (62,83). Seveda lahko imajo
agonisti NODL1 tudi slabosti. Rekovani glavni stranskidinki pri vseh néinih uporabe so
akutni zapleti zaradi pretiranega vnetja in mozmastzraitve avtoimunih ter krognih

vnetnih bolezni (80).

Spojine, ki imajo v svoji strukturi fragmemhezeDAP, lahko imajo tudi neposredno
protibakterijsko delovanje. Premrezenje baktergskgeptidoglikana poteka v glavnem
preko L-lizina alimezeDAP (59). Bakterije ti dve aminokislini sintetiajo same, medtem
ko sesalci tega nismo sposobni. Encimi v sinteamii f-lizina in mezeDAP zato
predstavljajo dobre t&e za razvoj novih kemoterapevtikov s selektivno skatostjo
(84-87). Spojine, ki vsebujejpezeDAP, bi lahko inhibirale encime DAP dekarboksilazo
DAP dehidrogenazo in DAP epimerazo v biosintezni pdizina preko DAP (slika 7). Pri
tem bi bilo za inhibicijo DAP dehidrogenaze in DARimeraze bolje¢e bi bil ogljikov
atom na mestu 6 mezeDAP planaren (84,85). Potencialne¢arza nove kemoterapevtike
so tudi Mur ligaze, ki so encimi udelezeni v simtdmmkterijskega peptidoglikana.
mezeDAP je substrat encima MurE, ki UDR-acetilmuramil-L-Alay-D-Glu pretvori v
UDP-N-acetilmuramil-L-Alay-D-Glu-mezeDAP. UDP-N-acetiimuramil-L-Alay-D-Glu-
mezeDAP nato vstopa v reakcijo z dipeptidom D-Ala-DaApreko encima MurF.
mezeDAP vsebujée spojine bi torej lahko inhibirale encima MurkE MurF (slika 7)
(88,89).
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Slika 7: Biosinteza L-lizina preko DAP in sinteza lbkterijskega peptidoglikana. Encimi, ki

so potencialne tafe za nove DAP vsebue kemoterapevtike, so ozngeni z rdefo barvo

(prirejeno po (64,85).
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2. NAMEN DELA

V okviru diplomskega dela bomo sintetizirali dveoppi s potencialnim agonistim
delovanjem na receptorjjih NOD1, ki lahko predstel] izhodi§e za razvoj novih
imunomodulatornih &inkovin. Kot je bilo omenjeno Ze prej, imajo sp@itakSnega tipa
potencial za zdravljenje razfiih bolezni povezanih z nepravilnostmi v delovanju
receptorjev NOD1, za uporabo kot adjuvansi v cépikot protitumorne ginkovine in ne

nazadnje kot protimikrobneiimkovine s posrednim in/ali neposrednim delovanjem.

Ker 3D struktura vezavnega mesta ligandov NODL1 iSenana, bomo ti dve spojini
natrtovali na osnovi ze znanih agonistov. Izhajali lsom dipeptiday-D-Glu-(2S,6R)-
mezeDAP (iE-DAP), najmanjSega fragmenta bakterijsk@ggptidoglikana, ki Se sprozi
odziv preko receptorjev NOD1 (61). Na aminsko skapv glutamatnem delu iE-DAP
bomo uvedli dve dolgi lipofilni verigi, saj predwsdamo, da bomo s tem spojinama
poveiali lipofilnost in izboljSali prehodcez celéne membrane. Rezultati drugih
raziskovalnih skupin kazejo, da je to za delovazg® ugodno (51,60). Zaradi relativho
dolge stranske verige aminokislimezeDAP lahko IE-DAP zavzame veliko radtih
prostorskin konformacij. Sklepamo lahko, da vsetgatse v prostoru niso ugodne za
vezavo na tano mesto, zato bi bilo z rigidizacijo ostankezeDAP v dipeptidu IE-DAP

mozno poveati afiniteto do tatnega mesta na receptorju in s tem tudi patieaktivnost.

Odle¢ili smo se, da bomo naSima spojinama galierigidnost s tvorbo dvojne vezi v DAP
delu molekule. Prva spojina bo imela dvojno veznmastup-y in druga na mesty-o
(slika 12). NaSi spojini bosta tako strukturno zplmdobni ze znanim agonistom, a bolj
rigidni. Tvorba dvojne vezi je enostaven in ugodefin rigidizacije, saj z njo na molekulo
ne uvajamo novih funkcionalnih skupin, ki bi lahkosterénimi interakcijami ovirale
vezavo. Potrebno je omeniti Se, da je dvojna vektelnegativna, a glede na to, da lahko v
tem delu molekule CH skupino zamenjamo z zveplovim atomom, ki je prakot

elektronegativen, to ne bi smelo predstavljati peota (61).

Pri sintezi spojin bomo izhajali iz aminokislin DA L-metionin, iz katerih bomo s
S-oksidacijo in kasnejSo dehidrosulfenilacijo pawti ustrezno zadten D- in
L-vinilglicin (slika 8), ter iz komercialno dostofm aminokislin D- in L-alilglicin,
katerima bomo ustrezno z&dli karboksilno in aminsko skupino (slika 9). Linilna in
alilna derivata glicina bosta imela aminsko skupma&iteno s skupino Fmoc, medtem ko
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bosta imela D-vinilna in alilna derivata na tem tonezagitno skupino Boc, vsi derivati pa
bodo imeli karboksilno skupino z&teno sterc-butilnim estrom. Iz tako pripraviljenih
spojin bomo z olefinsko metatezo sintetizirali digidizirana analoga diaminopimelinske
kisline, ki bosta kljdna fragmenta v nasi sintezi (slika 10). V nadaljgwyébomo derivatu
D-glutaminske kisline od#ili aminsko skupino in nanjo z reduktivnim amianjem
uvedli dve n-dodecilni verigi,a-karboksilno skupino pa bomo pustili Z&8no s
terc-butilnim estrom. Sledila bo o¢i&a Fmoc-za&tenih aminskih skupin na analogih
aminokisline DAP in pripenjanj&,N-dialkilnega derivata D-glutaminske kisline preko
tvorbe peptidne vezi. V zadnji stopnji sinteze bosnwifluoroocetno kislino od#ili Boc

in terc-butilne za8&ite in s tem dobili zeleni spojini, ki bostd,N-dialkiina analoga
dipeptiday-D-Glu-(2S56R)-mezeDAP v obliki di-trifluoroacetata (slika 11).

o o
NH, NH,* CI HN HN
a b c
HOWS/ —_— /O S/ B — /OWS/ —_— /O\H/é\/\s/
1
O o] O (0]
D-metionin (R =1 (R)=3 (R)=5
L-metionin (S)=2 (S)=4 (S)=86
QL |
0.__0
| H | H NH,* CI HN
N © <3 N -© < HoO ~ -« 0 _
®F ®F -
(0] (0]
%o 0 HO” O o o
12 1 (R)=9 (RI=1
(S)=10 (S)=8
Jh
PP )( 9 PP
O e = O phee
N N
14 13
a: SOCl,, MeOH e: 6M HCI
b: CbzCl, NaHC O3, Et,0/H,0 f: Boc,0, dioksan/H,0
c: NalQ, (@qy MeOH g: tBu-trikloroacetimidat, BF5-OEt,, DKM, cikloheksan
d: A p=0,1 mbar h: Fmoc-OSu, Na,COj3, dioksan/H,0

Slika 8: Shema sinteze z&genih derivatov

vinilglicina.
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Slika 9: Shema sinteze z&#enih derivatov alilglicina.
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Slika 10: Sinteza analogownezo-diaminopimelinske kisline z olefinsko metatezo.
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Slika 11: Shema sinteze rigidiziranih analogov dipgtida y-D-Glu-(2S,6R)-mezo-DAP.
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Slika 12: Primerjava strukture dipeptida y-D-Glu-(2S,6R)-mezo-DAP s spojinama_24in 26.

Nasi novo sintetizirani spojini bomo biolosko ownetili na celéni liniji Ramos-Blue™.
Njuno delovanje bomo primerjali z delovanjem znami©D1 agonistov, tripeptida
Tri-DAP in dipeptida C12-iE-DAP. Rtakujemo, da bosta naSi spojini preko receptorjev
NOD1 poveali izrazanje NFReB, kar bo kazalo na njuno imunostimulatorno delggan
Prav tako predvidevamo, da bosta zaradi ugodiédialkilacije z dolgimi alkilnimi
verigami in zaradi vge rigidnosti, bolje ali vsaj enako aktivni kot $ipo uporabljeni za
standard.
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3. MATERIALI IN METODE

Reagenti in topila

Pri delu smo uporabljali reagente in topila r&xzlh proizvajalcev (Acros Organics,
Sigma-Aldrich, Fluka, Molekula, Bachem, Merck, Jse1s Kemika). Brezvodni
diklorometan (DKM) smo pripravili po standardnem sfapku in ga hranili nad

molekularnimi siti z velikostjo por 0.4 nm.

Laboratorijska oprema

= tehtnica METTLER TOLEDO® PB403-S/FACT Precision &ate
= magnetno meSalo IKA® RCT basic IKAMAG Magnetic stir

= rotavapor BUCHI® type R-114

= UV svetilka CAMAG UV-cabinet Il ¥ = 254 nm/366 nm)

» kugelrohr BUCHI® Glass Oven B-580

Kromatografske metode

» Tankoplastna kromatografija (TLC)
Za izvedbo tankoplastne kromatografije smo upoatigloXe Kieselgel 60 F254
(Merck, Darmstadt, Ned#ija) z 0,20 mm nanosom silikagela na aluminijastem
nosilcu z dodanim fluorescémm indikatorjem in razéine mobilne faze.
Za detekcijo spojin na kromatografskih plaB smo uporabljali UV svetilko
(A = 254 nm in/ali 366 nm) ter orositveni reagenthiainin.

» Kolonska kromatografija
Za cis¢enje produktov s kolonsko kromatografijo smo koacginarno fazo
uporabljali silikagel z velikostjo delcev 0,040-60 mm (Merck, Darmstadt,

Nentija) ter razlene mobilne faze in steklene kolone rézih velikosti.

» Tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (HPLC)
HPLC analize smo izvajali na instrumentu Agilentcfieologies HP 1100 z
UV-VIS detektorem G1365B, kolono Agilent Zorbax ligse Plus C18
(4,6 x 150 mm, Jum delci) ob uporabi predkolone in pri pretoku 1 mid. Kot
eluent smo izbrali zmes 0,1 % raztopine trifluoretne kisline v vodi in

acetonitrila, preemer smo gradient spreminjali glede na izbrano deeto
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¢ HPLC metoda A:

1-25 minuta — gradient od 50 % do 80 % acetonitrila
25-27 minuta — gradient od 80 % do 90 % acetaoanitril
27-28 minuta — gradient od 90 % do 50 % acetoaitril

¢+ HPLC metoda B:
1-25 minuta — gradient od 30 % do 80 % acetonitrila
25-30 minuta — gradient od 80 % do 90 % acetaoanitril
30-32 minuta — gradient od 90 % do 30 % acetaoanitril
¢ HPLC metoda C:

1-25 minuta — gradient od 30 % do 80 % acetonitrila
25-27 minuta — gradient od 80 % do 90 % acetaoanitril
27-30 minuta — gradient od 90 % do 30 % acetoaitril

Dolocevanje tali

Tali&a spojin smo doldli na Koflerjevem mikroskopu z ogrevalno mizicoomvajalca

Leica in so nekorigirana.

Jedrska magnetna resonanca (NMR)

'H NMR spektri so bili posneti pri 400 MHz na spektretru Bruker Avance DP na
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani ali pg00 MHz na spektrometru Bruker
Avance DPXy na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo M@ize v Ljubljani.
13C NMR spektri so bili posneti pri 100 MHz na spektetru Bruker Avance DP na
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Vzorseno raztopili v DMSO-g CDC} ali
devteriranem metanolu in kot interni standard upitirdetrametilsilan. Spektre smo

procesirali s programom MestReC.

Masna spektrometrija (MS)

Masni spektri so bili posneti z ESI tehniko na neaanspektrometru AutoSpec Q
(proizvajalec: Micromass, Manchester, Velika Brif@nv Centru za masno spektrometrijo
na Institutu »Jozef Stefan« v Ljubljani.

Infrarde ¢a spektroskopija (IR)

IR spektri so bili posneti na spektrometru Perkim& 1600 Series FT-IR na Fakulteti za

farmacijo Univerze v Ljubljani.
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Opti¢na swnost

Opticno swnost spojin smo izmerili s polarimetrom Perkin-Ein&1ll MC pri valovni
dolzini 589 nm (natrijeva D-linija) v kiveti dolzen 0,1 dm na Fakulteti za farmacijo

Univerze v Ljubljani.

Nomenklatura in risanje spojin

Za poimenovanje in risanje spojin smo uporabiliggeana ChemDraw Ultra 9.0 in
ChemBioDraw Ultra 12.0 proizvajalca CambridgeSoft.

Testiranje spojin na celéni liniji Ramos-blue

Novosintetizirana agonista receptorjev NOD1 sma loialoSko ovrednotiti na Katedro za
klinicno biokemijo na Fakulteti za farmacijo Univerze yulijani. Za testiranje so

uporabili celice Ramos-Blue™ in reagent QUANTI-BMeoroizvajalca InvivoGen.

