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POVZETEK

Imunski sistem je obrambni mehanizem organizma s kompleksno strukturo, ki spada med
najpomembnejSe nosilce nasega zdravja, saj SCiti organizem pred raznimi tujki, ki
povzrocajo bolezni. Zaradi njegove zapletene zgradbe obstaja veliko razli¢nih tar¢, na
katere lahko vplivamo z u¢inkovinami in tako vplivamo na delovanje imunskega sistema.
Ena izmed moznih tar¢ so receptorji z nukleotid vezoCo oligomerizacijsko domeno 2
(NOD2), ki se nahajajo znotraj celice in kot ligande vezejo fragmente peptidoglikana, med
drugim tudi muramil dipeptid in njegove analoge. Aktivacija receptorja NOD2 povzroci
razne bioloske ucinke, ki vkljucujejo tudi aktivacijo transkripcijskega faktorja NF-kB in
spros¢anje Stevilnih citokinov, ki so pomembni tako pri prirojenem kot tudi pri

pridobljenem imunskem sistemu.

V diplomskem delu smo nacrtovali in sintetizirali nove agoniste receptorja NOD2, ki bi
lahko delovali kot adjuvansi. Izhajali smo iz Ze znanega agonista receptorja NOD2 (2R)-
dietil 2-((2S)-2-(2-(indol-2-karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata, katerega
strukturo smo poskusali optimizirati in tako sintetizirali 13 konénih spojin. Sintetizirali
smo acilirane analoge tripeptida Gly-L-Ala-D-Glu, kjer smo na tripeptid vezali razne
karboksilne kisline, ki so vsebovale indolni obro¢ in podobne skupine, in sicer tako, da
smo med tripeptidom in ustreznimi karboksilnimi kislinami s pomocjo sklopitvenega
reagenta 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorida (EDC-HCI) tvorili
amidno vez. Biolosko testiranje, pri katerem so izmerili relativne aktivnosti NF-xB v
celicah HEK-Blue™ NOD2 po dodatku novo sintetiziranih spojin, je pokazalo, da je bila
najboljsi agonist receptorjev NOD2 spojina 14, pri kateri je bil indolni obro¢ preko mesta 2
z amidno vezjo vezan na tripeptid, na mestu 5 indola pa je bila vezana fenilna skupina.
Spojina je izkazovala dobro agonisti¢no aktivnost glede na muramil dipeptid, ki je bil
uporabljen kot pozitivna kontrola, in to kljub temu, da je bil prisoten Se stranski produkt, ki
je za razliko od spojine 14 na mestu 5 indola namesto fenilne skupine vseboval bromo
skupino (spojina 8, ki izkazuje Sibko agonisti¢no aktivnost). Dokaj dobro agonisti¢no
aktivnost je imela tudi spojina 23, ki je vsebovala cinamoilni fragment in tako spojini 14 in
23 sluzita kot dobra osnova za nadaljnjo optimizacijo in testiranja za doloCitev njune

uporabnosti kot adjuvansa.
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ABSTRACT

The immune system is the defense mechanism of an organism with a complex structure
and is one of the most important assurers of our health since it protects the organism
against various disease-causing invaders. Due to its complex structure, there is a large
variety of targets that can be influenced by active ingredients and thus influence the
functioning of the immune system. One of the possible targets are nucleotide-binding
oligomerization domain receptors 2 (NOD2), which are located within the cell and bind
peptidoglycan fragments as ligands, including muramyl dipeptide and its analogues.
Activation of NOD2 receptor causes various biological effects, including activation of the
transcription factor NF-kB and release of many cytokines, which are important in both

innate as well as adaptive immune system.

In the thesis we designed and synthesized new NOD2 receptor agonists, which could act as
adjuvants. We started from (2R)-diethyl 2-((2S)-2-(2-(indole-2-carboxamido)acetamido)
propanamido)pentanedioate, already known to function as NOD?2 receptor agonist, and we
tried to optimize its structure, resulting in the synthesis of 13 final compounds. We
synthesized acylated tripeptide Gly-L-Ala-D-Glu analogs, where we bound various
carboxylic acids containing the indole ring and similar groups to the tripeptide by forming
the amide bond between tripeptide and adequate carboxylic acids using the coupling
reagent  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDC-HCI).
Biological testing, where the relative activity of NF-xB in the HEK-Blue™ NOD?2 cells
was measured after the addition of synthesized compounds, showed that the best NOD2
receptor agonist was compound 14, in which the indole ring was linked through amide
bond to tripeptide at position 2 and the phenyl group was bound to the position 5 on the
indole ring. The coumpound showed good agonistic activity with respect to muramyl
dipeptide, which was used as a positive control, despite the presence of side product with
bromo group at position 5 of indole ring (compound 8, which has weak agonistic activity)
instead of phenyl group in compound 14. Also, compound 23 that contained cinnamoyl
fragment had a fairly good agonistic activity and thus we conclude that compounds 14 and
23 are good basis for further optimization and testing to determine their usefulness as

adjuvants.
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KLJUCNE BESEDE

imunomodulator, receptor NOD2, dezmuramildipeptid, tripeptid Gly-L-Ala-D-Glu,
aktivacija NF-kB, prirojena imunost

SEZNAM OKRAJSAV

ATP adenozin trifosfat;

angl. adenosine triphosphate
BOC terc-butiloksikarbonil;

angl. N-tert-butoxycarbonyl
CARD domena kaspazne aktivacije;

angl. caspase recruitment domain

CDCl3 devteriran kloroform

CTL citotoksi¢ni limfocit T

d dublet

DAMP molekulski vzorci povezani z nevarnostjo;

angl. danger associated molecular patterns

DMAP 4-dimetilaminopiridin
DMSO-dg devteriran dimetilsulfoksid
DNA deoksiribonukleinska kislina;
angl. deoxyribonucleic acid
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimid,;
angl. 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
eq ekvivalent
HOBt 1-hidroksibenzotriazol
HPLC tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti;

angl. high performance liquid chromatography
HR-MS masna spektrometrija visoke lo¢ljivosti;

angl. high resolution mass spectrometry
IFN interferon
IKK kinaza IkB;

angl. IkB kinase

IL interlevkin

\
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IR infrardeca spektroskopija

IRF3 faktor regulacije interferona 3;
angl. interferon regulatory factor 3

k kvartet

LRR domena, bogata z levcinom;

angl. leucine-rich repeat

m multiplet

MDP muramil dipeptid

MHC poglavitni kompleks tkivne skladnosti;
angl. major histocompatibility complex

MF mobilna faza

Mr relativna molekulska masa

MS masna spektroskopija

NF-kB jedrni faktor xB;

angl. nuclear factor xB
NLR NOD-u podoben receptor;
angl. NOD-like receptor
NMR jedrska magnetna resonanca;
angl. nuclear magnetic resonance
NOD nukleotid vezoca oligomerizacijska domena;
angl. nucleotide-binding oligomerization domain
PAMP molekulski vzorci povezani z mikrobi;
angl. pathogen associated molecular patterns
PBMC mononuklearne celice periferne krvi;
angl. peripheral blood mononuclear cells
Rf retencijski faktor
RIP-2 protein-2, ki interagira z receptorjem;
angl. receptor-interacting protein-2
PMA forbol-12-miristat-13-acetat;
angl. phorbol-12-myristate-13-acetate
PRR receptorji za prepoznavo molekulskih vzorcev;

angl. pattern recognition receptors

Vi
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RNA ribonukleinska kislina;
angl. ribonucleic acid
S singlet
SEAP izlo¢ena zarodna alkalna fosfataza;

angl. secreted embryonic alkaline phosphatase

T temperatura

tr retencijski ¢as

TBTU N,N,N’,N'-tetrametil-O-(benzotriazol-1-il)-uronijev
tetrafluoroborat

THF tetrahidrofuran

TLC tankoplastna kromatografija;
angl. thin layer chromatography

TLR Toll-u podoben receptor;
angl. Toll-like receptor

TNF-a tumor nekrotizirajoci faktor alfa

) kemijski premik

VI
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1. UVOD

Ljudje so ze pred poznavanjem imunskega sistema in njegovega delovanja zaceli
uporabljati Stevilna tradicionalna zdravila, s katerimi so skuSali pove¢ati odpornost proti
nalezljivim boleznim. V tradicionalnih zdravilih za zdravljenje okuzb in vnetnih bolezni so
navadno uc¢inkovine s protimikrobnim in imunomodulatornim u¢inkom. Imunomodulator;ji
lahko zmanjSajo imunski odziv (imunosupresivno delovanje) ali pa ga povecajo oziroma
obnavljajo njegovo oslabljeno funkcijo (imunostimulatorno delovanje). Imunostimulatorno
delujejo tudi adjuvansi, ki jih dodajamo cepivom z namenom povecanja imunskega odziva
na antigene. Ker pa imajo tradicionalne imunomodulatorne ucéinkovine omejeno
ucinkovitost in nezelene stranske ucinke, je razvoj novih, izboljSanih in tar¢nih

imunoterapevtikov izjemno pomemben.

1.1. IMUNSKI SISTEM

Naloga imunskega sistema je ubraniti organizem pred patogenimi mikroorganizmi,
njihovimi toksini in rakavimi celicami. Imunski sistem je funkcionalno razdeljen na
prepoznavanje tujega antigena (prepoznavna funkcija) in odziv nanj (izvr$na funkcija).
Prepoznavanje je izjemno specifi¢no, saj imunski sistem lahko prepozna majhne razlike v
kemijski strukturi, ki lo¢ijo dolo¢ene patogene mikroorganizme od nepatogenih, lahko pa
razlikuje tudi med tujimi in lastnimi celicami ali beljakovinami. Ko imunski sistem
prepozna antigen, aktivira razli¢ne celice in molekule, ki sodelujejo pri efektorskem odzivu

in antigen odstranijo ali nevtralizirajo.

Imunski sistem delimo na prirojeno in pridobljeno imunost, ki sta odvisni ena od druge
(slika 1). Manj specifiéna komponenta imunskega sistema je prirojena imunost, Ki
predstavlja prvo linijo obrambe proti okuzbi in obsega §tiri tipe obrambnih ovir: anatomsko
(koza, sluznice), fiziolosko (telesna temperatura, nizek pH, lizocimi, interferoni,
komplement, razni receptorji), fagocitno/endocitno (monociti, nevtrofilci, makrofagi) in
vnetno oviro. Vecina tujkov, s katerimi se sre¢ajo zdravi posamezniki, je navadno hitro
o¢iS¢enih v nekaj dneh z obrambnimi mehanizmi prirojenega imunskega odziva.
Nasprotno od prirojene imunosti pa je pridobljena imunost visokospecifiéna. Do

pridobljenega imunskega odziva proti nekemu antigenu navadno pride v petih do Sestih
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dneh po zacetni izpostavljenosti le-temu, ponovna izpostavljenost enakemu antigenu pa
ima za posledico spominski odziv — imunski odziv se po drugem izzivu pojavi hitreje kot

prvic, je moc¢nejsi in pogosto ucinkovitejsi.