180 pL suspenzije celic Ramos-Blue™ (~ 400000 celichije dodanih 20uL 1 puM ali
10 uM raztopine nasih agonistov (spojigd oziromaz26), 1 uM raztopine C12-iE-DAP ali
10 uM raztopine Tri-DAP, pricemer je bil kot topilo uporabljen gojitveni medRri
negativni kontroli je bil suspenziji celic dodandejitveni medij. Celice so bile nato skupaj
z ustreznimi slepimi vzorci 18 ur inkubirane pri 32 v 5 % atmosferi CO Po kogani
inkubaciji je bila v supernatantu celic z reagentQANTI-Blue™ spektrofotomettno
izmerjena koltina »izlotene zarodne alkalne fosfataze« (angl. »secretedryemib
alkaline phosphatase« — SEAP). Absorbanca vzoreehila izmerjena pri 640 nm po

24-urni inkubaciji v mediju za analizo.
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4. EKSPERIMENTALNI DEL

4.1  SINTEZA (2R)-1-METOKSI-4-(METILTIO)-1-OKSO-2-
BUTANAMINIJEVEGA KLORIDA (1 )

REAKCIJA:

| |

S S

NH, SOCl, NH5*CI
® MeOH - ®
HO™ ~O o~ o

D-metionin 1

POSTOPEK:

15,10 g (101,2 mmol) D-metionina smo raztopili \6IBAL metanola in raztopino ohladili
na 0 °C. Nato smo s kapalnikom ob meSanju dodalind,. (110 mmol) tionil klorida,
reakcijsko zmes prestavili na oljno kopel in jotietacas refluktirali. Po refluktiranju smo
reakcijo pustili potekati pri sobni temperaturi jm prekinili po 43-ih urah. Reakcijski
zmesi smo pod znizanim tlakom uparili metanol irbiladrden zaostanek, ki smo ga
suspendirali v dietil etru. Eter smo odali s pom@jo presesalne erlenmajerice in zavrgli,

trden zaostanek pa posusili v suSilniku ter d&li00 g spojind.

PRODUKT:
Izgled: bela trdna snov
Izkoristek: 99,0 %
Rt 0,72 (Mf: CHHCN/MeOH/H,0 = 6/1/1)
TaliS¢e: 154-155 °C; po literaturi: 145-146 °C (90)
'H NMR (400 MHz, DMSO-d):
6 [ppm] =2,04-2,09 (m, 5H, -G+5-CH),
2,58-2,68 (m, 2H, -CH-CH),
3,76 (s, 3H, -OCHh),
4,12 (t, 1H, J = 6,4 Hzp-CH-),
8,55 (s, 3H, -NH).
MS (ESI): m/z = 164,1 (M — CI); M, (izraéunano): 199,70;
M, (izraéunano za M—HCI): 163,24

HRMS (za CsH14NO,S): 164,0753; izréunano: 164,0745
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4.2  SINTEZA (25)-1-METOKSI-4-(METILTIO)-1-OKSO-2-
BUTANAMINIJEVEGA KLORIDA (2 )

REAKCIJA:
o Cr @)
HaN,,, < oH socl, . 50"
MeOH
S S\
L-metionin z
POSTOPEK:

15,10 g (101,2 mmol) L-metionina smo raztopili \6IAL metanola in raztopino ohladili
na 0 °C. Nato smo s kapalnikom ob me$anju dodalir8.. (110 x 16 mmol) tionil
klorida, reakcijsko zmes prestavili na oljno kopel jo kratek ¢as refluktirali. Po
refluktiranju smo reakcijo pustili potekati pri sabtemperaturi in jo prekinili po 43-ih
urah. Reakcijski zmesi smo pod znizanim tlakom iipaetanol in dobili trden zaostanek,
ki smo ga suspendirali v dietil etru. Eter smo adlius poma@jo presesalne erlenmajerice

in zavrgli, trden zaostanek pa posusili v susilrtiudobili 20,00 g spojing.

PRODUKT:
Izgled: bela trdna snov
Izkoristek: 99,0 %
Rt 0,72 (Mf: CHHCN/MeOH/H0 = 6/1/1)
Talis¢e: 152-153 °C; po literaturi: 145-146 °C (90)
'H NMR (400 MHz, DMSO-d):
6 [ppm] =2,04-2,09 (m, 5H, -G+5-CH),
2,58-2,68 (m, 2H, -CH-CH),
3,76 (s, 3H, -OCHh),
4,12 (t, 1H, J = 6,4 Hzp-CH-),
8,55 (s, 3H, -NH).
MS (ESI): m/z = 164,1 (M — CI);, M, (izraéunano): 199,70;
M, (izraéunano za M—HCI): 163,24

HRMS (za CsH14NO,S): 164,0739; izréunano: 164,0745
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4.3  SINTEZA METIL (2 R)-2-{[(BENZILOKSI)KARBONIL]JAMINO}-4-
(METILTIO)BUTANOATA (3 )

REAKCIJA:
| |

S S
NH*CI CbzCl, NaHCO; HTOVQ

(R) - (R)
Et,O/H,0 -
o Yo oo

~N

|
(3%}

POSTOPEK:

3,72 g (18,6 mmol) spojing smo raztopili v zmesi 30 mL dietil etra in 30 mhde, vse
skupaj ohladili na 0 °C ter dodali 7,83 g (93,2 nimdaHCG;. Po 15-ih minutah smo s
kapalnikom ob mesSanju dodali 6,6 mL (21 mmol) 45&#topine benzil kloroformata v
toluenu in pustili reakcijo potekati pri sobni teenpturi. Po 120-ih urah smo reakcijo
prekinili in reakcijsko zmes zlili v lij ldnik. Vodno fazo smo Hili od eterne ter jo Se
dvakrat ekstrahirali z 10 mL dietil etra. Vse etefaze smo zdruzili in jih sprali najprej z
20 mL 1M raztopine HCI, nato z 20 mL vode in na &wse z 20 mL naStne raztopine
NaCl. Nato smo organsko fazo posusili z,8@, in eter uparili pod znizanim tlakom.
Dobili smo 5,63 g produkta, ki je vseboval 78,8 84r1) oziroma 4,44 g spojirie

PRODUKT:

Izgled: brezbarvna oljnata tekma
Izkoristek: 80,1 %

Rs: 0,70 (Mf: DKM/MeOH = 20/1)

'H NMR (300 MHz, CDCk):

§ [ppm] =1,93-2,05 (M, 1HB-CHza-),
2,11 (s, 3H, -S-Ch),
2,16-2,25 (m, 1H,p-CHag-),
2,56 (t, 2H, J = 7,2 Hz, -S-GH,
3,78 (s, 3H, -OCbh),
4,50-4,57 (m, 1H,6-CH-),
5,15 (s, 2H, Ar-Ch),
5,44 (d, 1H, J = 6,6 Hz, -NH-),
7,16-7,41 (m, 5H, Ar-H).
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MS (ESI): m/z = 298,1 (M + H), M, (izra¢unano): 297,37

HRMS (za Ci4H20NO4S): 298,1124; izraunano: 298,1113

4.4  SINTEZA METIL (2 S)-2-{[(BENZILOKSI)KARBONIL]JAMINO}-4-
(METILTIO)BUTANOATA (4 )

REAKCIJA:

Cr 0] 0]
H;N} o) H
S N0 CbzCl, NaHCO5 N o~

Mts)

»

- 0]

Et,O/H,0

N
(£

POSTOPEK:

3,73 g (18,7 mmol) spojin2 smo raztopili v zmesi 30 mL dietil etra in 30 mhde, vse
skupaj ohladili na 0 °C ter dodali 7,83 g (93,2 nimdaHCG;. Po 15-ih minutah smo s
kapalnikom ob mesSanju dodali 6,6 mL (21 mmol) 45&#topine benzil kloroformata v
toluenu in pustili reakcijo potekati pri sobni teenpturi. Po 120-ih urah smo reakcijo
prekinili in reakcijsko zmes zlili v lij l6nik. Vodno fazo smo Hili od eterne ter jo Se
dvakrat ekstrahirali z 10 mL dietil etra. Vse etefaze smo zdruzili in jih sprali najprej z
20 mL 1M raztopine HCI, nato z 20 mL vode in na ¢éwse z 20 mL naStne raztopine
NaCl. Nato smo organsko fazo posusili z,8@, in eter uparili pod znizanim tlakom.
Dobili smo 5,66 g produkta, ki je vseboval 78,8 84r1) oziroma 4,46 g spojirke

PRODUKT:

Izgled: bela trdna snov

Izkoristek: 80,3 %

Rs: 0,70 (Mf: DKM/MeOH = 20/1)

Talis¢e: 37—-40 °C; po literaturi: 42—43 °C (90)

'H NMR (300 MHz, CDCk):
§ [ppm] =1,93-2,05 (M, 1HB-CHza-),
2,11 (s, 3H, -S-Ch),
2,16-2,25 (m, 1H,3-CHag-),
2,56 (t, 2H, J = 7,2 Hz, -S-GH,
3,78 (s, 3H, -OCbh),
4,50-4,57 (m, 1H,¢.-CH-),
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5,15 (s, 2H, Ar-CH),
5,44 (d, 1H, J = 6,6 Hz, -NH-),
7,16=7,41 (m, 5H, Ar-H).

MS (ESI): m/z = 298,1 (M + H); M, (izra¢unano): 297,37

HRMS (za Ci4H20NO4S): 298,1109; izréunano: 298,1113

45  SINTEZA METIL (2 R)-2-{[(BENZILOKSI)KARBONIL]JAMINO}-4-
(METILSULFINIL)BUTANOATA (5 )

REAKCIJA:
$ $
N \/@ ” N
N O Na|O4 (aq) N (@]
@ M - ® M
- e} MeOH - e}
(@] O (@] O

(3%}
o

POSTOPEK:

4,44 g (14,9 mmol) spojing&, smo raztopili v 40 mL metanola in raztopino oliiad
na 0 °C. Nato smo ob meSanju po kapljicah dodd&B 3 (15,6 mmol) natrijevega
metaperjodata raztopljenega v 20 mL vode in reakgijstili potekaticez n@ pri sobni
temperaturi. Naslednji dan smo s tankoplastno ktogmafijo potrdili, da v reakcijski
zmesi ni bilo vé& izhodne spojine in reakcijo prekinili. V reakcijskmesi je bila prisotna
oborina, ki smo jo odniali s poma@jo presesalne erlenmajerice, sprali z metanolom in
zavrgli. Filtrat smo pod znizanim tlakom skoncematirina 20 mL in ekstrahirali Stirikrat s
15 mL DKM. Zdruzene frakcije DKM smo sprali z 20 nmaséene raztopine NaCl ter
posusili z NaSQ,. Po odparevanju DKM pod znizanim tlakom smo dohiti4 g spojiné.

PRODUKT:

Izgled: brezbarvna oljnata tekma
Izkoristek: 99,2 %

Rs: 0,25 (Mf: DKM/MeOH = 20/1)

'H NMR (300 MHz, CDCk):
8 [ppm] =2,12-2,20 (M, 1HB-CH,a-),
2,32-2,41 (m, 1H,-CHag-),
2,54 (s, 3H, -SO-CH),
2,72-2,79 (m, 2H, -SO-GH),
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3,76 (s, 3H, -OCbh),

4,47-4,51 (m, 1H,0:-CH-),

5,12 (s, 2H, Ar-CH),

5,78-5,87 (m, 1H, -NH-),

7,28-7,37 (m, 5H, Ar-H).

MS (ESI): m/z = 314,1 (M + H), M, (izra¢unano): 313,37

HRMS (za Ci14H20NOsS): 314,1058; izréunano: 314,1062

4.6  SINTEZA METIL (2 S)-2-{[(BENZILOKSI)KARBONIL]JAMINO}-4-
(METILSULFINIL)BUTANOATA (6 )

REAKCIJA:
©\/O H/ i - @\/0 H’ i -
3 e O NalOs g _ N e O
MeOH
S O//S\
4 6
POSTOPEK:

4,46 g (15,0 mmol) spojing, smo raztopili v 40 mL metanola in raztopino olfiiad
na 0 °C. Nato smo ob meSanju po kapljicah dodd&B 3 (15,6 mmol) natrijevega
metaperjodata raztoplienega v 20 mL vode in reakgijstili potekaticez n@ pri sobni
temperaturi. Naslednji dan smo s tankoplastno ktogmafijo potrdili, da v reakcijski
zmesi ni bilo vé& izhodne spojine in reakcijo prekinili. V reakcijskmesi je bila prisotna
oborina, ki smo jo odniali s poma@jo presesalne erlenmajerice, sprali z metanolom in
zavrgli. Filtrat smo pod znizanim tlakom skoncematirina 20 mL in ekstrahirali Stirikrat s
15 mL DKM. Zdruzene frakcijle DKM smo sprali z 20 nmaséene raztopine NaCl ter
posusili z NaSQ,. Po odparevanju DKM pod znizanim tlakom smo dohiti7 g spojiné.

PRODUKT:

Izgled: bela trdna snov

Izkoristek: 99,3 %

Rs: 0,25 (Mf: DKM/MeOH = 20/1)

TaliS¢e: 63—66 °C; po literaturi: 77—78 °C (91)
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'H NMR (300 MHz, CDCk):

8 [ppm] =2,12-2,20 (m, 1HB-CH,a-),
2,32-2,41 (m, 1H,-CHag-),
2,54 (s, 3H, -SO-CH),
2,72-2,79 (m, 2H, -SO-GH),
3,76 (s, 3H, -OCh),
4,47-4,51 (m, 1H,¢t-CH-),
5,12 (s, 2H, Ar-Ch),
5,78-5,87 (m, 1H, -NH-),
7,28-7,37 (m, 5H, Ar-H).

MS (ESI): m/z = 314,1 (M + H), M, (izra¢unano): 313,37

HRMS (za Ci14H20NOsS): 314,1064; izréunano: 314,1062

4.7  SINTEZA METIL (2 R)-2-{[(BENZILOKSI)KARBONIL]JAMINO}-3-

BUTENOATA (7)
REAKCIJA:
8
> H O\/© A, p=0,1 mbar | H O\/©
®F T : : > ®RF T
o N © o Yo ©
5 z
POSTOPEK:

Reakcijo smo izvedli z aparaturo Kugelrohr, gamer smo uporabili tri zaporedno
povezane htke. V prvo biko smo natehtali 15,96 g (50,93 mmol) spofni& jo vstavili

v petko aparature, ki je bila segreta na 226 °C. Drugétkd smo segrevali z zarilno
pistolo (~ 400 °C), tretjo pa hladili z ledom. Otvajanju reakcije smo ke rotirali s
konstantno hitrostjo in tlak v njih vzdrzevali na0;1 mbar. Reakcijo smo prekinili po
1 uri, ko je v prvi baki ostala minimalna kadina izhodne spojine. Vsebino tretjecke
smo aistili s kolonsko kromatografijo z gradientno ejoc(Mf: Hex/EA = 5/1; veéanje
deleza EA) in dobili 3,85 g spojingé

PRODUKT:

Izgled: rumena oljnata tekmna
Izkoristek: 30,3 %

Rs: 0,42 (Mf: Hex/EA = 2/1)
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'H NMR (300 MHz, CDCk):
d [ppm] =3,77 (s, 3H, -OCH#),
4,90-5,00 (m, 1H,e:-CH-),
5,14 (s, 2H, Ar-CH),
5,27-5,40 (m, 2H, -CH=C}|,
5,56 (d, 1H, J = 6,0 Hz, -NH-),
5,86-5,97 (m, 1H, -CHCH,),
7,28-7,36 (m, 5H, Ar-H).