IMUNSKI SISTEM antigeni
N\ L
PRIROJENI PRIDOBLJENI wie :#: "g:j\ ) Cf }';4:
IMUNSKI SISTEM IMUNSKI SISTEM beljakovinewms' bakterije paraziti glive
P celica razgradi tujek Py
|::> w in predstavi antigen -~ — R:::é“
- kozZa na svoji povrgini e _ /!
- sluznice (oesna . = sp:;rnenjellja' -~
veznica, prebavni frakt, L’fe d::a}v(i:zl:(t:?gen
dlhala...) : na svoji povriini
— MHC Il MHC | — L
I::> fiziologka ovira: - CD4
“telesna temperatura gelicagl / ﬂ\\ / v celica Tc
- nizek pH (Zelodéna vsebina) | ) receptor limfocitov T y
- lizocimi .\\_j prepozna antigen \ /
- interferoni aktivirana vezan na MHC -
- komplement celica Th \ uniijo
- receptorji za prepoznavo r \\ L \0 spremenjene
meolekulskih vzorcev \ ?h'f‘fﬂ'_ituﬂ B ‘ O 7l (rakave) celice
imrocitov o,
.\.:’.‘/{. - celic Tc... \ (0/
[ > fagocitnalendocitna ovira: SR =T=c ki ' ]( 1L
- monociti G5 L0
- nevtrofilci CELICNI IMUNSKI ODZIV
- makrofagi

HUMORALNI IMUNSKI ODZIV

vnetna ovira: : ; ~ — ? i 5
- vazodilatacija, f——«\ \ /ﬂ’ x\m\ &
Yy lo
povecane I‘Q ) - ,é?r S O!ﬂ & . 8:%‘
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Slika 1: Delitev imunskega sistema

Pri pridobljenem imunskem odzivu sodelujejo limfociti B, limfociti T in antigen
predstavitvene celice, ki vkljuCujejo monocite, makrofage, dendriti¢ne celice in nekatere
epitelijske celice. Limfociti B nastanejo in dozorijo znotraj kostnega mozga in ko ga
zapustijo, na svoji membrani izrazijo protitelesa, ki predstavljajo edinstven vezavni
receptor za antigen. Ko se limfocit B prvi¢ sre¢a z antigenom, ki se ujema z njegovim
protitelesom, se antigen in protitelo povezeta in to povzro¢i hitro delitev celice, njene
héerinske celice pa se diferencirajo v spominske celice B in efektorske celice B,
imenovane plazmatke. Limfociti T nastanejo v kostnem mozgu in dozorijo v timusu. Na
svoji membrani izrazajo receptorje, ki lahko za razliko od limfocitov B prepoznavajo le
antigen, ki je vezan na beljakovino celi¢cne membrane na povrsini antigen predstavitvene

celice, imenovano poglavitni kompleks tkivne skladnosti razreda | in Il (MHC 1 in
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MHC 1I). Poznamo celice T pomagalke (Th), ki imajo na svoji povrSini membranski
glikoprotein CD4, in citotoksi¢ne celice T (Tc), ki imajo na svoji povr§ini membranski
glikoprotein CD8. Celice Th prepoznajo in interagirajo z molekulskim kompleksom
antigen—-MHC |II, se aktivirajo in postanejo efektorske celice ter pri¢nejo izloc¢ati razne
citokine, ki so pomembni pri usmerjanju imunskega odziva (so mediatorji imunskega
odziva) (preglednica I). Celice Tc, ki prepoznavajo molekulski kompleks antigen—MHC I,
se pod vplivom citokinov delijo in diferencirajo v citotoksi¢ne limfocite T (CTL). Celice
Th nastopajo v ve¢ oblikah, in sicer kot celice pomagalke tipov ThO, Thl in Th2.
Prepoznava mikrobnega antigena navadno sprozi Thl vnetni citokinski odziv, saj celice
Th1 aktivirajo makrofage in CTL (1,2).

Preglednica I: Pregled nekaterih pomembnejsih citokinov

Citokin Celice, ki ga izlo¢ajo Delovanje
Interlevkin monociti, makrofagi, mediator vnetja, vpliv na hipotalamus
(IL-1) endotelijske in epitelijske | (povisana telesna temperatura), sinteza
celice beljakovin akutne faze v jetrih, zgodnja

aktivacija limfocitov T, spodbujanje
nastajanja IL-6

Tumorje nekrotizirajo¢i makrofagi mediator vnetja, sinteza beljakovin
faktor-a akutne faze v jetrih, spodbujanje
(TNF-a) nastajanja IL-6, kaheksija, aktivacija

nevtrofilcev, apoptoza mnogih celic
Interlevkin 6 makrofagi in endotelijske | sinteza beljakovin akutne faze v jetrih,
(IL-6) celice diferenciacijski faktor limfocitov B

(omogoca dokoncno dozoritev), vpliv
na limfocite T, sprozitev dozorevanja
trombocitov

Interlevkin 10 makrofagi in celice Th2 mediator vnetja, zmanj$a izrazanje
(IL-10) citokinov Thl (IFN- vy, IL-2, IL-3,
TNF-a), uravnava delovanje imunskega
sistema v prebavilih

Interlevkin 12 makrofagi in dendriti¢ne diferenciacija limfocitov T, sinteza
(IL-12) celice IFN-y
Interferona tipa | IFN-a izlo¢ajo makrofagi, obramba pred virusnimi okuzbami
(IFN-a in IFN-f) IFN-B pa fibroblasti (indukcija sinteze protivirusnih

beljakovin, spodbujanje celi¢nega
imunskega odziva), povecano izrazanje

MHC |
Interlevkin 8 - kemokin makrofagi kemotakti¢ni faktor za nevtrofilce,
(IL-8) sodeluje pri angiogenezi
Interlevkin 18 makrofagi sinteza IFN-y
(IL-18)
Interferon tipa Il makrofagi spodbujanje Thil, aktivacija
(IFN-y) makrofagov, spodbuja izrazanje MHC 1

in MHC Il na celicah
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1.2. BAKTERIJSKA CELICNA STENA

Bakterijska celicna stena je dinamicna struktura, ki obdaja citoplazemsko membrano in
daje celici integriteto, uravnava osmotski tlak citoplazme, doloca obliko celice ter jo Sciti
pred zunanjimi vplivi. Glavna sestavina celicne stene vecine bakterij je peptidoglikan.
Gramnegativne bakterije vsebujejo tanko plast peptidoglikana (priblizno 10 nm), ki
predstavlja le 5-10 % mase celi¢ne stene, medtem ko peptidoglikan pri grampozitivnih
bakterijah predstavlja kar 90 % mase celi¢ne stene in je debelejsi ter sestavljen iz ve¢ plasti
(priblizno 20—80 nm).

Peptidoglikan je zgrajen iz Stevilnih polisaharidnih verig, ki tvorijo ogrodje in so med
seboj pre¢no povezane s kratkimi peptidi. Polisaharidne verige sestavljajo izmeni¢ne enote
N-acetilglukozamina in N-acetilmuraminske kisline, ki sta med seboj povezani z B-1,4
glikozidno vezjo. N-acetilmuraminske kisline so povezane s kratkimi peptidi, ki so med
seboj pre¢no povezani in tako tvorijo mrezo okoli bakterijske celice. Kratki peptid je
sestavljen iz Stirih do petih aminokislin, in sicer L-alanina, D-glutaminske kisline, L-lizina
ali mezo-diaminopimelinske kisline in D-alanina. Pri vseh gramnegativnih bakterijah in pri
nekaterih paliastih grampozitivnih bakterijah je tretja aminokislina kratkega peptida
mezo-diaminopimelinska Kislina, pri vecini grampozitivnih bakterij pa L-lizin. Tretja
aminokislina kratkega peptida je preko transpeptidnega mosticka pre¢no vezana s Cetrto
aminokislino sosednjega kratkega peptida, transpeptidna povezava pa lahko vsebuje tudi
eno ali ve¢ dodatnih aminokislin (pri grampozitivnih bakterijah je pogost pentaglicinski
mosticek). Tako pri gramnegativnih kot tudi pri grampozitivnih bakterijah lahko pride do
sprememb v aminokislinski sestavi kratkega peptida. Namesto prve aminokisline L-alanina
ponavadi najdemo L-serin ali glicin, druga aminokislina D-glutaminska kislina pa je lahko
zamenjana z amidirano glutaminsko kislino, glicinom, amidiranim glicinom ali amidiranim
alaninom. Najpogostejsa je sprememba tretje aminokisline, kjer namesto L-lizina ali mezo-
diaminopimelinske kisline najdemo tudi L-ornitin, hidroksi-lizin in ostale zamenjave (3, 4,
5).
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1.2.1. Muramil dipeptid

Muropeptidi so razgradni produkti peptidoglikana, ki se sprostijo ob stiku bakterije z
gostiteljevim obrambnim sistemom (lizocimi, amidaze) ali po antibioti¢cnem zdravljenju.
Sestavljeni so iz ene ali ve¢ enot N-acetilmuraminske kisline, ki je vezana z vsaj eno

aminokislino (6).

Pomemben muropeptid je N-acetilmuramil-L-alanil-D-izoglutamin (muramil dipeptid,
MDP), minimalen del peptidoglikana, skupen grampozitivnim in gramnegativnim
bakterijam, ki je od leta 1970 znan kot najmanjsi strukturni fragment peptidoglikana, ki
izkazuje adjuvantno aktivnost (7). MDP deluje imunomodulatorno tako, da stimulira
monocite in makrofage in na ta nacin okrepi gostiteljev prirojeni obrambni mehanizem
proti bakterijskim, virusnim in parazitskim okuzbam ter tumorjem. Aktivacija makrofagov
ima za posledico povec¢ano produkcijo reaktivnih kisikovih zvrsti (superoksid, peroksid), ki
so kljuéni za uniCenje patogenov in izkazujejo tudi protitumorno delovanje. Aktivirani
makrofagi imajo tudi zviSano produkcijo vnetnih citokinov, kot sta IL-1p in TNF-a, Ki
aktivirata nevtrofilce, limfocite B in limfocite T, ki odstranijo patogene, delujeta pa tudi na
centralni ziveni sistem in sprozita fizioloske odzive, kot sta zviSana telesna temperatura in
spanje, ki prav tako pripomoreta v boju proti okuzbi. MDP z imunomodulatornim u¢inkom

torej vpliva na prirojeno odpornost in tudi na vnetne procese (8).

Receptor z nukleotid vezoco oligomerizacijsko domeno 2 (NOD?2) so potrdili kot receptor,
ki prepozna MDP (9, 10). Prepoznavanje preko receptorja NOD2 pa je povezano z
adjuvantnim uéinkom MDP. Makrofagi pri odzivu na MDP proizvedejo minimalne
koli¢ine vnetnih citokinov, medtem ko MDP v kombinaciji z nekaterimi spojinami privede
do mocnega sinergisti¢nega delovanja in mo¢no povecane produkcije vnetnih citokinov. In
vitro so na razli¢nih celicah, kot so mononuklearne celice periferne krvi (PBMC), izolirani
monociti, monocitne celi¢ne linije pa tudi v polni krvi ter in vivo na podganah pokazali, da
pride do moc¢nega sinergisticnega delovanja med MDP in lipopolisaharidom, ki je agonist
receptorja TLR4. MDP deluje sinergisti¢no tudi z drugimi agonisti receptorjev TLR, kot so
lipoteihoi¢na kislina (agonist receptorja TLR2), aktivacijski lipopeptid makrofagov
(MALP-2) in Pam3CSK, kar so proucevali na ¢loveskih PBMC in razli¢énih monocitnih

celi¢nih linijah, nasprotno pa niso odkrili sinergistiénega u¢inka med MDP in lipoteihoi¢no



Branka Vukovié:

Nacrtovanje in sinteza aciliranih analogov tripeptida Gly-L-Ala-D-Glu kot agonistov receptorja NOD2

kislino v ¢loveski polni krvi (6, 11, 12, 13, 14). Sam MDP je sicer mo¢an induktor TNF-a.
MRNA, a je za njeno translacijo v beljakovino potrebna prisotnost lipopolisaharida (15).