MS (ESI): m/z = 250,1 (M + H), M, (izra€unano): 249,26

HRMS (za Ci3H16NOy): 250,1075; izr&unano: 250,1079

4.8  SINTEZA METIL (2 S)-2-{[(BENZILOKSI)KARBONIL]JAMINO}-3-

BUTENOATA (8)
REAKCIJA:
©\/O H I N i
/,,,, o~ A, p=0,1 mbar N 0] N.. ~
\([)f (s) - WOT (s ©
X
o7~
6 8
POSTOPEK:

Reakcijo smo izvedli z aparaturo Kugelrohr, gamer smo uporabili tri zaporedno
povezane htke. V prvo biko smo natehtali 17,53 g (55,94 mmol) spofiia jo vstavili

v petko aparature, ki je bila segreta na 226 °C. Drugétkd smo segrevali z zarilno
pistolo (~ 400 °C), tretjo pa hladili z ledom. Otvajanju reakcije smo ke rotirali s
konstantno hitrostjo in tlak v njih vzdrzevali na0;1 mbar. Reakcijo smo prekinili po
1 uri, ko je v prvi baki ostala minimalna kadina izhodne spojine. Vsebino tretjecke
smo aistili s kolonsko kromatografijo (Mf: Hex/EA = 5/1 dobili 4,63 g spojiné.

PRODUKT:

Izgled: rumena oljnata tekmna
Izkoristek: 33,2 %

Rs: 0,42 (Mf: Hex/EA = 2/1)

'H NMR (300 MHz, CDCk):
d [ppm] =3,77 (s, 3H, -OCH#),
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4,90-5,00 (m, 1H,--CH-),
5,14 (s, 2H, Ar-CH),
5,27-5,40 (m, 2H, -CH=C}\,
5,56 (d, 1H, J = 6,0 Hz, -NH-),
5,86-5,97 (m, 1H, -CHCH,),
7,28-7,36 (m, 5H, Ar-H).

MS (ESI): m/z = 250,1 (M + H), M, (izragunano): 249,26
HRMS (za Ci3H16NOy): 250,1076; izr&aunano: 250,1079

4.9 SINTEZA (1R)-1-KARBOKSI-2-PROPEN-1-AMINIJEVEGA KLORIDA (9 )

REAKCIJA:

> (R)

HO™ O

‘ N \/@ | *cr
N_ O 6M HCI NH5*Cl
e ’

o Yo ©

7

Ico

POSTOPEK:

V buc¢ko smo zatehtali 1,96 g (7,86 mmol) spojifhelodali 40 mL 6 M raztopine HCl in jo
opremili z zr&nim hladilnikom ter postavili na oljno kopel s teempturo 100 °C. Po
2 urah refluktiranja smo s tankoplastno kromatagrafaznali, da v reakcijski zmesi ni
bilo vet izhodne spojine. Reakcijo smo prekinili, reakajjskmes ohladili ter enkrat
ekstrahirali s 25 mL diklorometana. Vodni fazi spmd znizanim tlakom uparili topilo in
dobili 0,942 g spojiné.

PRODUKT:

Izgled: okrast prasek

Izkoristek: 87,1 %

Rs: 0,00 (Mf: Hex/EA = 2/1)

Talis¢ée: 176-179 °C; po literaturi: 175-177 °C (90)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d):

d [ppm] =4,55-4,56 (m, 1Hp-CH-),

5,45-5,54 (m, 2H, -CH=C}),
5,88-5,97 (m, 1H, -CHECH,),

8,61 (s, 3H, -NH;
*signal za -COOH na spektru ni viden.
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MS (ESI): m/z =100,0 (M —H — HCI) M, (izra¢unano): 137,56;
M, (izraéunano za M—HCI): 101,1

HRMS (za CsHeNOo): 100,0404; izraunano: 100,0399

4.10 SINTEZA (15)-1-KARBOKSI-2-PROPEN-1-AMINIJEVEGA KLORIDA (1Q )

REAKCIJA:
@o N 1 6M HCI HCL+ i
T “fe 0" - "y OH
O N N
8 10
POSTOPEK:

V bucko smo zatehtali 2,04 g (8,18 mmol) spoj)elodali 40 mL 6 M raztopine HCI in jo
opremili z zr&nim hladilnikom ter postavili na oljno kopel s teempturo 100 °C. Po
90 min refluktiranja smo s tankoplastno kromatogrataznali, da v reakcijski zmesi ni
bilo vet izhodne spojine. Reakcijo smo prekinili, reakajjskmes ohladili ter enkrat
ekstrahirali z 20 mL diklorometana. Vodni fazi spod znizanim tlakom uparili topilo in
dobili 0,985 g spojind.0.

PRODUKT:
Izgled: okrast prasek
Izkoristek: 87,5 %
Rt: 0,00 (Mf: Hex/EA = 2/1)
Talis¢e: 177-180 °C; po literaturi: 175-177 °C (90)
'H NMR (400 MHz, DMSO-d):
d [ppm] =4,54 (s, 1H, -CH-),
5,45-5,54 (m, 2H, -CH=CH})|,
5,88-5,97 (m, 1H, -CHEICH,),
8,64 (s, 3H, -NH),
13,98 (s, 1H, -COOH).
MS (ESI): m/z = 102,1 (M — CI); M, (izraéunano): 137,56;
M, (izraéunano za M—HCI): 101,1

HRMS (za CsHgNO,): 102,0554; izr&aunano: 102,0555
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4.11 SINTEZA (2R)-2-[(TERC-BUTOKSIKARBONIL)AMINO]-3-BUTENOJSKE

KISLINE (11)
REAKCIJA:
| : LR
NH5"CI Boc,O N_ _O
(R) i > (R) T
dioksan/H,O o)
HO™ ~O HO™ O
9 11
POSTOPEK:

0,584 g (5,51 mmol) N&O; smo raztopili v 16 mL vode in raztopini dodali 033 g
(2,20 mmol) spojineQ. Nato smo ob meSanju po kapljicah dodali 0,562,663 mmol;
97 % reagent) dierc-butil dikarbonata raztopljenega v 8 mL dioksana.3F5 ure smo s
tankoplastno kromatografijo zaznali, da v reakcigkesi ni bilo vé izhodne spojine in
reakcijo prekinili. Reakcijski zmesi smo odrotavafiidioksan, preostanek pa raztgids
50 mL vode in ekstrahirali z dietil etrom (2 x 3@)mVodno fazo smo nakisali do pH 2-3
z 2 M raztopino HCI in jo ekstrahirali z etilacetat (3 x 40 mL). Zdruzene frakcije
etilacetata smo nato sprali s 50 mL nase raztopine NaCl in jih posusili z M.

Etilacetat smo uparili pod znizanim tlakom in doBiB87 g spojind.1.

PRODUKT:

Izgled: rumena oljnata tekmna
Izkoristek: 87,3 %

Rs: 0,70 (Mf: CHHCN/MeOH/H,O = 3/1/1)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d):

d [ppm] =1,38 (s, 9H, -OtBu),
4,50-4,54 (m, 1H,¢t-CH-),
5,16-5,32 (m, 2H, -CH=C#),
5,84-5,92 (m, 1H, -CHCH,),
7,31 (d, 1H, J = 8,0 Hz, -NH-),
12,76 (s, 1H, -COOH).

MS (ESI): m/z = 200,1 (M — H)} M, (izra¢unano): 201,22

HRMS (za CgH14NOy4): 200,0924; izréunano: 200,0923
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4.12 SINTEZA TERC-BUTIL (2 R)-2-[(TERC-BUTOKSIKARBONIL)AMINO]-3-
BUTENOATA (12)

REAKCIJA:

NH
| H %\ PN | H JV
N. O Cl,C” “OtBu, BF3OFEt N__O
p \ﬂ/ 3 3 2_ » \ﬂ/
Ho o © %0 0°
11 12

DKM, cikloheksan

POSTOPEK:

0,329 g (1,64 mmol) spojinkEl smo raztopili v5 mL DKM in dodali 0,715 g (3,14mul;
96 % reagentjerc-butil 2,2,2-trikloroacetimidata raztopljenega Wi cikloheksana ter
65,9 uL (0,525 mmol) borovega trifluorida dietil eteraf@o 42-ih urah smo reakcijsko
zmes nevtralizirali s trdnim NaHGQONn dobljeno oborino odriali s pom@jo presesalne
erlenmajerice. Oborino smo zavrgli, filtratu pa pedizanim tlakom uparili topilo in
preostanek @stili s kolonsko kromatografijo (Mf: Hex/EA = 5/1pri ¢emer smo dobili
0,290 g spojind.2.

PRODUKT:

Izgled: rumena oljnata tekmna
Izkoristek: 68,9 %

Rs: 0,50 (Mf: Hex/EA = 5/1)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d):
d [ppm] =1,47 (s, 9H, -CH-COOtBu

1,49 (s, 9H, -NH-COOQOtBWy
4,74-4,78 (m, 1H,0:-CH-),
5,22-5,37 (m, 3H, -NH, -CH=CH,),
5,86-5,94 (m, 1H, -CECH,);

*signal za -NH- je prekrit s signalom protonov W@ CH skupine

(-CH=CH,).

MS (ESI): m/z = 258,2 (M + H), M, (izra¢unano): 257,33
HRMS (za Ci3H24NOy): 258,1700; izr&unano: 258,1705

IR (NaCl, cm™): 3365, 3090, 2979, 2933, 1718, 1499, 1457, 13988,13341, 1284,
1251, 1155, 1073, 1052, 1022, 986, 923, 846, 812, 7
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HPLC (metoda A): 94,1 % prih = 220 nm, & = 8,423 min

[a]33: + 36,2 ° (c 0,133; DKM)

4.13 SINTEZA (25)-2-{[(9H-FLUOREN-9-ILMETOKSI)KARBONILJAMINO}-3-
BUTENOJSKE KISLINE (13)

REAKCIJA:

cr o) . o)
HaN' Fmoc-OSu, Na,CO5 O

H
O._ N,
- I e ©H
dioksan/H,O o
3

(s) OH
X

—
—

POSTOPEK:

0,698 g (5,07 mmol) spojinel0 smo raztopii v 17 mL 10 % raztopine
NaCO; in ob meSanju po kapliicah dodali 2,17 g (6,30 min@8 % reagent)
N-(9-fluorenilmetiloksikarboniloksi)sukcinimida ramtlienega v 12 mL dioksana. Po
3,5 ure smo s tankoplastno kromatografijo zazrddi, v reakcijski zmesi ni bilo e
izhodne spojine in reakcijo prekinili. Reakcijskames smo razrédi s 100 mL vode in jo
ekstrahirali z dietil etrom (3 x 60 mL). Vodno fagmo nato z 2 M raztopino HCI nakisali
do pH ~ 2, pricemer je izpadla zelatinasta oborina, ki smo jo jakstrahirali s 100 mL
etilacetata. Preostalo vodno fazo smo Se trikragtrekirali s 100 mL etilacetata in
zdruzene frakcije etilacetata sprali s 100 mL ¢ex® raztopine NaCl ter jih posusili z

NaSQy. Etilacetat smo uparili pod znizanim tlakom in diob,357 g spojinel3.

PRODUKT:

Izgled: bel prasek

Izkoristek: 82,7 %

Rt 0,76 (Mf: CHHCN/MeOH/H,0 = 3/1/1)

TaliSée: 145-147 °C

'H NMR (400 MHz, DMSO-d):

d [ppm] =4,20-4,30 (m, 3H, -OCGHCH-),

4,59-4,63 (m, 1H, -NH-CH),
5,20-5,36 (m, 2H, -CH=CH}|,

5,89-5,98 (m, 1H, -CHCH,),
7,31-7,44 (m, 4H, Ar-H),
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7,73-7,76 (m, 2H, Ar-H),
7,89-7,93 (m, 3H, 2 x Ar-H; -NH-),
12,78 (s, 1H, -COOH).

MS (ESI): m/z = 324,1 (M + H), M, (izragunano): 323,34

HRMS (za CigH1sNOy): 324,1227; izr&unano: 324,1236

4.14 SINTEZA TERC-BUTIL (2 S)-2-{[(9H-FLUOREN-9-ILMETOKSI)
KARBONIL]JAMINO}-3-BUTENOATA (14_)

REAKCIJA:

ClkC OtBu BF5- OEt2 C )<
9 ©
DKM, cikloheksan
X

13

=/

POSTOPEK:

1,00 g (3,09 mmol) spojing3 smo raztopili v 10 mL DKM in dodali 1,35 g (5,93mul;

96 % reagent)erc-butil 2,2,2-trikloroacetimidata raztoplienega v . cikloheksana ter
zmes 5 minut prepihovali z argonom. Nato smo dodiaé uL (1,00 mmol) borovega
trifluorida dietil eterata in pustili reakcijo pdati v argonovi atmosferi. Po 24-ih urah smo
reakcijsko zmes nevtralizirali s trdnim NaHE® dobljeno oborino odriali s pomgajo
presesalne erlenmajerice. Oborino smo zavrglrafit pa pod znizanim tlakom uparili
topilo in preostanekastili s kolonsko kromatografijo (Mf: Hex/EA = 5/1pri ¢emer smo
dobili 0,904 g spojind 4.