Pri vecini bakterij je MDP N-acetiliran, pri mikobakterijah in sorodnih bakterijah iz
razreda Actinomycetes pa ga encim NamH (hidroksilaza N-acetilmuraminske Kisline)
pretvori v N-glikolirano obliko, ki se je izkazala Se za boljSega aktivatorja receptorjev
NOD?2 (16).

1.3. RECEPTOR NOD2

Receptor NOD2 spada v veliko skupino receptorjev za prepoznavo molekulskih vzorcev

(PRR), natanéneje v druzino NOD-u podobnih receptorjev (NLR).
1.3.1. Receptorji za prepoznavo molekulskih vzorcev (PRR)

PRR se nahajajo v celi¢nih membranah in citosolu, in ko le-ti prepoznajo molekulske
vzorce povezane z mikrobi (PAMP) ali molekulske vzorce povezane z nevarnostjo
(DAMP), se aktivirajo obrambne reakcije gostitelja. Primeri PAMP so deli mikrobov, kot
so lipopolisaharid pri gramnegativnih bakterijah, lipoteihoi¢na Kislina pri grampozitivnih
bakterijah, peptidoglikan, lipoproteini, mikrobna ribonukleinska kislina (RNA) in
deoksiribonukleinska kislina (DNA), medtem ko med DAMP sodijo endogeni celi¢ni
produkti, povezani s poskodbo tkiva, kot so beljakovine toplotnega Soka in okvarjene
nukleinske kisline (17, 5). Glede na lokalizacijo, molekulsko strukturo in vzorce, ki jih
prepoznajo, delimo PRR na ve¢ druzin. Na celi¢ni povrSini ali na membranah endosomov
se nahajata druzina TLR in druzina receptorjev lektina tipa C, v citoplazmi pa najdemo
druzino NOD-u podobnih receptorjev (NLR), druzino RIG-u podobnih helikaznih
receptorjev, ki zaznajo virusno RNA ter citosolne senzorje DNA, RNA-polimerazo 11l in
druge (18).

Receptorji iz druzine NLR so pomembni pri prirojenem imunskem odzivu, kot tudi pri
vnetju, saj so odkrili, da so polimorfizmi in mutacije NLR povezani s povecano
dovzetnostjo za nekatere vnetne bolezni. Pri ljudeh je bilo do sedaj odkritih 22 NLR. Vsi
receptorji iz te druzine SO zgrajeni iz treh domen, in sicer sta za vecino znacilni

C-terminalna domena, bogata z levcinom (LRR), ki zazna ligand in centralna domena
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(NACHT), ki je odgovorna za oligomerizacijo receptorja, medtem ko glede na tretjo

N-terminalno efektorsko domeno druzino NLR delimo v §tiri poddruzine (17, 18):

- NLRA: transaktivator razreda Il vsebuje kislo transaktivacijsko domeno,

- NLRB: NAIP vsebuje ponovitveno domeno bacilovirusnega inhibitorja,

- NLRC: receptor z nukleotid vezoc¢o oligomerizacijsko domeno 1 (NOD1), NOD2,
NLRC3, NLRC4, NLRC5 vsebujejo domeno kaspazne aktivacije (CARD) in
NLRX1 brez N-terminalne domene,

- NLRP: NLRP1 - NLRP14 vsebujejo piridinsko domeno.

Najbolj raziskana receptorja iz druzine NLR sta topna proteina NOD1 in NOD2, ki v
citosolu zaznavata prisotnost peptidoglikanskih komponent. Receptorji NOD1 so izrazeni v
razli¢nih tkivih in celicah, njihovi ligandi pa so fragmenti bakterijske celi¢ne stene, ki
vsebujejo mezo-diaminopimelinsko kislino. Za razliko od receptorjev NOD1 pa je
ekspresija receptorjev NOD2 omejena predvsem na monocite, kot ligand pa prepoznajo
MDP in njegove analoge (slika 2). Razlika med njima je tudi v sestavi, in sicer receptorji
NOD1 vsebujejo eno domeno CARD, receptorji NOD2 pa dve (19, 20, 21). Pri nasem delu

se bomo osredotocili na receptorje NOD2 in njihove mozne ligande.
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Slika 2: Del peptidoglikana, ki ga zaznajo receptorji NOD
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1.3.1.1. Receptorji NOD2 in njihova prepoznava ligandov

Receptor NOD2 v citosolu preko C-terminalnega dela domene LRR prepozna MDP, ki ga
drugi PRR, kot so NOD1, TLR2 in TLR4, ne zaznajo (9, 10). Novejsa odkritja kazejo, da
za prepoznavanje MDP morda ni odgovorna domena LRR, saj so ugotovili, da je za
prepoznavo MDP dovolj le centralna domena NACHT (22). Ko se MDP sprosti iz
peptidoglikana, mora skozi plazemsko membrano vstopiti v citosol gostiteljeve celice. V
celico ga lahko prenesejo transporterji plazemske membrane in eden takih je transporter
hPepT, ki je izrazen v epitelijskih in fagocitnih celicah in specificno prenasa MDP
(stereoizomer L-Ala-D-Glu), ne pa tudi ostalih muropeptidov, ki aktivirajo receptorje
NOD2 in NOD1 (23). Vezavno mesto MDP na receptorju NOD2 za zdaj Se ni natan¢no
poznano, bilo pa je izvedenih nekaj S$tudij, ki so proucevale vezavo med MDP in
receptorjem NOD2. V eni izmed S$tudij so pokazali, da se na precis¢eni rekombinantni
protein NOD2 najprej veze adenozin trifosfat (ATP), kar hidrolizira ATP, temu pa sledi
neposredna vezava MDP na receptor NOD2 ter oligomerizacija v signalni kompleks.
Odkrili so, da sta vezava proteina NOD2 na MDP in oligomerizacija proteina NOD2
okrepljeni z vezavo ATP (22). V drugi $tudiji, ki prav tako kaze na neposredno povezavo
med MDP in receptorjem NOD2, so pokazali tudi, da stereokemija aminokisline Glu ni
kljuéna za prepoznavo, saj se je receptor NOD2 z visoko afiniteto vezal na MDP, ki je
vseboval D-Glu ali L-Glu. Pokazali so tudi, da je interakcija med receptorjem NOD?2 in

MDP najboljsa v pH obmodcju 5.0 - 6.0, in da ATP ni nujno potreben za vezavo (24).

V perifernih krvnih celicah so najvi§je ravni izrazenega proteina NOD2 zasledili v
monocitih, granulocitih, dendriti¢nih celicah in Panethovih celicah ter v manjSem obsegu v
limfocitih T (25). Receptor NOD2 je v citosolu prisoten v neaktivni obliki, in ko se nanj
vezejo fragmenti peptidoglikana, pride najprej do konformacijskih sprememb domene
LRR, nato pa do oligomerizacije domene NACHT in do interakcije med domeno CARD
receptorja NOD2 in domeno CARD proteina-2, ki interagira z receptorjem (RIP-2).
Interakcija CARD-CARD povzro¢i poliubikvitinacijo (sekundarna modifikacija proteina)
in razgradnjo inhibitorja kinaze kB y (IKKy), ki mu re¢emo tudi esencialni modulator
NF-kB (NEMO), kar vodi v aktivacijo kinaze IkB (kompleks IKK - IKKa in IKKp).
Kinaza IkB je encimski kompleks, ki je vpleten pri celicnem odzivu na vnetje in je kljucen

za aktivacijo transkripcijskega faktorja NF-kB. Inhibitorni protein IkBa (inhibitor «B)
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inaktivira transkripcijski faktor NF-xB, tako da prikrije signale jedrske lokalizacije za
proteine NF-kB, ki tako ostanejo v neaktivnem stanju v citoplazmi. Aktiviran kompleks
IKK specificno fosforilira inhibitorni protein IkBa in temu sledi njegova proteasomska
razgradnja. Transkripcijski faktor NF-xB je tako prost in se translocira v jedro, Kjer
povzroci ekspresijo vsaj 150 genov, ki sprozijo prirojeni imunski odziv, pri ¢emer pride do
transkripcije stevilnih citokinov in kemokinov, kot so pro-IL-1p, pro-1L-18, IL-8, IL-6,
TNF-0, MIP2, CCL2 in tudi do apoptoze (5, 26).

Aktivacija receptorja NOD2 pa ima poleg aktivacije transkripcijskega faktorja NF-kB tudi
druge bioloske uc¢inke. Receptor NOD2 preko interakcije z beljakovino ATG16L1 sprozi
tvorbo avtofagosomov, avtofagija pa je prav tako klju¢na pri obrambi pred bakterijskimi,
virusnimi in parazitskimi okuzbami (27). Poleg tega receptorje NOD?2 aktivirajo tudi virusi
z enoverizno RNA, kot so respiratorni sincicijski virus (RSV), virus vezikularnega
stomatitisa (VSV) in virus gripe. Sledi izlo¢anje IFN 1, ki je odvisno od faktorja regulacije
interferona 3 (IRF3) in protivirusna odpornost. Pri tej signalni poti ne sodeluje RIP-2,
ampak je za aktivacijo IRF3 potrebna mitohondrijska protivirusna signalna beljakovina
(MAVS), ki se nahaja v mitohondriju, kjer je 7 % vseh receptorjev NOD2. Ugotovili so, da
je produkcija IFN 1 potrebna za produkcijo IL-10, ki je protivnetni citokin, kljucen za
supresijo vnetja v Crevesju (27, 28). Receptor NOD2 je tudi klju¢ni senzor komenzalne
mikroflore v ¢revesju (signalizacija nadzira Stevilo in sestavo komenzalne mikroflore) ter

regulator gostiteljeve ¢revesne homeostaze in vnetja (zas¢itna odpornost) (27).

Imunski sistem je zaradi razliénih razlogov lahko okvarjen, in v tem primeru ne deluje
pravilno, in sicer lahko deluje presibko (nastanejo bolezni imunske pomankljivosti), véasih
pa reagira tudi proti tujkom, proti katerim ne bi smel (npr. proti alergenom ali lastnemu
tkivu), kar vodi do nastanka alergij (preobcutljivostnih reakcij) ali avtoimunih bolezni.
Mutacije proteina NOD2 so povezane s povetano dovzetnostjo za nekatere kroni¢ne
vnetne bolezni, kot so Crohnova bolezen, Blau sindrom, atopi¢ni dermatitis in sarkoidoza z
zgodnjim zaetkom in ve¢jim S$tevilom malignih obolenj (zgodnji pojav raka dojke,
ne-Hodgkinov limfom, melanom, pljucni rak) ter negativnimi izidi po kirurski
transplantaciji, mehanizem teh povezav pa Se ni povsem pojasnjen. Pri bolnikih s
Crohnovo boleznijo (kroni¢na vnetna bolezen gastrointestinalnega trakta) so odkrili vecjo

pogostnost ene izmed treh mutacij receptorja NOD2 in pri teh bolnikih je zaznavanje MDP
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preko receptorjev NOD2 okvarjeno (17, 19, 25). Poleg vpliva na prirojeni imunski sistem,
pa lahko receptor NOD2 aktivira tudi pridobljeni imunski sistem, tako da deluje kot
adjuvans pri tvorbi protiteles, bodisi neposredno ali pa z vplivom na povecano tvorbo
imunostimulatornih spojin (citokini IL-1, TNF-a, IL-6, IL-12p70, IFN-y). Ugotovili so,
da je receptor NOD2 potreben za izrazanje podskupine ¢&revesnih protimikrobnih
beljakovin (a-defenzini pri ljudeh), ki v vecini nastanejo v Panethovih celicah in imajo
pomembno protimikrobno aktivnost pri okuzbah s patogenimi bakterijami. Receptor
NOD?2 ima torej kljuéno in specifi¢no vlogo pri zasciti pred bakterijskimi okuzbami (29).
Crohnova bolezen je povezana z visokimi koncentracijami vnetnih citokinov, kot so
TNF-a, IL-1B, IL-6 in IL-12. Protitelesa proti TNF-a, IL-6 in IL-12, kot tudi neposredna
inhibicija NF-kB (znani tar¢i NF-kB sta gena IL-1B in TNF-a) trenutno predstavljajo
razmeroma ucinkovite terapije te bolezni. ZmanjSanje izrazanja genov za vnetne
mediatorje bi lahko bila alternativna strategija pri zdravljenju teh vnetnih odzivov,
nasprotno pa sta citokina TNF-a in IL-1B pomembna mediatorja prirojenega imunskega
odziva in mora biti z imunomodulatorji dosezena ustrezna homeostaza. Inhibitorji
receptorjev NOD?2 bi torej lahko bile potencialne spojine za zdravljenje raznih kroni¢nih
vnetnih bolezni, medtem ko bi bili agonisti receptorjev NOD2, na katere se bomo pri

nasem delu tudi osredotodili, lahko potencialni adjuvansi.

1.4. ANALOGI MURAMIL DIPEPTIDA

Do povezave med MDP in receptorjem NOD?2, kot je znano, pride znotraj celice in zato
ima ekstracelularno prisoten MDP v odsotnosti emulgirajo¢ih lipidnih spojin, kot so
liposomi ali parafinsko olje, slabo imunostimulatorno delovanje (9). MDP ima nekatere
pomanjkljivosti, kot so hidrofilnost, hitro izlo¢anje, pirogenost, artritogenost in sprozitev
avtoimunskih odzivov, zaradi ¢esar ni klini¢no uporaben kot imunomodulator (19, 30). Z
namenom izboljSanja farmakoloSkih lastnosti in zmanjSanja toksikoloskega profila MDP
so bili sintetizirani ze Stevilni derivati. Murabutid je varen in apirogen derivat MDP, ki
aktivira receptorje NOD2, okrepi antigenske odzive, okrepi gostiteljevo odpornost proti
mikrobnim okuzbam in nespecificno odpornost proti tumorjem in ima $e druge bioloSke
ucinke, a zaradi hitre eliminacije in slabe bioloske uporabnosti po peroralnem dajanju ni

uporaben kot imunomodulator (slika 3). Klini¢no fazo razvoja so dosegli tudi derivati, kot
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so temurtid, nor-MDP, glukozaminil-MDP (GMDP), romurtid in muramil tripeptid
fosfatidiletanolamin (MTP-PE) (31, 32). Kljub temu, da ima sam MDP slabo protitumorno
aktivnost, so se nekateri derivati MDP izkazali kot zanimivi kandidati za potencialne
protitumorne ucinkovine. Acilacija MDP z mikolnimi kislinami, hidroksimas$¢obnimi
kislinami in kinonilalkanojskimi kislinami je privedla do spojin s protitumorno aktivnostjo
(33).

Ker za zdaj $e ni podatkov o tem, kateri del v strukturi MDP je odgovoren za vezavo, je
nacrtovanje novih imunomodulatorjev otezeno. Odnos med strukturo in delovanjem ze
dobro znanih imunomodulatornih spojin je tako edini nacin za racionalno naértovanje

novih u¢inkovin.

OH OH
N-acetilmuramilni del
O oH O oH
OH OH
NHAc NHAc
(0] o
H o @ H o @
N \% NH, N \% o
(o] \\\5 N (o] SS N
I H ~ H
OH NH,
dipeptidni del
(0] o
MURAMIL DIPEPTID MURABUTID

Slika 3: MDP in njegov analog murabutid

Ugotovili so, da je za aktivacijo receptorja NOD2 in imunomodulatorno aktivnost potreben
nespremenjen dipeptidni del MDP (10). Dipeptidni del je v naravi prisoten v obliki
izomerov L-Ala in D-Glu, njegova stereokemija pa je pomembna pri prepoznavanju
receptorja NOD2. Cottagnoud in sodelavci so proucevali vpliv stereokemije dipeptidnega
dela na vnetni odziv pri zajcih, ki so bili okuzeni z bakterijskim meningitisom (bakterija
Streptococcus pneumoniae) ter tudi in vitro na ¢loveskih PBMC-jih in ugotovili, da sta
N-acetilmuramil-L-Ala-D-Glu ter N-acetilmuramil-L-Ala-L-Glu sprozila izloc¢anje TNF-a,
N-acetilmuramil-D-Ala-D-Glu pa je bil povsem neaktiven. Torej je za imunomodulatorno
delovanje klju¢na predvsem prisotnost L-alanina (34). Receptor NOD2 prepozna tudi
daljse peptidne dele, Ce je na tretjem mestu peptida aminokislina lizin ali ornitin. Ugotovili

so, da pri zaznavanju receptorja NOD2 za interakcijo ni pomembna dolzina tretje
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aminokisline v peptidni verigi, ampak kemijske znacilnosti a-karboksilne skupine (26).
N-acetilmuramilni del je prav tako pomemben, ni pa kljuen za imunomodulatorno
delovanje, zato je njegova derivatizacija ali pa nadome$canje z razli¢nimi acilnimi
skupinami (mimetiki) pomemben pristop pri nacrtovanju in sintezi novih imunolosko

aktivnih analogov MDP (9, 33).

mimetiki

N-acetilmuraminske kisline dipeptidni del

Slika 4: Naértovanje analogov MDP

1.4.1. Dezmuramildipeptidi

Dezmuramildipeptidi so derivati MDP brez sladkornega dela, zaradi ¢esar so bolj lipofilni
in lahko v celico vstopajo s pasivnim transportom, ki je odvisen od lipofilnosti spojine, bolj
lipofilni analogi MDP pa imajo hkrati tudi veéjo adjuvantno aktivnost (33, 35).
Sintetiziranih je bilo Ze veliko dezmuramildipeptidov in pokazali so, da le-ti okrepijo
gostiteljevo obrambo proti mikrobnim okuzbam, nekateri pa so kazali moc¢no protivirusno

aktivnost, adjuvantno aktivnost in izjemno antitumorno aktivnost (32).

Sollner in sodelavci so sintetizirali dezmuramildipeptide, kjer so kot zamenjavo za
N-acetilmuramilni del uporabili razlicne 7-oksoacilne skupine z naras¢ajo¢im Stevilom
metilnih skupin in posledi¢éno narascajoco lipofilnostjo (slika 5). Ohranili so samo
karbonilno skupino N-acetilmuramilnega dela na 7. mestu. Ugotovili so, da je bil analog
MDP brez karbonilne skupine na 7. mestu acilnega dela neaktiven in tako sklepali, da ta
skupina prispeva k prepoznavanju in vezavi ter posledi¢ni imunoloski aktivnosti MDP.
Imunolosko aktivnost novih dezmuramildipeptidov so testirali na misih, Ki so jim okvarili
imunsko funkcijo s ciklofosfamidom in jih nato okuzili z glivo Candida albicans ter
ugotovili, da je Stevilo prezivelih misi odvisno od lipofilnosti proucevanih spojin. Spojina
LK-409 je v primerjavi z MDP ohranila aktivnost na imunski sistem, prislo pa je do
popolne izgube pirogenosti, kar kaze na to, da N-acetilmuraminski del tudi prispeva k
pirogenosti MDP. Se bolj lipofilen analog LK-404 je bil najbolj aktiven, $¢ dodatno

povecanje lipofilnosti pa je zmanjsalo biolosko aktivnost (36).
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Spojina
LK-409
O N2 LK-450

I/\(OH LK-451
H LK-452
o) LK-404
LK-453
LK-405

H

CH3(CH2)I’1\H/\/\/\H/N

O O

m“g:o

AP WLWNN—~ROBR

Slika 5: Dezmuramildipeptidi s 7-oksoacilnim fragmentom

Kot primerna zamenjava za N-acetilmuramilni del so se izkazali tudi lipofilni ftalimidni
analogi (slika 6). Sedativ talidomid, ki vsebuje ftalimidni del, ima imunomodulatorno

aktivnost, saj lahko odvisno od tipa celic okrepi ali zmanjsa produkcijo TNF-a, prav tako

pa lahko tudi nekatere druge spojine s ftalimidnim fragmentom vplivajo na imunski sistem.

Kot obetavna spojina s protivnetnim u¢inkom se je izkazala spojina LK-423, za katero so

ugotovili, da prehaja plazemsko membrano s pasivnim transportom. Sintetizirali so tudi
razne derivate (LK-413, LK-508, LK-511, LK-512), ki so sorodni spojini LK-423 in tudi

njihovo aktivnost glede na MDP ocenili in vitro na ¢loveskih PBMC-jih, aktiviranih z

ionomicinom in forbol-12-miristat-13-acetatom (PMA). Vsi so enako kot spojina LK-423

povzrocili produkcijo citokinov, nobeden pa ni imel citotoksi¢nega ucinka (33, 37).

o —\
)
Y j_fﬁ
0'”8»“’“ I P
k i /\Q\_
|""-42’ CH3 OH (o] | ’::( }:O
N N D__.n\\)L ~F N
H L \|/ \.‘. OH H
o} /—0
HO talidomid
LK 423
0. / Y 0 — 0 — 0
\\"\__ N/ \} W \\I}---\ K‘\
[/%,.N \/ [, ) ,\\/N /A‘H/N
(8] \ | 0 |||I s
-={ CcH, O 0 ¢ cn© 0 fz, 0 —f  CH, U
H T RSP H, (
N N D_'_.--H\J-L N—_ _N.D Me™ j Ho j HLp
H L T \‘-. OH - x\\ \)J\DH e N L\T/NH‘\ L on N— \Tﬁ\
0 /f—D 0 FO o] FD o /l':O
HN HN HN HO
LK 413 LK 508 LK 511 LK 512

Slika 6: Dezmuramildipeptidi s ftalimidnim fragmentom
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Za nadomestitev N-acetilmuramilnega dela so Jakopin in sodelavci uporabili devet
razli¢nih mimetikov (slika 7). Uporabili so acikli¢ne karboksilne kisline razli¢nih dolzin, ki
so vsebovale saharin, kjer so poskusali ohraniti specifi¢no lego karbonilne skupine (spojine
I-111). Konformacijsko restrikcijo saharinskih analogov so dosegli tako, da so alkilno stran
verige vkljucili v pirido- ali pirolo-kondenziran(1,2)benzizotiazolni obroc¢ni sistem (Spojine
IVV-VI1). Nato so uporabili pristop kombiniranja dveh farmakoforov v eno spojino in dobili
indol-2-ilkarboksamidni del kot zamenjavo za N-acetilmuramilni del (spojini VIII in IX).
Indol-2-ilkarboksamidni del je prisoten v enem izmed prvih porocanih selektivnih
antagonistov receptorja H4 (histaminski receptor). Ker ima ta receptor klju¢no vlogo pri
alergiji in vnetju so domnevali, da bi vezava takega dela na dipeptid lahko proizvedla nove

imunomodulatorne u¢inkovine.