PRODUKT:
Izgled: rumenkasta trdna snov
Izkoristek: 77,0 %
Rt 0,75 (Mf: Hex/EA = 1/1)
Talis¢e: 80-84 °C
'H NMR (300 MHz, CDCh):

d [ppm] =1,41 (s, 9H, -OtBu),

4,16 (t, 1H, J =7,2 Hz, -OGHCH-),

4,33-4,36 (m, 2H, -OCHCH-),
4,74-4,76 (m, 1H, -NH-CH),
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5,16-5,29 (m, 2H, -CH=C}j,
5,41 (d, 1H, J = 6,0 Hz, -NH-),
5,79-5,90 (m, 1H, -CHCHy,),
7,19-7,27 (m, 2H, Ar-H),
7,31-7,36 (m, 2H, Ar-H),
7,53-7,55 (m, 2H, Ar-H),
7,68-7,71 (m, 2H, Ar-H).

MS (ESI): m/z = 380,2 (M + H), M, (izra¢unano): 379,45
HRMS (za C23H25NO4): 380,1855; izréunano: 380,1862

IR (NaCl, cm™): 3336, 2978, 1718, 1517, 1450, 1369, 1339, 12455,11083, 990, 930,
844, 810, 759, 740.

HPLC (metoda A): 96,6 % prik = 220 nm, ¢ = 16,306 min

[a]33: - 100,0 ° (c 0,122; DKM)

4.15 SINTEZA (2R)-2-[(TERC-BUTOKSIKARBONIL)AMINO]-4-
PENTENOJSKE KISLINE (15)

REAKCIJA:
N N,
NH, Boc,0 NTO+
® dioksanH,0 " d_ &
HO o HO o
D-alilglicin 15
POSTOPEK:

0,553 g (5,22 mmol) N&O; smo raztopili v 20 mL vode in raztopini dodali 008g
(2,61 mmol) D-alilglicina. Nato smo ob meSanju @pkicah dodali 0,676 g (3,00 mmol;
97 % reagent) dierc-butil dikarbonata raztoplijenega v 10 mL dioksaPa.4-ih urah smo
s tankoplastno kromatografijo zaznali, da v reakcizgmesi ni bilo vé izhodne spojine in
reakcijo prekinili. Reakcijsko zmes smo razfidics 50 mL vode in jo ekstrahirali z dietil
etrom (2 x 30 mL). Vodno fazo smo nato z 2 M ragtopHCI nakisali do pH 2-3 in
nakisano vodno fazo ekstrahirali z etilacetatonx (80 mL). Zdruzene frakcije etilacetata
smo sprali s 50 mL nasne raztopine NaCl in posusili z $0,. Po uparitvi topila smo
dobili 0,552 g spojind.5.
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PRODUKT:

Izgled: brezbarvna oljnata tekma
Izkoristek: 98,4 %

Rs: 0,78 (Mf: CHHCN/MeOH/H,O = 3/1/1)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d):

d [ppm] =1,38 (s, 9H, -OtBu),
2,28-2,44 (m, 2H, -CH),
3,90-3,96 (m, 1H,e-CH-),
5,02-5,12 (m, 2H, -CH=C#),
5,72-5,82 (m, 1H, -CHCH,),
7,05 (d, 1H, J = 8,0 Hz, -NH-),
12,53 (s, 1H, -COOH).

MS (ESI): m/z = 214,1 (M — H} M, (izraéunano): 215,25

HRMS (za CioH16NOy): 214,1079; izr&unano: 214,1084

4.16 SINTEZA TERC-BUTIL (2 R)-2-[(TERC-BUTOKSIKARBONIL)AMINO]-4-
PENTENOATA (16)

REAKCIJA:

X NH
N O+ CI3CLOtBu, BF ;-OEt, N O#
R T . R
HO X0 O DKM, cikloheksan %o o 0o

15 16
POSTOPEK:
0,552 g (2,56 mmol) spojinks smo raztopili v 20 mL DKM in dodali 1,17 g (5,14mal;

96 % reagent)erc-butil 2,2,2-trikloroacetimidata raztoplienega v . cikloheksana ter

104 uL (0,828 mmol) borovega trifluorida dietil eteratéer je bila vcéasu izvajanja te
reakcije v digestoriju temperatura le 10 °C, snakegsko zmes postavili na oljno kopel in
njeno temperaturo nastavili na 20 °C. Po ~ 30-gthusmo reakcijo prekinili, reakcijsko
zmes nevtralizirali s trdnim NaHGQON dobljeno oborino odriali s poma@jo presesalne
erlenmajerice. Oborino smo zavrgli, filtratu pa pedizanim tlakom uparili topilo in
preostanek @stili s kolonsko kromatografijo (Mf: Hex/EA = 5/1pri ¢emer smo dobili
0,356 g spojind.6.
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PRODUKT:

Izgled: brezbarvna oljnata tekma

Izkoristek: 51,2 %

Ry 0,67 (Mf: Hex/EA = 2/1)

'H NMR (400 MHz, CDCk):

d [ppm] =1,44 (s, 9H, -CH-COOtBu

1,46 (s, 9H, -NH-COOQOtBWy
2,42-2,53 (m, 2H, -CH),
4,23-4,28 (m, 1H,0:-CH-),
5,04 (d, 1H, J = 8,0 Hz, -NH-),
5,10-5,14 (m, 2H, -CH=CH}|,
5,65-5,76 (m, 1H, -CECH,).

MS (ESI): m/z = 272,2 (M + H), M, (izragunano): 271,35
HRMS (za CisH26NOy): 272,1855; izr&unano: 272,1862

IR (NaCl, cm™): 3367, 2978, 2932, 1718, 1499, 1391, 1366, 12554,11059, 1022,
918, 847.

HPLC (metoda A): 95,3 % prik = 210 nm, ¢ = 10,303 min

[a]33: - 117,9 ° (c 0,112; DKM)

4.17 SINTEZA (25)-2-{[(9H-FLUOREN-9-ILMETOKSI)KARBONIL]JAMINO}-4-
PENTENOJSKE KISLINE (17)

REAKCIJA:
i ‘ S
Fmoc-OSu, Na,CO ,
H,N,, <Non u, Na;C0s O OWN% < OH
dioksan/H,O 0O
L-alilglicin 17
POSTOPEK:

0,207 g (1,95 mmol) N&Os smo raztopili v 4 mL vode in raztopini dodali 0QL@

(0,869 mmol) L-alilglicina. Nato smo ob meSanjukapljicah dodali 0,380 g (1,10 mmol;
98 % reagent)N-(9-fluorenilmetiloksikarboniloksi)sukcinimida ramljenega v 4 mL
dioksana. Po 90-ih minutah smo s tankoplastno krognafijo zaznali, da v reakcijski

a7



Jaka Kodela: Natovanje in sinteza\,N-dialkilnih analogov dipeptida D-GlmezeDAP s potencialnim
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zmesi ni bilo vé& izhodne spojine in reakcijo prekinili. Reakcijskmmes smo razreédi s
70 mL vode in jo ekstrahirali z dietil etrom (3 8 &L). Vodno fazo smo nato nakisali do
pH ~ 2 z 2 M raztopino HCI in jo ekstrahirali z latetatom (3 x 40 mL). Zdruzene
frakcije etilacetata smo sprali s 50 mL @asie raztopine NaCl ter jih posusili z J$8,.

Etilacetat smo uparili pod znizanim tlakom in doBiR73 g spojind.7.

PRODUKT:

Izgled: rumenkasta trdna snov

Izkoristek: 93,2 %

Rt 0,78 (Mf: CHCN/MeOH/H0 = 3/1/1)

TalisS¢e: 124-125 °C; po literaturi: 120-122 °C (92); 134518 (93)
'H NMR (400 MHz, DMSO-d):

d [ppm] =2,32-2,40 (m, 2HB-CHy-),

3,98-4,04 (m, 1H, -NH-CH),
4,20-4,29 (m, 3H, -OCHCH-),
5,03-5,13 (m, 2H, -CH=CH})|,
5,73-5,83 (m, 1H, -CHECH,),
7,31-7,44 (m, 4H, Ar-H),
7,66 (d, 1H, J = 8,0 Hz, -NH-),
7,72 (d, 2H, J =7,6 Hz, Ar-H),
7,89 (d, 2H, J =7,2 Hz, Ar-H),
12,61 (s, 1H, -COOH).

MS (ESI): m/z = 336,1 (M — H)} M, (izra¢unano): 337,37

HRMS (za C20H18N04): 336,1237; izreunano: 336,1236

4.18 SINTEZA TERC-BUTIL (2 S)-2-{[(9H-FLUOREN-9-ILMETOKSI]
KARBONILAMINO}-4-PENTENOATA (18 )

REAKCIJA:

() o () o
H
C ) H//[ C|3C OtBU, BF3OEt2 C (@) N,// )<
I e OH g T [ ©
e} DKM, cikloheksan e}

17 18
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POSTOPEK:
0,243 g (0,720 mmol) spojire’ smo raztopili v 6 mL DKM in dodali 0,328 g (1,44mal;

96 % reagentjerc-butil 2,2,2-trikloroacetimidata raztopljenega w8 cikloheksana ter

28,9 uL (0,230 mmol) borovega trifluorida dietil eteraf@o 67-ih urah smo reakcijsko
zmes nevtralizirali s trdnim NaHGQON dobljeno oborino odriali s poma@jo presesalne

erlenmajerice. Oborino smo zavrgli, filtratu pa pedizanim tlakom uparili topilo in

preostanek @stili s kolonsko kromatografijo (Mf: Hex/EA = 5/1pri ¢emer smo dobili

0,198 g spojind.8.

PRODUKT:

Izgled: rumenkasta oljnata te&kma
Izkoristek: 69,9 %

Rs: 0,66 (Mf: Hex/EA = 1/1)

'H NMR (400 MHz, CDCk):
d [ppm] =1,51 (s, 9H, -OtBu),

2,50—2,66 (m, 2H,3-CHy-),
4,26 (t, 1H, J = 7,2 Hz, -NH-GH
4,36-4,51 (m, 3H, -OCHCH-),
5,15-5,19 (m, 2H, -CH=C},
5,40 (d, 1H, J = 8,0 Hz, -NH-),
5,70-5,80 (m, 1H, -CHCH,),
7,32-7,38 (m, 2H, Ar-H),
7,41-7,46 (m, 2H, Ar-H),
7,62—7,66 (m, 2H, Ar-H),
7,79 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar-H).

MS (ESI): m/z = 394,2 (M + H), M, (izra¢unano): 393,48

HRMS (za Cy4H2sNOg): 394,2007; izréunano: 394,2018

IR (NaCl, cm™): 3336, 2977, 1718, 1517, 1350, 1226, 1155, 104®, 74
HPLC (metoda A): 95,1 % prih = 210 nm, ¢ = 18,194 min

[a]33: + 93,8 ° (¢ 0,117; DKM)
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4.19 SINTEZA DI-(TERC-BUTIL) (2 S,3E,6R)-6-[( TERC-BUTOKSIKARBONIL)
AMINO]-2-{[(9 H-FLUOREN-9-ILMETOKSI)KARBONILJAMINO}-3-
HEPTENDIOATA (19)

REAKCIJA:

Grubbsov kat. II. gen.

(@]
+ o . H
DKM, 40°C N (0]
R T

POSTOPEK:

V dvogrlo bkko smo zatehtali 0,074 g (0,087 mmol) Grubbsovegd#alizatorja
Il. generacije in jo takoj prepihali z argonom. &a smo nato opremili z vodnim
hladilnikom in vse skupaj Se enkrat prepihali zoargm. 0,237 g (0,873 mmol) spojihé
in 0,583 g (1,54 mmol) spojing4 smo raztopili v 12 mL destiliranega DKM, raztopino
prepihali z argonom in jo z injekcijo prenesli vadylo butko. Vsebino dvogrle kike smo
ponovno prepihali z argonom in jo nato postavilioljao kopel ter reakcijo pustili potekati
20 ur pri 40 °C v argonovi atmosferi. Po 20-ih uszho reakcijski zmesi pod znizanim
tlakom uparili topilo in preostanelistili s kolonsko kromatografijo z gradientno efoci
(Mf: Hex/EA = 9/1; véanje deleza EA) ter dobili 0,118 g spojibe

PRODUKT:

Izgled: okrasta oljnata tekma

Izkoristek: 21,7 %

R¢: 0,22 (Mf: Hex/EA = 5/1)

'H NMR (400 MHz, CDCk):

d [ppm] =1,46-1,51 (m, 27H, 3 x -COOtBu),

2,44-2,61 (m, 2H, -CH=CH-CH),
4,23-4,31 (m, 2H, =CH-CHCH-, -O-CH,-CH-),
4,36-4,45 (m, 2H, -O-CH),
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4,76-4,79 (m, 1H, -CH=CH-CH{

5,04-5,07 (m, 1H, -NHBoc),

5,47-5,51 (m, 1H, -NHFmoc),

5,58-5,72 (m, 2H, -CECH-),

7,32—7,36 (m, 2H, Ar-H),

7,41-7,45 (m, 2H, Ar-H),

7,62—7,64 (m, 2H, Ar-H),

7,79 (d, 2H, J =7,6 Hz, Ar-H).