I II
o ho9
Oxs? OH
SS<n N l H/\ﬂ/ N I H/\)J\OH
o]
OH
o
v VI VI VIII IX

Slika 7: Mimetiki N-acetilmuramilnega dela

Mimetike N-acetilmuramilnega dela so zdruzili z razliénimi dipeptidi, L-Ala-D-iGln,
L-Ala-D-Glu in $e z mimetikom dipeptida, ki je vseboval 1,2,4-oksadiazol. Za dodatno
povecanje lipofilnosti spojin so na dipeptidnem delu tvorili benzilne, metilne ali etilne
estre in sklepali, da bi to lahko olajSalo pasivni transport tovrstnih spojin skozi plazemsko
membrano. Sintetizirali so 26 novih dezmuramildipeptidov, med katerimi so bili tudi razni
izomeri dipeptidnega dela, da bi preverili tudi vpliv stereokemije tega dela na delovanje.
Nove spojine so najprej ovrednotili in vitro, tako da so proucevali njihov ucinek na
sproscanje citokinov inducirano z lipopolisaharidom, na celicah THP-1 (celi¢na linija, Ki
enako kot ¢loveski monociti izraza mRNA, ki kodira za proteine NOD2, CD14, TLR2 in
TLR4) glede na pozitivni kontroli MDP in murabutid. Nadalje pa so izbrane spojine glede

njihovih imunomodulatornih znacilnosti ovrednotili $e na ¢loveskih PBMC-jih, aktiviranih
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s PMA ali z LPS. Spojina X je znatno okrepila produkcijo vnetnih citokinov TNF-a, IL-6,
IL-18 in IL-8 (imunostimulatorno delovanje), spojini X1 in XII pa sta izkazovali
imunosupresivno delovanje (slika 8). Nobena izmed spojin ni bila tako ucinkovita kot
MDP ali murabutid, verjetno predvsem zaradi odsotnosti N-acetilmuramilnega dela za
prepoznavanje in vezavo na receptor ali pa zaradi manjSe celiéne permeabilnosti. Pri
proucevanju stereoselektivnosti so ugotovili, da je bil aktiven samo L-izomer alanina,

L-iGIn pa je bil v nekaterih primerih celo bolj aktiven od D-izomera (38).

o™
NH,
X
NH " NH O y
N N AN N
= \)J\H \:/\)J\OH \)LH \:/\)J\OH
= O 3
07 NH, 0” > 0H
XI XII

Slika 8: Dezmuramildipeptidi s saharinskim in indolnim fragmentom

Izboljsane derivate so pripravili s sintezo Se bolj lipofilnih molekul, tako da so tvorili etilne
estre na dipeptidnem delu in taksne dipeptide zdruzili z mimetiki N-acetilmuramilnega dela
I, 11, 1V in VI ter dobili sedem konc¢nih spojin. Njihovo NOD2 agonisti¢no aktivnost
so preverili na celi¢ni liniji HEK293-NOD?2 (celice, ki prekomerno izrazajo gen NOD2) in
na ¢loveskih PBMC-jih, aktiviranih s PMA. Spojini XII1 in X1V (slika 9) sta povecali
transkripcijsko aktivnost NF-kB in delovali kot agonista receptorjev NOD2, zato sta

zanimivi za nadaljnje studije, s katerimi bi dolo¢ili njuno uporabnost kot adjuvansa (32).

O
O§S/<N
e e “¢ M
NP NN
XIII XI1v

Slika 9: Dezmuramildipeptida s saharinskim in indolnim fragmentom ter zaesterenim dipeptidnim
delom
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2. NACRT ZA DELO

V okviru diplomske naloge bomo sintetizirali ve¢ novih dezmuramildipeptidov, jih
fizikalno-kemijsko in spektroskopsko ovrednotili ter dolo¢ili njihovo imunomodulatorno

aktivnost.

(2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(indol-2-karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioat
(spojina X1V) deluje kot agonist receptorjev NOD2, zato bomo pri naSem delu to spojino

uporabili kot spojino vodnico in jo poskusali optimizirati.

Tripeptidni del spojine vodnice Gly-L-Ala-D-Glu(OEt), bomo ohranili nespremenjen,
optimizirali pa bomo njen indolni obro¢, ki je preko mesta 2 z amidno vezjo vezan na
tripeptid in sintetizirali 13 kon¢nih spojin. Pri eni spojini bomo spremenili le mesto, preko
katerega je indolni obro¢ vezan na tripeptid, in ga vezali preko mesta 3, pri drugih pa bomo
na mesto 1 ali 5 indolnega obroca vezali razne skupine ali pa nadomestili sam indolni
obro¢. Spremembe so prikazane na sliki 10. Najprej bomo sintetizirali tripeptidni del, nato

pa med njim in ustreznimi karboksilnimi kislinami tvorili amidno vez.

/ NH
)‘\’(Gly L-Ala-D-Glu(OEt), = Gly-L-Ala-D-Glu(OEt),
o

NH
= Gly-L-Ala-D-Glu(OEt),[—*
Gly-L-Ala-D-Glu(OEt), Gly-L-Ala-D-Glu(OEt),
o}
0 0
spojina XIV \
COOC(CH3)3
HN l
\ \ Gly-L-Ala-D-Glu(OEt), R NH
R
! N = Gly-L-Ala-D-Glu(OEt),
= Gly-L-Ala-D-GIu(OEt), o
o} R=F
R=CH Br
CH3Ph F NO,
2 Ph

NHCO(CH,),oCH,
Slika 10: Optimizacija spojine vodnice
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3. MATERIALI IN METODE
3.1. MATERIALI

e Reagenti in topila
Pri eksperimentalnem delu v laboratoriju smo uporabljali kemikalije in topila naslednjih
proizvajalcev: Acros Organics (Belgija), Carlo Erba (lItalija), Gram-mol (Hrvaska), Fluka
(Svica), Janssen (ZDA), Merck (Nem¢ija), Panreac (Spanija) ter Sigma-Aldrich (ZDA).

e Laboratorijska oprema
- magnetno meSalo z grelnikom : IKA Labortechnik RCT basic
- rotavapor : Biichi Rotavapor R-114 ter Biichi Waterbath B-480, Svica
- tehtnica : Mettler Toledo PG 803
- analitska tehtnica : Mettler Toledo AG245
- UV svetilka : Lamag UV-CABINET II, Nemcija
- zarilna piStola : SKILL 1800 Watt

- susilnik : Instrumentaria sterimatic ST-11

e Nomenklatura in risanje spojin
Za risanje in poimenovanje spojin smo uporabili racunalniski program ChemBioDraw

Ultra 12.0, proizvajalca CambridgeSoft.

3.2. METODE

3.2.1. Kromatografske metode

e Tankoplastna kromatografija
Tankoplastno kromatografijo (TLC) smo izvajali na plos¢icah Silica gel 60 F45 z 0,22 mm
nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu velikosti 20 x 20 c¢cm, proizvajalca Merck
(Nemcija). Kot mobilno fazo smo uporabili razli¢na topila. S pomocjo tankoplastne
kromatografije smo pri eksperimentalnem delu spremljali potek reakcij, izolacij le-teh ter
JO uporabljali pri kolonski kromatografiji. Za detekcijo spojin na kromatografskih plos¢ah
smo uporabili UV svetilko z valovnima dolzinama A = 254 nm in A = 366 nm, in orositveni

reagent ninhidrin za detekcijo aminov in karbamatov.
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e Mobilne faze
Pri tankoplastni kromatografiji smo uporabili naslednje mobilne faze:
MF1: diklorometan/metanol = 9/1
MF2: heksan/etilacetat = 1/1
MF3: heksan/etilacetat = 2/1

e Tekocinska kromatografija visoke lo€ljivosti
HPLC analize smo izvajali na instrumentu Agilent Technologies HP 1100 z
UV-VIS detektorjem G1365B (254 nm), kolono Agilent Zorbax Eclipse Plus C18
(4,6 x 150 mm, 5 um delci) ob uporabi predkolone in pri pretoku 1 mL/min. Kot eluent
smo izbrali zmes 0,1 % raztopine trifluoroocetne kisline v vodi in acetonitrila, pri ¢emer
smo spreminjali gradient, in sicer med 1-30 minuto — gradient od 30 % do 80 %

acetonitrila ter med 30—33 minuto — gradient od 80 % do 90 % acetonitrila.

3.2.2. Spektroskopske metode

e Jedrska magnetna resonanca (NMR)
'H in 3C NMR spektri so bili posneti na spektrometru Bruker AVANCE 111 na Fakulteti za
farmacijo v Ljubljani. *H Spektri so bili posneti pri 400 MHz pri temperaturi 295 K, *C
spektri pa pri 100 MHz prav tako pri 295 K. Kot topilo smo uporabili devterirano topilo
DMSO-dg oziroma CDCl3 ter TMS (Si(CHj3)4) kot interni standard. Dobljene spektre smo

racunalniS$ko obdelali s programom MestRec 8.4.6. proizvajalca Mestrelab Research.

e Infrardeca spektroskopija (IR)
IR spektri so bili posneti na spektrometru Nexus FT-IR na Fakulteti za farmacijo v

Ljubljani. Dobljene spektre smo racunalniSko obdelali s programom Omnic E.S.P. 5.2.

e Masna spektrometrija (MS)
Masni spektri ter HR-MS spektri so bili posneti na spektrometru Q-TOF Premier
proizvajalca Waters-Micromass (Velika Britanija) z ESI tehniko na Centru za masno

spektrometrijo na InStitutu JoZef Stefan v Ljubljani.
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3.2.3. Dolo¢anje taliSc¢a
Talis¢a spojin smo dolocali s talilnim mikroskopom z ogrevalno mizico Wagner & Munz
Polytherm A ter termometrom 52 Il Thermometer proizvajalca Fluke (ZDA) na Fakulteti

za farmacijo v Ljubljani. Talis¢a niso korigirana.

3.2.4. Biolosko testiranje spojin

Sintetizirane agoniste receptorjev NOD2 smo dali biolosko ovrednotiti na Katedro za
klinicno biokemijo na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani. Za testiranje so
uporabili celice HEK-Blue™ NOD?2 in reagent QUANTI-Blue™ proizvajalca InvivoGen.
180 pL suspenzije celic HEK-Blue™ NOD2 (~ 400000 celic) je bilo dodanih 20 pL
200 uM raztopine nasih agonistov, ali 200 uM raztopine MDP, pri ¢emer je bil kot topilo
uporabljen gojitveni medij. Testiranje je bilo izvedeno v dveh paralelkah (test A in test B).
Spojine pri testiranih koncentracijah niso bile citotoksi¢ne. Pri negativni kontroli je bil
suspenziji celic dodan le gojitveni medij. Celice so bile nato skupaj z ustreznimi slepimi
vzorci 18 ur inkubirane pri 37 °C v 5 % atmosferi CO,. Po koncani inkubaciji je bila v
supernatantu celic z reagentom QUANTI-Blue™ spektrofotometricno izmerjena koli¢ina
"izlo¢ene zarodne alkalne fosfataze" (secreted embryonic alkaline phosphatase — SEAP).
Absorbanca vzorcev je bila izmerjena pri 655 nm po 30 minutni inkubaciji v mediju za

analizo.

19



Branka Vukovié:

Nacrtovanje in sinteza aciliranih analogov tripeptida Gly-L-Ala-D-Glu kot agonistov receptorja NOD2

4. EKSPERIMENTALNI DEL
4.1. REAKCIJSKI SHEMI

Reakcijska shema 1:

[e]
HZN\/\)LOH _a>C| HsN 3 SN i, /K)k H\/\)]\ N
& on PN N ° O/é\o/\
[¢] o [¢]
C'““\)k /’\n/H d \i/o H\)J\ J\’(
N (0] N
H H
0 AL~ T
o] O

tripeptid Gly-L-Ala-D-Glu(OEt),

a: SOCIy, etanol, 0 °C, nato segrevanje do refluksa
b: BOC-L-alanin, TBTU, N-metilmorfolin, DMAP, diklorometan
c: 1.) diklorometan/trifluoroocetna kislina (5:1, v/v);

2.) BOC-glicin, TBTU, N-metilmorfolin, DMAP, diklorometan
d: HCl g, dietil eter, etanol

Reakcijska shema 2:

WAJ\KMAL TQKLKMA

a: R-COOH, trietilamin, EDC-HCI, HOBt, DMAP, diklorometan

[e]

A
- 00 OO~ O T o
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4.2. Sinteza 2-(((29)-1-(((2R)-1,5-dietoksi-1,5-dioksopentan-2-
il)Jamino)-1-oksopropan-2-il)amino)-2-oksoetanaminijevega
klorida (4)

4.2.1. Sinteza (2R)-1,5-dietoksi-1,5-dioksopentan-2-aminijevega klorida

1)
Reakcija:
(0] (0]
H,N MOH C|+H3N\E/\)j\o/\
O/:\OH O/:\O/\
1
Postopek:

V 100 mL bucko smo natehtali 2,94 g (20 mmol) D-glutaminske kisline, jo raztopili v
40 mL etanola in ohladili na ledeni kopeli. Nato smo ob meSanju pocasi dodali 3,19 mL
(2,2 eq; 44 mmol) tionil klorida in ko smo vsega dodali, smo ledeno kopel odstranili.
Bucko smo prenesli na oljno kopel in 2 uri segrevali pri temperaturi refluksa (80 °C), nato

pa topilo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 4,86 g spojine 1.

Rezultati:

Izgled: bel prasek

Izkoristek: 100,00 % (4,86 Q)

MS (ESI): 204,1 [M-CIT Mr (izracunana): 239,70
HR-MS: 204,1233 (izracunana: 204,1236)  Elementna sestava: CqH13CINO,4
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4.2.2. Sinteza (2R)-dietil 2-((2S)-2-((terc-

butoksikarbonil)amino)propanamido)pentandioata (2)

Reakcija:

(0] [¢] (0]

)

O/_\O
Postopek:

V 50 mL bucko smo natehtali 1,58 g (8,34 mmol) BOC-L-alanina in 2,94 g (1,1 eq;
9,17 mmol) TBTU ter ju raztopili v 30 mL diklorometana. Nato smo dodali 2,61 mL (3 eq;
25,02 mmol) N-metilmorfolina in pustili meSati. Po 15 minutah smo dodali 2,00 g
(8,34 mmol) spojine 1 in nekaj kristalov DMAP ter pustili me$ati. Po 72 urah smo s TLC
zaznali konec reakcije in po naslednjem postopku izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo
dodali e 20 mL diklorometana in spirali z 2 x 20 mL 0,5M HCI, 20 mL destilirane vode,
2 x 20 mL nasi¢ene raztopine natrijevega hidrogenkarbonata, 20 mL destilirane vode in
20 mL nasicene raztopine natrijevega klorida. V organsko fazo smo dali Zlicko natrijevega
sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 1,25 g

spojine 2.

Rezultati:

Izgled: bel prasek

Izkoristek: 40,16 % (1,25 Q)

Rf: 0,52 (MF1: diklorometan/metanol = 9/1; ninhidrin)

IR (cm™): 2979, 1733, 1665, 1510, 1449, 1367, 1247, 1163, 1095, 1021, 857, 782, 587,
575

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 1,15 - 1,20 (m, 9H, 2 x CH,CHs in CHs-Ala),
1,37 (s, 9H, BOC), 1,78 - 1,88 (m, 1H, H-B-Glu), 1,95 - 2,04 (m, 1H, H-B-Glu), 2,33 (t,
2H, J = 7,2 Hz, CH»-y-Glu), 3,96 (t, 1H, J = 7,2 Hz, CH-Glu), 4,01 - 4,11 (m, 4H,
2 x CH,CHg), 4,21 - 4,26 (m, 1H, CH-Ala), 6,89 (d, 1H, J = 7,2 Hz, NH-Ala), 8,13 (d, 1H,
J=7,6 Hz, NH-Glu)

MS (ESI): 375,2 [M+H]" Mr (izracunana): 374,43

HR-MS: 375,2135 (izraCunana: 375,2131)  Elementna sestava: C17H3oN207
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4.2.3. Sinteza (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-((terc-
butoksikarbonil)amino)acetamido)propanamido)pentandioata (3)

Reakcija:

2 3
Postopek:

V 50 mL bucko smo natehtali 1,05 g (2,8 mmol) spojine 2, jo raztopili v 8 mL
diklorometana ter ohladili na ledeni kopeli. Nato smo dodali 1,5 mL trifluoroocetne kisline
in pustili mesati. Po 3 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in topilo odpareli pod
znizanim tlakom. Zmes smo raztopili v 15 mL dietil etra, ki smo ga nato odpareli pod
znizanim tlakom in to ponovili e dvakrat. Suh preostanek smo raztopili v 10 mL
diklorometana, dodali 0,584 mL (2 eq; 5,6 mmol) N-metilmorfolina in vse skupaj prelili v
bucko, kjer smo predhodno aktivirali BOC-glicin in dodali $e nekaj kristalov DMAP ter
pustili mesati. Po 120 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po naslednjem postopku
izvedli izolacijo: Reakcijski zmes smo dodali se 20 mL diklorometana in spirali z
2 x 20 mL 0,5M HCI, 20 mL destilirane vode, 2 x 20 mL nasi¢ene raztopine natrijevega
hidrogenkarbonata, 20 mL destilirane vode in 20 mL nasiene raztopine natrijevega
klorida. V organsko fazo smo dali Zlicko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo

odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 1,19 g spojine 3.

Aktivacija BOC-glicina: V 100 mL bucko smo natehtali 0,49 g (2,8 mmol) BOC-glicina,
ga raztopili v 20 mL diklorometana, dodali 0,99 g (1,1 eq; 3,08 mmol) TBTU in 0,292 mL

(2,8 mmol) N-metilmorfolina ter pustili mesati 1 uro.

Rezultati:

Izgled: bel prasek

Izkoristek: 98,66 % (1,19 Q)

Rf: 0,69 (MF1: diklorometan/metanol = 9/1; ninhidrin)
Ttatigea: 73 - 77 °C
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IR (cm'l): 3295, 1732, 1712, 1702, 1687, 1641, 1514, 1449, 1392, 1367, 1322, 1279,
1249, 1202, 1163, 1149, 1115, 1051, 1021, 940, 865, 683, 659, 627, 581, 559

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 6 [ppm] = 1,15 - 1,21 (m, 9H, 2 x CH,CHj in CHs-Ala),
1,37 (s, 9H, BOC), 1,77 - 1,86 (m, 1H, H-B-Glu), 1,95 - 2,04 (m, 1H, H-B-Glu), 2,34 (t,
2H, J = 7,2 Hz, CH»-y-Glu), 3,54 (d, 2H, J = 6,0 Hz, NHCH,), 4,02 - 4,10 (m, 4H,
2 x CH,CHs), 4,21 - 4,26 (m, 1H, CH-GIu), 4,30 - 4,35 (m, 1H, CH-Ala), 6,98 (t, 1H,
J = 6,0 Hz, CONHCH,), 7,88 (d, 1H, J = 7,6 Hz, NH-Ala), 8,29 (d, 1H, J = 7,6 Hz,
NH-Glu)

HPLC (254 nm): 100,00 %, tg = 15,10 min

MS (ESI): 432,2 [M+H]" Mr (izracunana): 431,48

HR-MS: 432,2342 (izraCunana: 432,2346)  Elementna sestava: C19H33N30g
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4.2.4. Sinteza 2-(((25)-1-(((2R)-1,5-dietoksi-1,5-dioksopentan-2-il)amino)-

1-oksopropan-2-il)amino)-2-oksoetanaminijevega klorida (4)

Reakcija:
\~/ T \)j\ \_/\)I\ Y NS C'HN\)j\ J\H/ ;
Postopek:

V 50 mL buc¢ko smo natehtali 1,10 g (2,55 mmol) spojine 3, jo raztopili v 10 mL dietil etra
in 2 mL etanola, ohladili na ledeni kopeli in nato 15 minut prepihavali s HCl g ter nato
bucko zaprli z zamaskom in dodatno zas¢itili s parafilmom. Po 24 urah smo s TLC zaznali

konec reakcije in topilo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 0,89 g spojine 4.

Rezultati:

Izgled: rjava oljnata snov

Izkoristek: 94,93 % (0,89 Q)

Rf: 0,10 (MF1: diklorometan/metanol : 9/1)

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 1,15 - 1,25 (m, 9H, 2 x CH,CHj in CHs-Ala),
1,79 - 1,88 (m, 1H, H-B-Glu), 1,96 - 2,04 (m, 1H, H-B-Glu), 2,35 (t, 2H, J = 7,2 Hz,
CH,-y-Glu), 3,38 (k, 2H, J = 6,8 Hz, NH3CH,), 4,01 - 4,10 (m, 4H, 2 x CH,CH3),
4,19 - 4,27 (m, 1H, CH-Glu), 4,40 (t, 1H, J = 7,2 Hz, CH-Ala), 8,13 (s, 3H, NHs), 8,51 (d,
1H, J = 8,0 Hz, NH-Ala), 8,64 (d, 1H, J = 7,6 Hz, NH-Glu)

HPLC (254 nm): 100,00 %, tg = 18,53 min

MS (ESI): 332,2 [M-CIT Mr (izracunana): 367,65

HR-MS: 332,1820 (izra¢unana: 332,1822) Elementna sestava: C14H26CIN3Og
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4.3. Sinteza (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(indol-3-
karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (5)

Reakcija:

" (@] /: /\ (o] " [e] o/E /\
5

o) O O

&

Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 48 mg (0,131 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 46 uL (2,5 eq; 0,328 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 21,0 mg (0,131 mmol) indol-3-karboksilne kisline, 25,1 mg (0,131 mmol)
EDC-HCI, 17,7 mg (0,131 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP ter pustili mesati pri
sobni temperaturi. Po 24 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po naslednjem
postopku izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali $e 20 mL diklorometana in spirali
z 2 x 15 mL 1M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL nasi¢ene raztopine natrijevega
hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL nasi¢ene raztopine natrijevega
klorida. V organsko fazo smo dali zZlicko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo

odpareli pod zniZzanim tlakom ter dobili 33 mg spojine 5.