MS (ESI): m/z = 623,3 (M + H), M, (izra¢unano): 622,75
HRMS (za C35H47N208): 623,3324; izr&unano: 623,3332

IR (NaCl, cm™): 3342, 2977, 2362 1716, 1506, 1367, 1249, 1154,1846, 740.
HPLC (metoda B): 94,7 % prix = 254 nm, ¢ = 30,142 min

[a]33: — 91,2 ° (c 0,114; DKM)

4.20 SINTEZA DI-(TERC-BUTIL) (2 R,3E,6S,)-2-[(TERC-BUTOKSIKARBONIL)
AMINO]-6-{[(9 H-FLUOREN-9-ILMETOKSI)KARBONILJAMINO}-3-
HEPTENDIOATA (20)

REAKCIJA:

SN
OEH% - O)( O
|

18 Grubbsov Kat. Il. gen. 0
N DKM, 40°C | H O+
& T
| H %O 0 °
N O+
%/; \ﬂ/ 20
o <0
12

POSTOPEK:

V dvogrlo bkko smo zatehtali 0,074 g (0,087 mmol) Grubbsovegd#alizatorja
Il. generacije in jo takoj prepihali z argonom. &a smo nato opremili z vodnim
hladilnikom in vse skupaj Se enkrat prepihali zoamgm. 0,343 g (0,872 mmol) spojin8

in 0,395 g (1,53 mmol) spojing2 smo raztopili v 12 mL destiliranega DKM, raztopino
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prepihali z argonom in jo z injekcijo prenesli vadylo butko. Vsebino dvogrle kike smo
ponovno prepihali z argonom in jo nato postavilioljao kopel ter reakcijo pustili potekati
20 ur pri 40 °C v argonovi atmosferi. Po 20-ih usaho reakcijski zmesi pod znizanim
tlakom uparili topilo in preostaneléistili s kolonsko kromatografijo z gradientno efoci
(Mf: Hex/EA = 9/1; véanje deleza EA) ter dobili 0,162 g spoj@@

PRODUKT:

Izgled: okrasta oljnata tekmna
Izkoristek: 29,8 %

Rs: 0,14 (Mf: Hex/EA = 5/1)

'H NMR (400 MHz, CDCk):

d [ppm] =1,45 (s, 27H, 3 x -COOtBu),
2,54-2,59 (m, 2H, -CH=CH-CH),
4,22 (t, 1H, J =7,2 Hz, -O-GHCH-),
4,35-4,38 (m, 3H, -Q-CHCH-, =CH-CH-CH-),
4,67-4,72 (m, 1H, -CH=CH-GH|
5,19 (d, 1H, J = 7,6 Hz, -NHHmMoc),
5,40 (d, 1H, J = 7,6 Hz, -NiBoc),
5,61-5,66 (m, 2H, -CHCH-),
7,30-7,34 (m, 2H, Ar-H),
7,38-7,42 (m, 2H, Ar-H),
7,60-7,62 (m, 2H, Ar-H),
7,75-7,77 (m, 2H, Ar-H).

MS (ESI): m/z = 623,3 (M + H), M, (izragunano): 622,75
HRMS (za CzsH47N20s): 623,3322; izr&unano: 623,3332
IR (NaCl, cm™): 3345, 2978, 1717, 1507, 1368, 1251, 1153, 1049, Bd0, 737.
HPLC (metoda B): 95,9 % prix = 254 nm, ¢ = 30,161 min

[a]33: - 102,2 ° (c 0,121; DKM)
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4.21 SINTEZA (4R)-4-AMINO-5- TERC-BUTOKSI-5-OKSOPENTANOJSKE
KISLINE (21)

REAKCIJA:

¢

Oy
NH _ NH;
o T OH DBU, 1-oktantiol o z OH
>( THF >(
o) o o) o)

21

/

POSTOPEK:

0,200 g (0,470 mmol) R)-4-{[(9 H-fluoren-9-il)metoksilkarbonilamino}-3erc-butoksi-
5-oksopentanojske kisline smo raztopili v 5 mL Tidfhajprej dodali 0,709 g (4,70 mmol;
97 % reagent) 1-oktantiola ter nato Se 14.4(0,0944 mmol; 98 % reagent) DBU. Po
22-ih urah s tankoplastno kromatografijo nism@ waznali izhodne spojine, zato smo
uparili topilo in nastali gosti gel triturirali zietil etrom. Izpadla je bela oborina, ki smo jo
sprali z zmesjo EO/Hex = 1/2 in tako dobili 0,090 g spojid4.

PRODUKT:

Izgled: bel prasek

Izkoristek: 94,2 %

Rt 0,49 (Mf: CHHCN/MeOH/H,O = 3/1/1)
TaliS¢e: 114-116 °C

'H NMR (400 MHz, DMSO-d):
d [ppm] =1,42 (s, 9H, -OtBu),
1,57-1,63 (m, 1H, -C§A-CH-NH,),
1,77-1,82 (m, 1H, -Ckt-CH-NH,),
2,27 (t, 1H, J = 8,0 Hz, -GHCOOH),
3,23-3,27 (m, 1H, -CH-);
*signala za -NH in -COOH na spektru nista vidna.

MS (ESI): m/z = 204,1 (M + HY), M, (izra¢unano): 203,24

HRMS (za CgH1gNOy): 204,1228; izréunano: 204,1236
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4.22 SINTEZA (4R)-5-TERC-BUTOKSI-4-(DIDODECILAMINO)-5-
OKSOPENTANOJSKE KISLINE (22)

REAKCIJA:

NH /H1\1N/H1\1
2 H5C-(CHa)10-CHO, NaCNBH; :

(@) - OH O ~ OH
\[ﬁ!ﬂ\/\( R
DKM, MeOH
(@) (@) (@)

o)
21 22
POSTOPEK:
0,061 g (0,30 mmol) spojin&l smo raztopili v 10 mL destiliranega DKM in dod&alimL
metanola. Nato smo dodali 0,144 g (0,719 mmol; 92réagent) dodecil aldehida,
4 kapljice ocetne kisline in na koncu Se 0,048 g30mmol; 95 % reagent) NaCNBH

Reakcijo smo pustili potekati 18 ur, nakar smo ogaki zmesi pod znizanim tlakom
uparili topilo in preostanekdstili s kolonsko kromatografijo (Mf: Hex/EA = 4/G00ml)
+ 1 %o trietilamina) ter dobili 0,098 g spojirz2.

PRODUKT:

Izgled: brezbarvna oljnata tekma
Izkoristek: 60,5 %

Rs: 0,24 (Mf: Hex/EA = 3/1)

'H NMR (400 MHz, DMSO-d):
d [ppm] =0,84-0,87 (m, 6H, 2 x -GHCH>),

1,24 (s, 40H, 2 x -CiH(CH,)10-CHa),
1,41 (s, 9H, -OtBu),
1,62-1,66 (m, 1H, -CkA-CH-COOtBuU),
1,72-1,77 (m, 1H, -Ck-CH-COOtBuU),
2,17-2,43 (m, 6H, -CHCOOH, 2 x -CH-N-),
3,18-3,22 (m, 1H, -CH-)
12,03 (s, 1H, -COOH).

MS (ESI): m/z =538,5 (M — H) M, (izraéunano): 539,87

HRMS (za C33H65NO4): 540,5003; izréunano: 540,4992
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4.23 SINTEZA TRI-TERC-BUTIL (6 R,8E,10S,15R)-16-DODECIL-2,2-DIMETIL-
4,12-DIOKS0-3-OKSA-5,11,16-TRIAZA-8-OKTAKOZEN-6,10, 15-
TRIKARBOKSILATA (23 )

REAKCIJA:
G Hth
C o N )( § o’ N )(
O N80 1) 0BU, Hs™~N-Q >( R g 0
o\ THF 0 0
H + 2) 22, TBTU, NMM § o+
N__0 22, TBTU, NMM,
(R) \ﬂ/ DKM (R) \ﬂ/
%o 0° %o 0°
19 23
POSTOPEK:

V bucki smo v 4 mL THF suspendirali 0,618 g (0,803 mmel; 1,3 mmol/g)
N-(2-merkaptoetillaminometil-polistirena in ga plistheSati 30 minut, da se je dobro
omccil. Nato smo dodali 0,050 g (0,080 mmol) spojib@ in 12,4 uL (0,0813 mmol;
98 % reagent) DBU. Vzporedno smo v drugickdupripravili aktivirano spojino22.
0,043 g (0,080 mmol) spojin@2 smo raztopili v 3 mL DKM in dodali 0,027 g
(0,082 mmol; 97 % reagent) TBTU ter 178 (0,161 mmol; 99 % reagent)
N-metilmorfolina. Ko smo s tankoplastno kromatogoafiaznali, da v prvi btki ve¢ ni
bilo izhodne spojine (po 40-ih minutah), smo iz grveakcijske zmesi s porjo
presesalne erlenmajerice odali nastali adukiN-(2-mekaptoetil)aminometil-polistirena z
dibenzofulvenom in filtrat dodali k vsebini drugeicke. Novo reakcijo smo pustili
potekati 18 ur, précemer smo po 2 urah dodali Se gD (0,090 mmol; 99 % reagent)
N-metilmorfolina. Po 18-ih urah smo reakcijski zmped znizanim tlakom uparili topilo
in preostanek @stili s kolonsko kromatografijo z gradientno efoc(Mf: Hex/EA = 6/1,
vecanje deleza EA), ptiemer smo dobili 0,018 g spojiz&.

PRODUKT:

Izgled: brezbarvna oljnata tekma
Izkoristek: 24,3 %

Ry 0,40 (Mf: Hex/EA = 3/1)

'H NMR (400 MHz, CDCk):

d [ppm] =0,88 (t, 6H, J = 6,8 Hz, 2 x -Gi€H3),
1,25 (s, 40H, 2 x -CH(CH>)10-CHs),
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1,43-1,48 (m, 36H, 4 x -COOtBuU),

1,78-1,88 (m, 1H, -Ck4-CH,-CO-NH-),

1,94-2,03 (m, 1H, -Ck#-CH,-CO-NH-),

2,20-2,60 (m, 8H, -CHCO-NH-, -CH=CH-CH-, 2 x -CH-N-),
3,19-3,25 (m, 1H, -CHCH,-CH,-CO-NH-),

4,21-4,25 (m, 1H, =CH-CHCH-),

4,92-4,95 (m, 1H, -CH=CH-CM

5,00-5,02 (m, 1H, -NHBoc),

5,50-5,66 (m, 2H, -CHCH-),

6,18-6,20 (d, 1H, J = 7,6 Hz, -GI€O-NH").

13C NMR (100 MHz, CDCly):
d [ppm] =14,1; 22,7; 25,3; 27,4; 28,0; 28,3; 2294, 29,6; 29,8; 31,9; 35,3; 51,2;
54,2; 54,4; 63,0; 79,7; 82,0; 82,5; 128,0; 129,25,2; 169,8; 170,8;
172,4.

MS (ESI): m/z = 922,7 (M + H), M, (izra¢unano): 922,37
HRMS (za Gs3H100N300): 922,7445; izr&unano: 922,7460
IR (NaCl, cm™): 3356, 2924, 2853, 2360, 1718, 1507, 1368, 1233%4.11
HPLC (metoda A): 91,7 % prih = 220 nm, ¢ = 13,429 min

[a]33: + 110,0 ° (c 0,100; DKM)

4.24  SINTEZA N-{(1R)-4-[(1S,2E,5R)-5-AMONIO-1,5-DIKARBOK SI-2-
PENTENILAMINOJ-1-KARBOKSI-4-OKSOBUTIL}-  N-
DODECILDODEKAN-1-AMINIJEVEGA
DI-2,2,2-TRIFLUOROACETATA (24)

REAKCIJA:
CF4CO0
o s
o~ N, )< iHoop
>( N e 0 TFA HO__~ N,,
H © SR CF,CO0
N. O
(R) \ﬂ/ NH3*
o R
%O o
HO™ Yo
23 24
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POSTOPEK:

0,025 g (0,027 mmol) spojirE8 smo raztopili v 2 mL DKM in raztopino ohladili réa°C.

Ob meSanju smo po kapljicah dodali 2 mL TFA in @k pustili potekati pri sobni
temperaturi. Po 4-ih urah smo s tankoplastno krografijo zaznali, da ni bilo e
izhodne spojine, zato smo reakcijo prekinili. DKM@ uparili pod znizanim tlakom,
produkt Stirikrat triturirali z dietil etrom in dab0,022 g spojine4.

PRODUKT:

Izgled: rumenkasta oljnata te&kma
Izkoristek: 92,0 %

Rt 0,51 (Mf: CHECN/MeOH/H,0 = 3/1/1)

'H NMR (400 MHz, CD;0D):
d [ppm] =0,90 (t, 6H, J = 6,8 Hz, 2 x -Gi€H3),

1,30-1,28 (m, 36H, 2 x -GHCH,-(CH,)s-CHj),
1,75 (s, 4H, 2 x -CHCH,-(CH,)o-CHj),
2,16-2,21 (m, 1H, -Ck-CH,-CO-NH-),
2,26-2,29 (m, 1H, -Ch-CH,-CO-NH-),
2,66-2,72 (m, 4H, -CHCO-NH-, -CH=CH-CH-),
3,19-3,25 (m, 4H, 2 x -GNH™),
4,06—4,07 (m, 2H, -CHNH"-, -CH-NH3"),
5,65-5,92 (m, 2H, -CHCH-);

*na spektru niso vidni signali za 3 x -COOH, -NH-NH'- ter -CO-NH-;

signal za -CHCH=CH- je prekrit s signalom za vodo.

13C NMR (100 MHz, CD;0D):
o [ppm] =14,4; 23,7; 25,5; 27,6; 28,2; 30,2; 3(86,6; 30,8; 33,1; 53,4; 53,5; 53,6;
55,5; 116,7; 131,4; 131,6; 171,3; 173,1; 174,2.

MS (ESI): m/z = 654,5 (M + H — 2 x GEOOHY)’; M, (izraéunano): 881,98;
M, (izraéunano za M- 2 x CF3COOH): 653,93

HRMS (za C35H68N307): 654,5060:; izr&unano: 654,5057
IR (NaCl, cm™): 1643.
HPLC (metoda C): 95,1 % prix = 220 nm, ¢ = 23,580 min

[a]33: + 30,9 ° (c 0,091; metanol)
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4.25 SINTEZA TRI-TERC-BUTIL (6 R, 7E,10S,15R)-16-DODECIL-2,2-DIMETIL-
4,12-DIOKS0-3-OKSA-5,11,16-TRIAZA-7-OKTAKOZEN-6,10, 15-
TRIKARBOKSILATA (25 )

REAKCIJA:
o o
C o N )( HQ o~ § )(
Q 3“0 1) DBU, HS "~ >( YR e O
ol THF 0 ol

IRy o+ 2) 22, TBTU, NMM, LR o+
(R) \ﬂ/ DKM (R) \ﬂ/
o Yo ° o Yo °

+ +

20 25
POSTOPEK:
V bucki smo v 4 mL THF suspendirali 0,865 g (1,12 mmei; 1,3 mmol/g)
N-(2-merkaptoetillaminometil-polistirena in ga plistheSati 30 minut, da se je dobro
omccil. Nato smo dodali 0,070 g (0,11 mmol) spojig® in 17,3 uL (0,113 mmol;
98 % reagent) DBU ter po 1 uri poteka reakcije s&ra 17,3uL (0,113 mmol;
98 % reagent) DBU. Vzporedno smo v drugickdupripravili aktivirano spojino22.
0,061 g (0,11 mmol) spojin22 smo raztopili v 2 mL DKM in dodali 0,047 g (0,14mual;
97 % reagent) TBTU ter 25, (0,225 mmol; 99 % reageny-metiimorfolina. Ko smo s
tankoplastno kromatografijo zaznali, da v prvikiwec ni bilo izhodne spojine (po 75-ih
minutah), smo iz prve reakcijske zmesi s pojmopresesalne erlenmajerice odali
nastali adukiN-(2-mekaptoetil)aminometil-polistirena z dibenzefihom in filtrat dodali k
vsebini druge btke. Po 23-ih urah smo reakcijski zmesi pod znizatlakom uparili
topilo in preostanekastili s kolonsko kromatografijo (Mf: Hex/EA = 5/1pri ¢emer smo
dobili 0,054 g spojin@5.

PRODUKT:
Izgled: brezbarvna oljnata tekma
Izkoristek: 52,1 %
Rs: 0,43 (Mf: Hex/EA = 3/1)
'H NMR (400 MHz, CDCl):
d [ppm] =0,88 (t, 6H, J = 6,8 Hz, 2 x -Gi€H3),

1,25 (s, 40H, 2 x -CH(CH,)10-CHa),
1,44-1,46 (m, 36H, 4 x -COOtBuU),
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1,73-1,87 (m, 1H, -CHA-CH,-CO-NH-),
1,93-2,05 (m, 1H, -Chs-CH,-CO-NH-),
2,16-2,31 (m, 2H, -CHCO-NH-),
2,41-2,47 (m, 2H, -CH=CH-CH),
2,52-2,60 (m, 4H, 2 x -GN-),
3,21-3,25 (m, 1H, -CHCH,-CH,-CO-NH-),
4,51-4,55 (m, 1H, =CH-CHCH-),
4,67 (m, 1H, -CH=CH-CH,
5,15-5,17 (d, 1H, J = 8 Hz, -NBoc),
5,54-5,65 (m, 2H, -CECH-),
6,04—6,10 (m, 1H, -CHCO-NH-).

13C NMR (100 MHz, CD;OD):
d [ppm] =14,1; 22,7; 25,3; 27,4; 28,0; 28,2; 28,1, 29,7; 31,9; 32,9; 35,1; 51,2;
52,0; 55,5; 62,9; 80,6; 82,2; 82,3; 126,8; 129,84,9; 169,9; 170,6;
172,3.

MS (ESI): m/z = 922,8 (M + H), M, (izra¢unano): 922,37
HRMS (za Cs3H100N300): 922,7500; izr&unano: 922,7460
IR (NaCl, cm™): 2925, 2363, 1720, 1507, 1154.

HPLC (metoda A): 95,4 % prih = 220 nm, ¢ = 18,061 min

[a]33: - 318,1 ° (c 0,111; DKM)

4.26 SINTEZA N-{(1R)-4-[(1S,3E,5R)-5-AMONIO-1,5-DIKARBOKSI-3-
PENTENILAMINOJ-1-KARBOKSI-4-OKSOBUTIL}-  N-
DODECILDODEKAN-1-AMINIJEVEGA
DI-2,2,2-TRIFLUOROACETATA (26 )

REAKCIJA:
CFAC00"
L b
o. A N, )( B H 9
A 5 0 TFA HO__~ N,
| H © © CF4C0O0
N.__o |
R NHz*
o R
%O o
HO™ o
25 26
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POSTOPEK:

0,050 g (0,054 mmol) spojirgs smo raztopili v 3 mL DKM in raztopino ohladili réa°C.
Ob meSanju smo po kapljicah dodali 3 mL TFA in @@kpustili potekati 22 ur pri sobni
temperaturi. Ko smo s tankoplastno kromatografgardili, da v reakcijski zmesi ni bilo
vec izhodne spojine, smo pod znizanim tlakom uparliND produkt triturirali trikrat z

dietil etrom in enkrat s petroletrom ter dobili 8J0g spojine26.

PRODUKT:

Izgled: rumenkasta oljnata te&kma
Izkoristek: 85,8 %

Rs: 0,48 (Mf: CHHCN/MeOH/H,O = 3/1/1)

'H NMR (400 MHz, CD;0D):
d [ppm] =0,90 (t, 6H, J = 6,8 Hz, 2 x -Gi€H3),

1,29-1,38 (m, 36H, 2 x -GHCH,-(CH,)s-CH),
1,75 (s, 4H, 2 x -CHCH,-(CHy)e-CHs),
2,06-2,17 (m, 1H, -Ck-CH,-CO-NH-),
2,21-2,29 (m, 1H, -Ch-CHx-CO-NH-),
2,49-2,75 (m, 4H, -CHCO-NH-, -CH=CH-CH-),
3,14-3,27 (m, 4H, 2 x -GHNH™),
3,96-4,09 (m, 1H, -CHNH ™),
4,46-4,52 (m, 1H, -CO-NH-G€OOH),
5,70-5,76 (m, 1H, -CH-CH=Ci€H,-),
5,92-6,03 (m, 1H, -CH-CECH-CH,-);

*na spektru niso vidni signali za 3 x -COOH, -NH-NH"- ter -CO-NH-;

signal za -CHCH=CH- je prekrit s signalom za vodo.

13C NMR (100 MHz, CD;OD):
d [ppm] =14,5; 23,3; 23,8; 25,5; 27,6; 30,6; 383,1; 35,4; 52,9; 53,3; 55,8; 66,2;
116,7; 119,6; 125,9; 135,0; 162,7; 163,1; 170,8;6;7174,3.

MS (ESI): m/z =652,5 (M —-—H -2 x GEOOH); M, (izracunano): 881,98;
M, (izraéunano za M- 2 x CF3COOH): 653,93

HRMS (za C35H65N307): 652,4889; izr&unano: 652,4901
IR (NaCl, cm™): 2922, 1654.
HPLC (metoda C): 94,9 % prik = 220 nm, ¢ = 23,802 min

[a]33: - 40,0 ° (c 0,090; metanol)
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 TVORBA METILNEGA ESTRA (SINTEZA SPOJIN 1_IN 2)

Karboksilni skupini D- in L-metionina smo pretvand metilna estra, préemer smo kot
reagent uporabili tionil klorid, ki karboksilne gkine pretvori v méno reaktivne kislinske
kloride, ti pa z alkoholi reagirajo do ustreznittres (slika 13) (94). V naSem primeru smo
imeli v reakcijski zmesi velik prebitek metanolaj smo ga uporabili kot topilo. Nastali
kislinski klorid je z njim zreagiral do metilnegastea. Po ko&ani reakciji je sledila
enostavna izolacija z odparevanjem topila in odgtksanjem nezreagiranega tionil klorida
z etrom. Reakcija je potekla brez posebnosti irsakim izkoristkom (99,0 %).

0] 0]
SOCl, HO-R4
R
R)J\OH _— R Cl + SO, + HCI R)J\Cl TCl’ R)J\O/ 1

Slika 13: Tvorba estra s tionil kloridom in alkoholom (94).

52 UVEDBA BENZIL KARBAMATNE ZAS CITNE SKUPINE (SINTEZA
SPOJIN 3IN 4)

Aminsko skupino spojird in 2 smo zaéitili s tvorbo benzil karbamata (z&fha skupina
»Z«). Pri izvedbi reakcije smo kot reakcijski medporabili dvofazni sistem, saj je bila
nasa izhodna spojina topna v vodi, reagent pa glaagem topilu. V reakcijsko zmes smo
dodali velik prebitek Sibke baze NaHgXi je izhodno spojino pretvoril v neionizirano
obliko in omogdil njen prehod v eterno fazo, kjer je potekla regkez benzil
kloroformatom. NaHC® je prav tako nevtraliziral HCI, ki se je sptaf med reakcijo.
Reakcija je potekla s precej visokim izkoristkord,8% in 80,3 % glede rasti produkt),

s tankoplastno kromatografijo in z NMR pa smo ugihtoda dobljeni produkt ni bitist.
Glede na NMR je vseboval 21,2 % (m/m) toluena, atoani motilo, saj smo se ga znebili
pri izolaciji v naslednji reakciji, kjer tudi ni ntib samega poteka reakcij€e bi Zeleli
toluen odstraniti Ze prej, bi lahko produkistili s kolonsko kromatografijo, najbolje pa bi
bilo, da bi pri nasledn;ji izvedbi reakcije uporalliblj ¢ist benzil kloroformat (na primer

95 % reagent).

61



Jaka Kodela: Natovanje in sinteza\,N-dialkilnih analogov dipeptida D-GlmezeDAP s potencialnim
imunomodulatornim delovanjem

5.3 OKSIDACIJA SULFIDA V SULFOKSID (SINTEZA SPOJIN 5IN 6)

Spojini 3 in 4 smo z natrijevim metaperjodatom oksidirali v usti@ sulfoksida.
Metaperjodat se je pri tem reduciral v jodat(V)skio ga v postopku izolacije odstranili z
nuéanjem s pomgo presesalne erlenmajerice (90,95). Pri tej reaki kot stranski
produkt lahko nastal tudi sulfon, zato smo pri njgmedbi uporabili minimalni prebitek
oksidacijskega reagenta (1,04 ekvivalenta). Realeipotekla brez zapletov in z visokim
izkoristkom (99,2 % in 99,3 %).

5.4  DEHIDROSULFENILACIJA SULFOKSIDA (SINTEZA SPOJIN 7IN 8)

Dehidrosulfenilacijo sulfoksido® in 6 smo izvedli v aparaturi Kugelrohr (slika 14). Pri
izvedbi reakcije je najprej potekla destilacijaazdine spojine iz prve v drugo ¢ko, Kjer je

v plinastem stanju potekla terna eliminacija metansulfenske kisline, pemer je kot
produkt nastal ustrezen alken. Le-ta je nato dddjstiliral v tretjo budko, kjer je zaradi
nizke temperature kondenziral. Mehanizem potekaitee eliminacije je predstavljen na
sliki 15.

Slika 14: Aparatura Kugelrohr.
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/N
@ H Q P ot >,
/S\/kR ;i\/I\R /S/\R /S /\R

Slika 15: Mehanizem termgne eliminacije metansulfenske kislin€96).

Zraven zelenegp,y-nenasienega kinetinega produktasoziroma8) sta z reakcijo nastala
SeZ in E a,p-nenasiena termodinamska produktda(in 7b oziroma8a in 8b; slika 16),
kar smo potrdili tudi z NMR. Prav tako je v zbirbacko destilirala nezreagirana izhodna
spojina, s tankoplastno kromatografijo pa smo zlaZsadva neznana stranska produkta.

Konéni produkt smo zatodsstili s kolonsko kromatografijo.

0._0 0._0 0._0 0._0
/OWS/ A, p=0,1 mbar /OW . /OW . O Q

o o ~ CH,SOH o o o

(R=5 (R=1 (R)=1a (R)=1b
| (S)=6 (S)=8 (S)=8a (S)=8b |

Slika 16: Produkti dehidrosulfenilacije sulfoksidov5 in 6.

Glede na predhodne raziskave bi se lahko termodikiinproduktov in ostalih nezelenih
spojin znebili z naslednjimi modifikacijami:

» Znizanje tlaka pod 0,03 mbar — hitrejSi potek rgakin s tem véje favoriziranje
nastanka kinethega produkta. Prav tako omaguoo izvedbo reakcije pri nizji
temperaturi prve hike.

* Nizja temperatura prve bBkie — manj stranskih reakcij ter gasnejSa destilacija in
zato bolj popolna termoliza v plinasti fazi.

* Zamenjava druge ke z majhno stekleno cevko in segrevanje le-te iSf v
temperaturo (na primer s piroliznodge) — s kratko izpostavitvijo plinaste faze
visokim temperaturam bi dosegli bolj popolno teraml Z uporabo pirolizne

pecke bi lahko segrevali na visSjo temperaturo in Ipalfizorovano (97).

Z zmanjSanjem pojava nezelenih produktov bi zagotadi mano izboljsali izkoristek, ki

je v naSem primeru znaSal le 30,3 % oziroma 33,2 %.
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55 ODSTRANITEV METILNEGA ESTRA IN BENZIL KARBAMATA
(SINTEZA SPOJIN 9 IN 10)

Za nadaljnje reakcije smo potrebovali vinilglicinagiten z drugimi, bolj ustreznimi
zagitnimi skupinami, zato smo izvedli hidrolizo z##&ih skupin na spojinaly in 8.
Metilni ester se ponavadi odstranjuje z alkalnadilido, benzil karbamat pa s katalitskim
hidrogeniranjem (98). V naSem primeru smocikasdstranili kar z refluktiranjem v 6 M
raztopini HCI, kar so zelo ostri pogoji, ki so onodilj enostavno in hkratno odstranitev
obeh za&t. Reakcija je potekla brez posebnosti in s prewgkim izkoristkom (87,1 % in
87,5 %).

56 ZASCITA FUNKCIONALNIH SKUPIN VINIL IN ALILGLICINOV
(SINTEZA SPOJIN 11-18)

Aminsko skupino D-vinilglicina (spojingd) in D-alilglicina smo zastili z zaXitno
skupino Boc, medtem ko smo aminsko skupino L-vigiga (spojinalQ) in L-alilglicina
zagfitili z za&itno skupino Fmoc. Karboksilne skupine vseh vinilalilglicinov pa smo
zagitili s tvorbo terc-butilnega estra. Na ta &a smo pripravili fragmente, ki so po
izvedbi naslednje stopnje sinteze tvorili ortogowatagiteno spojino.