Rezultati:

Izgled: rjavo-oranzni prasek

Izkoristek: 53,09 % (33 mg)

Rf: 0,43 (MF1: diklorometan/metanol : 9/1)

T tatizea: 30 - 34 °C

IR (cm™): 2962, 2361, 1260, 1088, 1017, 797, 685, 560, 573, 558

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,06 - 1,13 (m, 6H, 2 x CH,CHs), 1,26 (d, 3H,
J = 7,2 Hz, CHs-Ala), 1,90 - 1,99 (m, 1H, H-B-Glu), 2,10 - 2,14 (m, 1H, H-B-Glu), 2,28
(t, 2H, J = 7,2 Hz, CH»-y-Glu), 3,84 - 4,03 (m, 6H, 2 x CH,CHs in NHCH,), 4,38 - 4,47
(m, 2H, CH-Glu in CH-Ala), 7,03 - 7,05 (m, 2H, Ar-H), 7,19 - 7,21 (m, 1H, Ar-H), 7,48 (s,
1H, Ar-H), 7,61 - 7,63 (m, 1H, Ar-H), 7,71 - 7,76 (m, 2H, NH-Ala in NH-Glu), 7,99 - 8,01
(m, 1H, CONHCH,), 9,86 (s, 1H, indol-NH)
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3C NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 12.98, 13.01, 16.76, 25.64, 29.37, 37.60, 42.62,
48.32, 50.92, 59.78, 60.67, 108.97, 110.93, 119.50, 120.35, 121.58, 124.44, 127.91,
135.27, 165.83, 169.77, 171.06, 171.98, 172.02

HPLC (254 nm): 97,04 %, tr = 6,97 min

MS (ESI): 475,2 [M+H]" Mr (izra¢unana): 474,51

HR-MS: 475,2197 (izraCunana: 475,2193)  Elementna sestava: Cy3H3oN4O7
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4.4, Sinteza (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(5-fluoroindol-2-
karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (6)

Reakcija:

o o F NH o o
CI*H N\)L H\/\)j\ H\)k H\/\)J\
: _
’ N ¢ i N < o N
o 5 o o
o7

o/\o/\

4 6

(0]

Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 45 mg (0,122 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 42 pL (2,5 eq; 0,305 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 21,9 mg (0,122 mmol) 5-fluoroindol-2-karboksilne Kkisline, 23,4 mg
(0,222 mmol) EDC-HCI, 16,5 mg (0,122 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP ter pustili
mesati pri sobni temperaturi. Po 24 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po
naslednjem postopku izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali se 20 mL
diklorometana in spirali z 2 x 15 mL 1M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL nasi¢ene
raztopine natrijevega hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL nasi¢ene
raztopine natrijevega klorida. V organsko fazo smo dali zlicko natrijevega sulfata in

prefiltrirali, nato pa smo jo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 25 mg spojine 6.

Rezultati:

Izgled: rumen prasek

Izkoristek: 41,61 % (25 mg)

Rf: 0,44 (MF1: diklorometan/metanol : 9/1)

Ttatigea: 71 -75°C

IR (Cm'l): 3269, 1731, 1641, 1545, 1447, 1375, 1330, 1213, 1110, 1020, 956, 851, 798,
764, 664, 592, 573, 564

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,15 (t, 6H, J = 7,2 Hz, 2 x CH,CHz), 1,37 (d,
3H, J = 6,8 Hz, CHs-Ala), 2,00 - 2,07 (m, 1H, H-B-Glu), 2,15 - 2,22 (m, 1H, H-B-Glu),
2,35 - 2,40 (m, 2H, CH,-y-Glu), 4,01 - 4,29 (m, 6H, 2 x CH,CH3; in NHCH,), 4,51 - 4,56
(m, 1H, CH-Glu), 4,69 - 4,76 (m, 1H, CH-Ala), 6,87 - 6,95 (m, 2H, Ar-H), 7,11 - 7,14 (m,
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2H, Ar-H), 7,28 - 7,31 (m, 1H, NH-Ala), 7,67 (d, 1H, J = 5,2 Hz, NH-Glu), 8,04 (s, 1H,
CONHCH,), 10,41 (s, 1H, indol-NH)

3C NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.06, 14.12, 18.89, 26.93, 30.42, 38.67, 43.63,
49.17, 52.14, 60.98, 61.88, 103.39, 105.94, 106.18, 113.23, 127.54, 127.64, 131.52,
133.47, 156.84, 162.11, 169.09, 172.10, 172.83, 173.16

HPLC (254 nm): 96,30 %, tg = 11,25 min

MS (ESI): 493,2 [M+H]" Mr (izracunana): 492,50

HR-MS: 493,2086 (izracunana: 493,2099)  Elementna sestava: C3H29FN4O7
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4.5. Sinteza (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(5-bromoindol-2-

karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (8)

4.5.1. Sinteza 5-bromoindol-2-karboksilne kisline (7)

Reakcija:
s <o R oH
L~ — )~
Br o Br 0
1
Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 268,11 mg (1 mmol) etil-5-bromoindol-2-karboksilata, ga
raztopili v 4 mL etanola, dodali 3,00 mL (6 eq; 6 mmol) 2M litijevega hidroksida in pustili
mesati. Po 48 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in etanol odpareli pod znizanim
tlakom. Dodali smo 20 mL vode in raztopino na ledeni kopeli nakisali z 1M HCI do pH
2-3. lzvedli smo ekstrakcijo s 3 x 15 mL etilacetata in organsko fazo spirali s 15 mL
nasicene raztopine natrijevega klorida. V organsko fazo smo dali zlicko natrijevega sulfata

in prefiltrirali, nato pa smo jo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 210 mg spojine 7.

Rezultati:

Izgled: umazano bel prasek

Izkoristek: 87,48 % (210 mg)

Rf: 0,20 (MF2: heksan/etilacetat = 1/1)

IR (cm™): 3421, 2587, 1655, 1570, 1532, 1477, 1435, 1408, 1364, 1328, 1291, 1253,
1220, 1196, 1137, 1112, 1050, 966, 903, 873, 828, 788, 766, 746, 732, 665, 605, 570

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 7,06 (s, 1H, Ar-H), 7,33 - 7,40 (m, 2H, Ar-H),
7,86 (s, 1H, Ar-H), 11,97 (s, 1H, indol-NH), 13,14 (s, 1H, COOH)

Mr (izracunana): 240,05

Elementna sestava: CoHgBrNO,
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4.5.2. Sinteza (2R)-dietil 2-((25)-2-(2-(5-bromoindol-2-
karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (8)

Reakcija:

IN
=]

Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 28 mg (0,076 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 27 pL (2,5 eq; 0,190 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 18,2 mg (0,076 mmol) spojine 7, 14,6 mg (0,076 mmol) EDC-HCI,
10,3 mg (0,076 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP ter pustili meSati pri sobni
temperaturi. Po 72 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po naslednjem postopku
izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali se 20 mL diklorometana in ga spirali z
2 x 15 mL 1M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL nasi¢ene raztopine natrijevega
hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL nasiCene raztopine natrijevega
klorida. V organsko fazo smo dali Zli¢ko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa sSmo jo

odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 25 mg spojine 8.

Rezultati:

Izgled: umazano bela oljnato trdna snov

Izkoristek: 59,44 % (25 mg)

Rf: 0,44 (MF1: diklorometan/metanol = 9/1)

IR (Cm'l): 3281, 2364, 1731, 1642, 1545, 1442, 1415, 1372, 1147, 1022, 906, 882, 800,
764, 734, 692, 669, 637, 620, 596, 590, 579, 567

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,16 - 1,26 (m, 6H, 2 x CH,CHs), 1,37 (d, 3H,
J = 6,8 Hz, CHs-Ala), 1,97 - 2,20 (m, 1H, H-B-Glu), 2,39 (t, 2H, J = 6,8 Hz, CH,-y-Glu),
3,98 - 4,24 (m, 6H, 2 x CH,CH3 in NHCH>), 4,46 - 4,50 (m, 1H, CH-Glu), 4,61 - 4,65 (m,
1H, CH-Ala), 6,81 (s, 1H, Ar-H), 7,25 (d, 1H, J = 6,0 Hz, NH-Ala), 7,39 (d, 1H,
J = 8,0 Hz, NH-Glu), 7,54 (s, 1H, Ar-H), 7,65 (s, 1H, Ar-H), 7,71 (s, 1H, Ar-H), 9,42 -
9,50 (m, 1H, CONHCHy), 10,16 (s, 1H, indol-NH)
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3C NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.11, 14.15, 18.35, 26.76, 29.72, 30.49, 49.06,
52.23, 61.03, 61.84, 61.91, 86.25, 102.76, 113.62, 124.28, 127.45, 129.07, 145.27, 168.94,
169.63, 172.05, 172.53, 173.43

HPLC (254 nm): 94,65 %, tgr = 14,10 min

MS (ESI): 553,1 [M+H]" Mr (izra¢unana): 553,40

HR-MS: 553,1292 (izraCunana: 553,1298)  Elementna sestava: Cp3H29BrN4O;

32



Branka Vukovié:

Nacrtovanje in sinteza aciliranih analogov tripeptida Gly-L-Ala-D-Glu kot agonistov receptorja NOD2

4.6. Sinteza (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(5-nitroindol-2-

karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (10)

4.6.1. Sinteza 5-nitroindol-2-karboksilne kisline (9)

Reakcija:
H <O H OH
9
Postopek:

V 25 mL buc¢ko smo natehtali 503 mg (2,15 mmol) etil-5-nitroindol-2-karboksilata, ga
raztopili v 5 mL THF, dodali 6,0 mL (5,6 eq; 12 mmol) 2M litijevega hidroksida in pustili
mesati. Po 24 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in THF odpareli pod znizanim
tlakom. Dodali smo 15 mL vode, izvedli ekstrakcijo z 10 mL dietil etra in nato vodno fazo
na ledeni kopeli nakisali s 3M HCI do pH 2-3. Vodno fazo smo ekstrahirali s 3 x 15 mL
etilacetata in organsko fazo ekstrahirali s 15 mL nasi¢ene raztopine natrijevega klorida. V
organsko fazo smo dali zlicko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo odpareli

pod znizanim tlakom ter dobili 146 mg spojine 9.

Rezultati:

Izgled: rjav prasek

Izkoristek: 32,94 % (146 mg)

Rf: 0,22 (MF2: heksan/etilacetat = 1/1)

T tatizea: 265 - 269 °C

IR (cm™): 3407, 1668, 1535, 1333, 1295, 1271, 897, 819, 771, 748, 607, 576, 566, 561
Mr (izracunana): 206,15

Elementna sestava: CoHgN»O4
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4.6.2. Sinteza (2R)-dietil 2-((25)-2-(2-(5-nitroindol-2-
karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (10)

Reakcija:

o o O2N NH o o
CI'H N\)]\ HM H\)I\ HM
3 N : o > = N : 0" N
o s o o 5
0/\0/\

O/\O
4 10

Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 74 mg (0,201 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 70 pL (2,5 eq; 0,503 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 41,5 mg (0,201 mmol) spojine 9, 38,5 mg (0,201 mmol) EDC-HCI,
27,2 mg (0,201 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP ter pustili meSati pri sobni
temperaturi. Po 120 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po naslednjem postopku
izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali se 20 mL diklorometana in ga spirali z
2 x 15 mL 1M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL nasi¢ene raztopine natrijevega
hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL nasi¢ene raztopine natrijevega
klorida. V organsko fazo smo dali Zli¢ko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo

odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 35 mg spojine 10.

Rezultati:

Izgled: umazano bel prasek

Izkoristek: 33,52 % (35 mg)

Rf: 0,53 (MF1: diklorometan/metanol = 9/1)

T atisea: 146 - 150 °C

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 1,25 - 1,48 (m, 9H, 2 x CH,CHs in CHs-Ala),
2,15 - 2,32 (m, 2H, CH,-B-Glu), 2,44 - 2,52 (m, 2H, CH,-y-Glu), 4,06 - 4,32 (m, 6H,
2 x CH,CHs in NHCH), 4,51 - 4,57 (m, 1H, CH-Glu), 4,64 - 4,71 (m, 1H, CH-Ala), 7,11
(s, 1H, Ar-H), 7,47 - 7,50 (m, 3H, Ar-H), 8,14 - 8,17 (m, 2H, NH-Ala in NH-Glu),
8,60 - 8,66 (m, 1H, CONHCHy), 10,44 (s, 1H, indol-NH)

HPLC (254 nm): 93,92 %, tg = 11,04 min

MS (ESI): 520,2 [M+H]" Mr (izraunana): 519,50

HR-MS: 520,2048 (izracunana: 520,2044)  Elementna sestava: Cy3H29N5Og
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4.7. Sinteza (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(5-dodekanamidoindol-2-
karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (11)

Reakcija:

Qw& OM%JHM

11
Postopek:

V 25 mL bu¢ko smo natehtali 30 mg (0,058 mmol) spojine 10, jo raztopili v 5 mL etanola
in 1 mL THF ter raztopino prepihali z argonom. Nato smo v bucko dodali $¢ 10 % (m/m)
paladija in suspenzijo eno uro prepihavali z vodikom. Po 3 urah smo s TLC zaznali konec
reakcije in paladij odfiltrirali z odsesavanjem, ga sprali z 10 mL etanola in filtrat odpareli
pod znizanim tlakom. Suhemu preostanku smo dodali 5 mL THF in 7,3 mg (1,5 eq;
0,087 mmol) natrijevega hidrogenkarbonata ter ohladili na ledeni kopeli. Nato smo po
kapljicah dodali se 15,2 puL (1,1 eq; 0,064 mmol) lavroil klorida, ki smo ga predhodno
raztopili v 0,5 mL THF ter pustili meSati. Po 75 minutah smo s TLC zaznali konec
reakcije, topilo odpareli pod zniZzanim tlakom in po naslednjem postopku izvedli izolacijo:
Reakcijsko zmes smo raztopili v 20 mL diklorometana in ga sprali s 5 mL destilirane vode
in 5 mL nasiCene raztopine natrijevega klorida. V organsko fazo smo dali Zlicko
natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili

27 mg spojine 11.