Boc skupino smo wuvedli z Boc anhidridom, Fmoc skapi z N-(9-
fluorenilmetiloksikarboniloksi)sukcinimidonterc-butilni ester pa smo tvorili gerc-butil
2,2,2-trikloroacetimidatom. Vse reakcie so v sklag préakovanji potekle brez
posebnosti, Se posebej dobro sta potekli uvedbarBemoc zadite, saj je reakcija potekla
kvantitativno. lzkoristek je pri teh reakcijah zah$ned 82,7 % in 98,4 %, izgube pa
pripisujemo izolaciji. Nekoliko slabSe so poteké&akcije tvorbeerc-butilnega estra, kjer
izhodna spojina ni popolnoma zreagirala, zravemypkta pa smo imeli v reakcijski zmesi
Se neznane stranske produkte. V teh primerih sazkoristki nekoliko nizji, a Se vedno
zadovoljivi (51,2-77,0 %).

5.7 OLEFINSKA METATEZA (SINTEZA SPOJIN 19 IN 20)

Spojini 19 in 20 smo sintetizirali z navzkrizno olefinsko metateRri tej reakciji se
prekinejo dvojne vezi olefinov oziroma alkenov,mat substituenti ob dvojni vezi tvorijo
nove dvojne vezi s substituenti drugih alkenov, ¢gmer nastanejo nove molekule.
Reakcija poteka ob prisotnosti kovinskega alkilgleaga kompleksa kot katalizatorja in je
predstavljena na sliki 17, kjer substituentfienja mesto s substituentom R
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R1\/"‘4R2 + R3\/"‘4R4 - - R1\/°‘4R + R3\/”‘"R

Slika 17: Navzkrizna olefinska metateza.

Se dandanes je kot generalni mehanizem potekanshefimetateze sprejet Chauvinov
»karbenski« mehanizem iz leta 1971. Po tej tessgjialken s kovinskim alkilidenom
poveze v metalociklobutanski intermediat, ki natzpade na novi alken in alkiliden
(slika 18). TakSna reakcija seckeat ponovi z razéinimi alkeni in alkilideni, kogen
rezultat pa je premeSanje substituentov ob dvoyeireh v reakcijo vstopajdh alkenov
(99-102).

_/R R
M] IM] [M] R
+ P— — PR
J— Ri R
Ri Ry R R ’

Slika 18: Mehanizem olefinske metatez€9).

V naSem primeru smo reakcijo olefinske metatezediivmed ustrezno z&genim alil in
vinilglicinom. Pri tem je nastal Zelen navzkrizn&lapljien produkt 19 oziroma 20),
homodimer alilglicinskega derivatdl9a oziroma 208 in eten, ki je izhajal kot plin.
Vinilglicinski derivat pa zaradi slabe reaktivnostitvoril homodimeraX9b oziroma20b;
slika 19). Slaba reaktivnost vinilnega derivatanjgjverjetneje posledica sté&mih in
elektronskih vplivov, raztina reaktivnost reaktantov pa je za reakcijo na¥rleriolefinske
metateze ugodna, saj je v tem primeru selektivneskcije véja. K veji selektivhosti
prav tako pripomore prebitek manj reaktivhega raate, zato smo pri izvedbi reakcije
uporabili 1,7-1,8 ekvivalenta vinilglicinskega dextia (103—105).

Produkti navzkrizne olefinske metateze so lahka tZk kot tudi termodinamsko bolj
ugodni E izomeri. Razmerje med nastalima geomkimia izomeroma E in Z je odvisno
od stertnih vplivov in od reaktivnosti produkta, ki lahkorgko sekundarne metateze
izomerizira (103). V naSem primeru smo z NMR zazielE izomer, stereoselektivnost
reakcije pa pripisujemo sténim vplivom, saj lahko glede na Studije ostalihiskavalcev
sklepamo, da nas produkt ne vstopa v reakcijo skkune metateze (105).
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Ri<
">NH
%O\H)\/\ Grubbsov kat. II. gen.
X
DKM, 40°C
O
16: (R); Ry =Boc
18: (S); Ry = Fmoc
Grubbsov kat. Il. gen.
DKM, 40°C
Ro-
2>NH
%O\H/ﬁ\/ Grubbsov kat. II. gen.
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o LA

19b: (S,S); R, = Fmoc
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Slika 19: Produkti navzkrizne olefinske metateze d@vatov alil in vinilglicina.

Olefinsko metatezo je mozno izvesti s Siroko pateidicnih katalizatorjev, od katerih so

komercialno dostopni razni Grubbs-ovi in Schrock-katalizatorji. Odl@ili smo se za

uporabo Grubbs-ovega katalizatorja II. generadijge bolj reaktiven od Grubbs-ovega

katalizatorja 1.

alkeni,

generacije in omogp izvedbo reakcije tudi s stémb bolj oviranimi
hkrati pa ohranja odpornost na vpliv vlage zmerno stabilnost na zraku

(103,106,107). Strukturi obeh omenjenih Grubbs-duakalizatorjev sta predstavljeni na

U&O

Grubbs-ov katalizator |. generacije

U&O

Grubbs-ov katalizator Il. generacije

Slika 20: Struktura Grubbs-ovega katalizatorja I. in Il. generacije.
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Reakcija navzkrizne olefinske metateze v naSemeotinmi popolnoma potekla, saj je v
reakcijski zmesi zraven produktov ter nezreagiranemilglicinskega derivata ostalo Se
nekaj nezreagiranega alilglicinskega derivata.alag zelenega produkta smo izvedli s
kolonsko kromatografijo, pdemer smo hkrati izolirali Se nezreagirani izhodmojsi ter

ju s tem reciklirali. 1zkoristek reakcije je bilzak in je znasSal le 21,7 % oziroma 29,8 %,
kar je precej manj kot v primeru ostalih raziskaeal ki so izvajali isto reakcijo med
podobno zastenim alil in vinilglicinom in dobili izkoristke d 49 % do 64 % (104,105).
Razlog zakaj je naS izkoristek toliko nizji ni pews jasen, lahko pa bi bil posledica
uporabe katalizatorja drugega proizvajalca, kiujnao enake kvalitete. Domnevamo, da bi
lahko izkoristek nekoliko izboljSalge alilglicinskega derivata ne bi dodali vsega naank
temve bi ga dodajali postopoma po dvalelih (103). Prav tako bi lahko nekoliko
spremenili sintezno pot in pri reakciji olefinskestateze namesto spojid® oziromal8
uporabili alilglicin, ki bi imel za&iteno le aminsko skupino. TakSen alilglicinski deti bi

bil zaradi manjSih stefnih ovir bolj reaktiven, kar je za selektivnostizkoristek reakcije
ugodno, prosto karboksilno skupino produkta paahkd zaéitili v nasledn;ji stopnji. Ob
uporabi Grubbsovega katalizatorja Il. generacijekprnezadtene karboksilne skupine
predvidoma ne bi potekale stranske reakcije, lapkobi se zgodilo, da bi bil nastali
produkt zmes geometrijskin izomerov E in Z, karpoedstavljalo Se dodatne tezave
(99,103).

5.8 ODSTRANITEV ZASCITNE SKUPINE Fmoc (SINTEZA SPOJINE 21)

Dialkilni D-glutamatni fragment v analogih dipepig-D-Glu-(2S 6R)-mezeDAP smo v
dveh stopnjah sintetizirali iz R)-4-{[(9H-fluoren-9-il)metoksilkarbonilamino}-3erc-
butoksi-5-oksopentanojske kisline, ki smo ji najprdstranili za&itno skupino Fmoc ter s
tem dobili spojino21. Fmoc se lahko odstrani z bazo, ki odcepi kistitpn na mestu 9
fluorenskega obr@a. Temu sledi premik elektronov ter odcepitev ¢tasSv obliki
dibenzofulvena in ogljikovega dioksida. Nastali ehaofulven lahko nato reagira z
odgiteno aminsko skupino in z njo tvori stabilen adukiato moramo v reakcijsko zmes
dodati dober nukleofil, ki kot lovilec (angl. »semger«) reagira namesto produkta
(slika 21). V primeru uporabe nukleofiine baze &d&itnega sredstva, je lahko lovilec kar
baza sama (108).
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Dibenzofulven

Yr £ Pow G

Adukt dibenzofulvena Dibenzofulven Adukt dibenzofulvena
in produkta in nukleofila - lovilca

Slika 21: Mehanizem odgite Fmoc z bazo in tvorba aduktov z nastalim diberafulvenom (prirejeno

po (108)).

Za odstranitev za&&ne skupine Fmoc smo uporabili kat&litdo koli¢ino
1,8-diazabiciklo[5.4.0Jundec-7-ena (DBU). Ker je DBnenukleofiina baza, smo kot
lovilec dibenzofulvena v reakcijsko zmes dodali Ktamtiol. 1-oktantiol, DBU in med
reakcijo nastali adukt fluorenilmetil oktil tioeteso topni v dietil etru, zato smo lahko
produkt izolirali s trituracijo z etrom ter s spijam nastale oborine z zmesjo etra in
heksana (108). lzolacija ni potekala kot bi si keleaj smo imeli velike tezave z
nastankom oborine, ki je le stezka nastala po d@go trituraciji. Prav tako se glede na
tankoplastno kromatografijo nismo uspeli povsem b#neDBU. Toda uporabljeni
orositveni reagent ninhidrin z amini reagira zeitenzivno in v NMR spektru prisotnosti
DBU nismo zaznali. Ne glede na tezave smo uspigrgoriti zadovoljivocist produkt2l z
visokim izkoristkom (94,2 %).

5.9 REDUKTIVNO AMINIRANJE (SINTEZA SPOJINE 22 )

Iz spojine 21 in dodecil aldehida smo z reduktivnim aminiranjgmpravili dialkilni
D-glutamatni fragment (spojin@2), pri cemer smo kot reducent uporabili natrijev
cianoborhidrid. Pri izvajanju reakcije smo moraliti bprevidni, saj je natrijev
cianoborhidrid zelo tok&en, prav tako pa lahko iz njega izhaja to&si vodikov cianid.
Mehanizem reakcije je predstavljen na sliki 22 atgka na naslednji 8g. Najprej potée
kislinsko katalizirana adicija aminske skupine mmmega amina na karbonilno skupino
aldehida. Pri tem nastane karbinolamin, ki se lahkeliminacijo vode pretvori v imin

oziroma iminijev ion. Sledi redukcija z natrijeviclenoborhidridom, ki iminijev ion ali pa
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kar karbinolamin pretvori v sekundarni amin. S selarnim aminom in novo molekulo
dodecil aldehida nato Se enkrat petdsta reakcija, prtemer nastane terciarni amin
(109,110).

0 OH +H?
-H,O
Ri< 2 Ry ™
R—NH, + HJ\RZ — N)\Rz — ""NTR,
H +H,0 H
Primarni amin Aldehid Karbinolamin —H* Iminijev ion
NaCNBH;
NaCNBHj4
- Hzo R
1\N/\R2
H
NaCNBH; Sekundarni amin
-H,O
/O
R Ry e R HJ\Rz
1\N/\R2 NaCNBH3 1\N/\R2 _HZO 1\N/\R2
N R TSN
R, R, +H,0 HO” "R,
+
Terciarni amin Iminijev ion -H Karbinolamin

Slika 22: Mehanizem reakcije reduktivnega aminirang med primarnim aminom in aldehidom z
reducentom NaCNBH; (prirejeno po (109,110).

Produkt reakcije ni bi€ist, zato smo gadastili s kolonsko kromatografijo. Pri tem smo v
mobilno fazo dodali trietilamin, ki je zeleni prddupretvoril v neionizirano obliko in s
tem prepreéil njegovo zadrzevanje na startu. Uspeli smo iatilitisti dialkilirani produkt z

izkoristkom reakcije 60,5 %.

5.10 ODSTRANITEV Fmoc IN TVORBA PEPTIDNE VEZI (SINT EZA SPOJIN
231N 295)

Dialkilni derivat D-glutaminske kisline (spojir22) smo preko tvorbe peptidne vezi pripeli
na nasa rigidizirana analoga aminokislimezeDAP. V ta namen smo morali najprej

selektivno odstraniti z&&no skupino Fmoc iz ortogonalno z@énih spojinl9 in 20.

Kot v primeru sinteze spojingl (poglavje 5.8) smo odio najprej poskusili izvesti z
DBU in 1-oktantiolom. Ta postopek tokrat ni uspshj smo med koncentriranjem
reakcijske zmesi pri poviSani temperaturi izguipliaktino ves produkt. Glede na
kromatograme dobljene s tankoplastno kromatograBjmo sklepali, da je med
segrevanjem nastal adukt med produktom in dibehzexfiom, ki je @itno bolj stabilen
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kot adukt dibenzofulvena z 1-oktantiolom. Zato spr naslednjem poskusu namesto
1-oktantiola kot lovilec dibenzofulvena uporaliki(2-merkaptoetil)aminometil-polistiren,
ki ima nukleofilno tiolno skupino vezano na polistiski nosilec in smo ga po reakciji
lahko odstranili na preprost &g, s filtracijo. Toda tudi v tem primeru izolacijzelenega
produkta ni uspela in ponovno smo ves produkt idgpb rotavapiranju. Sklepali smo, da
je tokrat pri poviSani temperaturi agt&na aminska skupina napadla nek elektrofilni eent
v molekuli, pri ¢emer je priSlo do intramolekularne ciklizacije, ega kasneje nismo
dokazali. Zaradi nestabilnosti nastale @d$he spojine smo se odib, da je ne bomo

izolirali, temvet bomo pripenjanje spojing2 izvedli kar v isti reakcijski zmesi.

Ponovno smo spojinamB9 in 20 odstranili za&itno skupino Fmoc z uporabo DBU ob
prisotnostiN-(2-merkaptoetil)aminometil-polistirena in po kami reakciji nastali adukt z
dibenzofulvenom odniali s pomajo presesalne erlenmajerice. Vzporedno ob izvajanju
reakcije pa smo v drugi bki izvedli aktivacijo karboksilne kisline na spaqji22 z
reagentom TBTU @-(benzotriazol-1-il)N,N,N',N-tetrametiluronijev tetrafluoroborat) ob
prisotnosti nenukleofilne bazM-metilmorfolin. Aktivirano kislino smo nato zdruzik
filtratom prve reakcijske zmesi in po k&mi reakciji ter izolaciji s kolonsko
kromatografijo dobili zelena produkta (spoj@B in 25). Izkoristek sinteze spojin23 je
znasal le 24,3 %, zato smo to sintezo ponovilirdea, spojina25 pa smo uspeli pripraviti
z zadovoljivim izkoristkom 52,1 %. Mehanizem aktija kisline in tvorbe peptidne vezi

je prikazan na sliki 23.
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Slika 23: Mehanizem tvorbe peptidne vezi s TBTU iN-metilmorfolinom (prirejeno po (111,112).
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5.11 ODSTRANITEV TERC-BUTILNIH ESTROV IN ZAS CITNE SKUPINE Boc
(SINTEZA SPOJIN 24 IN 26)

Koncni spojini 24 in 26, ki sta N,N-dialkilna analoga dipeptida-D-Glu-(2S6R)-meze
DAP, smo sintetizirali z odstranitvijerc-butilnih estrov in zadtne skupine Boc iz spojin
23 in 25. Od£ito smo izvedli s trifluoroocetno kislino v topiDKM. Po kortani reakciji
je sledila enostavna izolacija z odparevanjem &opdd znizanim tlakom ter trituracijo z
dietil etrom. Reakcija od#e je potekla brez zapletov in z visokim izkoristh (85,8 %
oziroma 92,0 %).

Konéni spojini sta amfoterni, saj vsebujeta dva ®aaiin tri kisle centreCe bi bili ti
Spojini po zadnji stopnji sinteze onesnazeni &@stecami bi ju le s tezka@stili. Zato smo
se ze v predhodnih stopnjah prépfi, da imamo ustrezndiste vmesne produkte in
spojine zelatiste, saj je analiza pokazala 94,1-96,6i8tost. Po ptiakovanju sta bili tako
tudi koreni spojini zelocisti in sicer je bila glede na HPLC spoji2d 95,1 %¢ista in
spojina26 94,9 %¢ista. Strukturo ko#nih spojin24 in 26 pa smo potrdili ZZH in *C
NMR spektroskopijo, masno spektrometrijo, masnokgpenetrijo visoke Igljivosti in

infrardeto spektroskopijo.

5.12 BIOLOSKO VREDNOTENJE SPOJIN NA CELI CNI LINIJI RAMOS-BLUE

Novo sintetizirand\,N-dialkilna analoga dipeptidaD-Glu-(2S 6R)-mezeDAP smo dali
bioloSko ovrednotiti na Katedro za kimo biokemijo Fakultete za farmacijo, kjer so
njuno agonistino delovanje testirali na cefi liniji Ramos-Blue™. Ramos-Blue™ je
linija limfocitov B, ki izrazajo receptorje NOD1 imsebujejo gen za »izeno zarodno
alkalno fosfatazo« (angl. »secreted embryonic elkaphosphatase« — SEAP), ki je
inducibilen z NF«B. Agonisti receptorjev NOD1 v teh celicah poap izrazanje NkeB,
kar ima za posledico po&@nje transkripcije in translacije encima SEAP, &iokrnjena
oblika placentne alkalne fosfataze. Ta encim ceid@ajo v supernatant in ga lahko
enostavno pomerimo z reagentom QUANTI-Blue™, kredkciji z alkalnimi fosfatazami

spremeni barvo iz roznate v vijotio-modro.

Celice Ramos-Blue™ smo stimulirali s C12-IE-DAPJ-DAP ter spojinam&4 in 26. Po
stimulaciji smo z reagentom QUANTI-Blue™ v supeardti ceknega medija

spektrofotomettino pomerili koncentracijo encima SEAP, ¢gner je bila posredno
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izmerjena aktivnost NikB. Kot negativno kontrolo smo uporabili celice zddaimi vsemi
reagenti razen agonista. Vsem meritvam, tudi negatkontroli, smo odsteli vrednost
meritve pripadajdega slepega vzorca, ki je vseboval vse komponezueca razen celic.
Celice v negativni kontroli so intrinamo izrazale nekaj NkB oziroma izl@dale nekaj
encima SEAP in naSe rezultate testiranj smo pdadalfaktor povéanja aktivnosti NR<B

glede na negativno kontrolo. Rezultati testiranpskazani na sliki 24.
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Slika 24: Graf — Pov&anje aktivhosti NF-kB v celicah Ramos-Blue™ ob stimulaciji z agonisti
receptorjev NOD1.

Meritve so pokazale, da se pri koncentraciju¥l aktivnost spojine26 ne razlikuje
signifikantno od aktivnosti C12-IE-DAP. Pri isti Roentraciji je spojin@4 v povpreju
izkazovala ve&jo aktivnost kot C12-iE-DAP, a na podlagi teh reéatdv zaradi velike
standardne devijacije ne moremo trditi, da je balgonist. Pri koncentraciji 10M pa je
bila tako aktivnost spojin€4 kot tudi aktivnost spojine26 signifikantno veja od

aktivnosti tripeptida Tri-DAP.

Z uvedbo dialkilnin verig in dvojne vezi smo torggpeli povéati aktivnost dipeptida
IE-DAP, ki drugde izkazuje nizjo aktivnost kot tripeptid Tri-DAP ¢elicah HEK293T pri
koncentraciji 10 ng/mL iIE-DAP pova izrazanje NkeB za faktor ~ 4, Tri-DAP pa za
faktor ~ 6) (36). To je tudi v skladu s gakovaniji, saj uvajanje lipofilnih verig neamino
skupino v D-Glu delu molekule zaradi boljSega pjahja ez celéne membrane pove
agonisttno delovanje na receptorjih NOD1, ki se nahajamteplazmi. Domnevamo, da
je k boljsSemu delovanju pripomogla tudi rigidizacg dvojno vezjo, ki zmanjSa Stevilo
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moznih prostorskih konformacij, kar lahko povardoljSe ujemanje agonista s dam

mestom na receptorju.

Na podlagi povprgnih vrednosti poweanja aktivnosti NReB sklepamo, da je za
agonisttno delovanje na receptorjin NOD1 bolj ugodna uved@ajne vezi na mestp-y

kot na mestg-6 v DAP delu molekule, toda tega zaradi prevelildardne devijacije ne
moremo potrditi. Zato bi bilo smiselno izvesti & wneritev aktivnosti pri istih ter tudi pri
razlicnin koncentracijah, iz katerih bi prav tako lahkolagili maksimalne aktivnosti in
vrednosti EGp, kar bi bili Se boljSi parametri za primerjavo igkbsti nasih agonistov.
Zanimivo bi bilo tudi primerjati aktivnost novo satiziranih agonistov24 in 26 z

aktivnostjo njunega hidrogeniranega derivatéinger bi lahko potrdili ali ovrgli hipotezo,
da je dvojna vez za delovanje bolj ugodna kot emofrav tako bi bilo ob stimulaciji
receptorjev NOD1 z naSima agonistoma smiselno igim& profil izrazanja nekaterih

citokinov in kemokinov, kar bi dalo Se &&formacij o uspesnosti nasega dela.

Celicno linijjo Ramos-Blue™ smo izpostavili agonistom itugb prisotnosti visoko
selektivnega antagonista receptorjev. NOD1, Nodhgiri (ML130, CID-1088438;
slika 25) (113). Ob njegovi prisotnosti je izrazmhF«B kljub stimulaciji z agonisti padlo
na prakitno enak nivo kot pri negativni kontroli, kar je d¢ak da naSa agonista delujeta

selektivno na receptorje NOD1 (rezultati niso pzédai).

e A
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Slika 25: Struktura selektivnega antagonista recetrjev NOD1 Noditiniba-1.

Za dobro karakterizacijo nasih novo sintetizirasfiojin je torej potrebnih Se &e¢estiranj,
glede na dobljene rezultate pa lahko potrdimo, ae sispeli sintetizirati selektivna
agonista receptorjev NOD1, katerih aktivnost jemariljiva z nekaterimi ze znanimi
agonisti ali celo v§a. Pri tem ima velik potencial za nadaljnje raaisk in modifikacije
predvsem spojin4, ki je izmed vseh testiranih spojin nakazovala negmanejSe

delovanje.
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6. SKLEP

UspesSno smo raovali in sintetizirali dva analoga dipeptigeD-Glu-(2S 6R)-mezeDAP
(iE-DAP), spojini24 in 26, ki imata na aminsko skupino v glutamatnem dellekde
pripeti dve n-dodecilni verigi in DAP del molekulgidiziran z dvojno vezjo na mespiy
ali y-6.

Pri sintezi spojin7 in 8 sta zraven zeleneday-nenasienega kinetinega produkta kot
glavna stranska produkta nastalaZzse E o,3-nenasiena termodinamska produktza(in

7b oziroma8a in 8b), izkoristek reakcije pa je znaSal le 30,3 % aniao33,2 %. Stranskih
produktov bi se v tem primeru lahko znebili z iagem reakcije pri tlaku nizjem od
0,03 mbar oktim nizji temperaturi prve hike in z zamenjavo druge &ke s stekleno
cevko ter segrevanjem le-te na visjo temperatutoner bi tudi zviSali izkoristek reakcije.
Pri izvedbi reakcije navzkrizne olefinske metatez&atero smo sintetizirali spojid® in
20, smo prav tako imeli slab izkoristek (21,7 % om0 29,8 %). Razlog za tako nizek
izkoristek ni povsem jasen, sklepamo pa, da biafgpd izboljSali z uporabo katalizatorja
drugega proizvajalca in z modifikacijo izvedbe reigk pricemer bi alilglicinski derivat v
reakcijsko zmes dodajali postopoma in p@ delih. Lahko bi tudi nekoliko spremenili
sintezno pot in namesto spojitké oziromal8 uporabili alilglicin, ki bi imel za&teno le
aminsko skupino. V tem primeru bi zaradi zmanjSastgrtnih ovir pricakovali vejo
reaktivnost alilglicinskega reaktanta in poséea boljSi izkoristek. Negativna stran takSne
sintezne poti pa je manjSa stereoselektivnost i@ns moznost nastanka geometrijskega
izomera Z kot stranskega produkta.

Na veje tezave pri sintezi smo naleteli ob odstrania&itne skupine Fmoc iz spojih9

in 20, kjer tako ob uporabi 1-oktantiola kot tudi(2-merkaptoetillaminometil-polistirena
kot lovilca dibenzofulvena zaradi stranskih reakoismo uspeli izolirati Zelenega
produkta. Zato smo ta korak izpustili in nasledsfopnjo sinteze izvedli kar v isti
reakcijski zmesi, préemer smo iz nje z ganjem s pomgo presesalne erlenmajerice
najprej odstranili adukt med uporablienim lovilce@N-(2-merkaptoetillaminometil-
polistiren) in dibenzofulvenom. Na tadma smo uspesSno sintetizirali spoji@B in 25 z
izkoristkoma 24,3 % in 52,1 % preko dveh stopergtal®@ reakcije v sintezni poti so
potekle brez vgih posebnosti in z visokimi ali vsaj zadovoljivinzkoristki.

74



Jaka Kodela: Natovanje in sinteza\,N-dialkilnih analogov dipeptida D-GlmezeDAP s potencialnim
imunomodulatornim delovanjem

Novo sintetizirani spojin24 in 26 smo bioloSko ovrednotili na cehi liniji Ramos-Blue™

in ugotovili, da sta spojini selektivna agonista receptorjih NOD1, ki izkazujeta
delovanje monejSe od tripeptida Tri-DAP in s tem tudi od dipdat iE-DAP.
Predvidevamo, da je vzrok zac¢ye aktivnost tako uvedba lipofilnih verig, ki omago
lazje prehajanjeez celéno membrano, kot tudi rigidizacija z uvedbo dvopezi, Ki
zmanjSa Stevilo moznih prostorskih konformacij irtesn predvidoma omogo boljSe
ujemanje agonista s tamim mestom na receptorju. Prav tako sklepamo, da j@elovanje
bolj ugodna dvojna vez na megiyy kot na mesty-5 v DAP delu molekule in da je zato
spojina 24 boljSi agonist kot spojin26, a tega zaradi velike standardne devijacije ne

moremo potrditi.

Glede na rezultate lahko predvsem spopdain tudi spojina26, sluzita kot osnova za
razvoj novih imunomodulatornih¢inkovin, ki bi preko receptorjev NOD1 pozitivho
modulirale imunski odziv. TakSneiinkovine bi lahko uporabili za zdravljenje razlih

bolezni povezanih z nepravilnostmi v delovanju ptegev NOD1, kot protimikrobne
ucinkovine s posrednim delovanjem, kot adjuvanse piwie in kot protitumorne

ucinkovine.

V nadaljnjih raziskavah bi bilo smiselno s spojirmag4 in 26 izvesti Se ve& bioloskih
testiranj in jima doleiti maksimalno aktivnost in Efgter ugotoviti kako njuno delovanje
vpliva na izrazanje nekaterih citokinov in kemokinoPrav tako bi bilo zanimivo
primerjati njuno aktivnost z aktivnostjo njunegafageniranega derivatagsner bi lahko
potrdili ali ovrgli hipotezo, da rigidizacija z ugtbo dvojne vezi v DAP del molekule
ugodno vpliva na delovanje. Ker nasSi Kanspojini v svoji strukturi vsebujeta fragment
podoben aminokislini DAP, sta tudi potencialna Ioitorja nekaterih encimov udelezenih
pri sintezi bakterijske celhe stene in s tem potencialni osnovi za razvoj movi
kemoterapevtikov s selektivno to&sostjo. Zato bi bilo smiselno tudi preverite spojini
24 in 26 inhibirata encime DAP dekarboksilazo, DAP dehidnoazo, DAP epimerazo,
MurE in MurF.
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