Rezultati:

Izgled: rjava oljnato trdna snov

Izkoristek: 69,47 % (27 mg)

Rf: 0,49 (MF1: diklorometan/metanol = 9/1)

IR (cm™): 2918, 1734, 1647, 1542, 1450, 1419, 1375, 1210, 1021, 866, 811, 766, 739,
676, 649, 627, 604, 596, 589, 574, 567, 557, 552

'H NMR (400 MHz, CDCl3): & [ppm] = 0,85 (s, 3H, CHs), 1,20 - 1,25 (m, 27H, 9 x CHj,
CHs-Ala in 2 x CHj3), 1,67 - 1,80 (m, 2H, CH,), 1,90 - 2,26 (m, 2H, CH»-B-Glu), 2,27 -
2,42 (m, 2H, CH,-y-Glu), 3,58 - 3,85 (m, 1H, CH-GIlu), 4,00 - 4,35 (m, 4H, 2xCH,CHj3),
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4,41 - 4,78 (m, 3H, CH-Ala in NHCH,), 6,56 - 7,21 (m, 2H, Ar-H), 7,52 - 8,16 (m, 6H,
2 x Ar-H in 4 x NH), 10,47 (s, 1H, indol-NH)

HPLC (254 nm): 91,66 %, tg = 27,01 min

MS (ESI): 672,4 [M+H]" Mr (izra¢unana): 671,82

HR-MS: 672,3972 (izraCunana: 672,3972)  Elementna sestava: C3sHs3NsOg
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4.8. Sinteza (2R)-dietil 2-((25)-2-(2-(5-fenilindol-2-

karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (14)

4.8.1. Sinteza etil 5-fenilindol-2-karboksilata (12)

Reakcija:
S S
Br/@i}_<0 ‘/‘i>—<o
12
Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 134,1 mg (0,50 mmol) etil-5-bromoindol-2-karboksilata,
69,5 mg (1,14 eq; 0,57 mmol) benzenboronske kisline in 145,3 mg (5 eq; 2,50 mmol)
kalijevega fluorida ter jih raztopili v 8 mL dioksana. Raztopino smo prepihali z argonom in
dodali 26,8 mg (0,05 eq; 0,025 mmol) Pd(PPhs)s. Bucko smo prenesli na oljno kopel in
segrevali pri temperaturi refluksa (102 °C). Po 24 urah smo s TLC zaznali konec reakcije

in topilo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 97 mg spojine 12.

Rezultati:

Izgled: bel prasek

Izkoristek: 73,21 % (97 mg)

Rf: 0,80 (MF3: heksan/etilacetat =2/1)

T atisea: 136 - 140 °C

IR (cm™): 3297, 1693, 1526, 1504, 1477, 1423, 1379, 1323, 1255, 1204, 1188, 1127,
1047, 1026, 975, 905, 885, 869, 814, 801, 766, 756, 737, 687, 630, 595, 558

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 1,36 (t, 3H, J = 6,8 Hz, CH,CHs), 4,35 (k,
2H, J = 6,4 Hz, CH,CHs3), 7,08 (s, 1H, Ar-H), 7,19 - 7,32 (m, 2H, Ar-H), 7,36 - 7,43 (m,
2H, Ar-H), 7,51 - 7,58 (m, 2H, Ar-H), 7,76 (s, 1H, Ar-H), 7,82 (s, 1H, Ar-H), 8,83 (s, 1H,
indol-NH)

MS (ESI): 266,1 [M+H]" Mr (izracunana): 265,31

HR-MS: 266,1186 (izracunana: 266,1181)  Elementna sestava: C1;H15NO;
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4.8.2. Sinteza 5-fenilindol-2-karboksilne kisline (13)

Reakcija:

“<) HOH
o~ — I
P T o

Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 58 mg (0,22 mmol) spojine 12, jo raztopili v 5 mL THF,
dodali 0,66 mL (6 eq; 1,32 mmol) 2M litijevega hidroksida in pustili meSati. Po enem
tednu smo s TLC zaznali konec reakcije in THF odpareli pod zniZzanim tlakom. Dodali smo
20 mL vode in vodno raztopino ekstrahirali z 10 mL dietil etra. Nato smo raztopino na
ledeni kopeli nakisali z 1M HCI do pH 2-3. Vodno fazo smo ekstrahirali s 3 x 15 mL
etilacetata in organsko fazo spirali s 15 mL nasiCene raztopine natrijevega klorida. V
organsko fazo smo dali zli¢ko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo odpareli

pod zniZanim tlakom ter dobili 34 mg spojine 13.

Rezultati:

Izgled: umazano bel prasek

Izkoristek: 65,30 % (34 mg)

Rf: 0,27 (MF1: diklorometan/metanol = 9/1)

IR (cm™): 1222, 1194, 884, 827, 789, 762, 667, 616, 605, 582, 574, 567

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 7,05 (s, 1H, Ar-H), 7,14 (s, 1H, Ar-H), 7,33 - 7,56 (m,
4H, Ar-H), 7,67 (d, 1H, J = 7,6 Hz, Ar-H), 7,86 (s, 1H, Ar-H), 7,91 (s, 1H, Ar-H), 11,82 (s,
1H, indol-NH), 13,09 (s, 1H, COOH)

MS (ESI): 238,1 [M+H]" Mr (izracunana): 237,25

HR-MS: 238,0864 (izracunana: 238,0868)  Elementna sestava: Ci5sH1:NO;
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4.8.3. Sinteza (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(5-fenilindol-2-
karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (14)

Reakcija:

TS
[=

Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 31 mg (0,084 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 29 pL (2,5 eq; 0,210 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 19,9 mg (0,084 mmol) spojine 13, 16,1 mg (0,084 mmol) EDC-HCI,
11,4 mg (0,084 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP ter pustili meSati pri sobni
temperaturi. Po 72 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po naslednjem postopku
izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali ¢ 20 mL diklorometana in ga spirali z
2 x 15 mL 1M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL nasiCene raztopine natrijevega
hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL nasi¢ene raztopine natrijevega

klorida. V organsko fazo smo dali Zli¢ko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo

odpareli pod zniZzanim tlakom ter dobili 34 mg spojine 14.

Rezultati :

Izgled: rumen prasek

Izkoristek: 73,51 % (34 mg)

Rf: 0,55 (MF1: diklorometan/metanol = 9/1)

T tatizea: 84 - 88 °C

IR (cm™): 3282, 1732, 1639, 1543, 1417, 1261, 1207, 1094, 1018, 798, 761, 732, 697,
666, 651, 629, 622, 615, 598, 589, 576, 569, 559

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,12 - 1,16 (m, 6H, 2 x CH,CHs), 1,37 (d, 3H,
J =6,8 Hz, CHs-Ala), 2,01 - 2,20 (m, 2H, CH>-B-Glu), 2,37 (s, 2H, CH,-y-Glu), 4,02 - 4,21
(m, 6H, 2 x CH,CHg3 in NHCH,), 4,52 - 4,54 (m, 1H, CH-Glu), 4,70 (s, 1H, CH-Ala), 6,83
(s, 1H, Ar-H), 6,95 (s, 1H, Ar-H), 7,19 - 7,25 (m, 3H, Ar-H), 7,34 (t, 2H, J = 7,6 Hz,
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Ar-H), 7,43 (s, 1H, Ar-H), 7,52 (d, 1H, J = 7,6 Hz, Ar-H), 7,61 - 7,74 (m, 2H, NH-Ala in
NH-Glu), 7,97 (s, 1H, CONHCH,), 10,35 (s, 1H, indol-NH)

3C NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.08, 14.14, 18.71, 26.90, 30.44, 30.98, 43.69,
49.16, 52.15, 60.97, 61.87, 102.86, 103.96, 112.53, 113.48, 120.21, 124.23, 124.45,
126.53, 127.23, 128.06, 128.72, 129.10, 130.61, 131.10, 133.87, 135.35, 136.36, 142.06,
162.36, 169.16, 172.13, 172.84, 173.19

HPLC (254 nm): 70 %, tg = 17,01 min

Opomba: Dobili smo zmes spojine 14 (70 %) in spojine 8 (30 %).

MS (ESI): 551,3 [M+H]" Mr (izra¢unana): 550,60

HR-MS: 551,2517 (izraCunana: 551,2506)  Elementna sestava: Cy9H34N4O7
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4.9. Sinteza (2R)-dietil 2-((25)-2-(2-(1-metilindol-2-
karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (15)

Reakcija:

o o N/ 0 0
CI'H N\)J\ HM H\)L “\/\)J\
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Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 43 mg (0,117 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 41 pL (2,5 eq; 0,293 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 20,5 mg (0,117 mmol) 1-metilindol-2-karboksilne kisline, 22,4 mg
(0,117 mmol) EDC-HCI, 15,8 mg (0,117 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP ter pustili
meSati pri sobni temperaturi. Po 24 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po
naslednjem postopku izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali se 20 mL
diklorometana in ga spirali z 2 x 15 mL 1M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL
nasi¢ene raztopine natrijevega hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL
nasicene raztopine natrijevega klorida. V organsko fazo smo dali zZlicko natrijevega sulfata

in prefiltrirali, nato pa smo jo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 11 mg spojine 15.

Rezultati:

Izgled: rumen prasek

Izkoristek: 19,24 % (11 mg)

Rf: 0,47 (MF1: diklorometan/metanol : 9/1)

T tatisea: 42 - 46 °C

IR (cm™): 3301, 1732, 1641, 1533, 1463, 1394, 1375, 1319, 1260, 1201, 1097, 1023, 999,
914, 844, 806, 748, 733, 646, 581, 573

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,13 - 1,18 (m, 6H, 2 x CH,CHs), 1,34 (d, 3H,
J = 6,8 Hz, CH3-Ala), 1,88 - 1,98 (m, 1H, H-B-Glu), 2,07 - 2,16 (m, 1H, H-B-Glu), 2,24 -
2,36 (m, 2H, CH,-y-Glu), 3,92 (s, 3H, NCHs), 3,99 - 4,10 (m, 6H, 2 x CH,CHjs in
NHCH,), 4,44 - 4,58 (m, 2H, CH-Glu in CH-Ala), 6,92 (s, 1H, Ar-H), 7,04 - 7,08 (m, 2H,
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Ar-H), 7,22 - 7,29 (m, 4H, Ar-H, NH-Ala in CONHCH,), 7,53 (d, 1H, J = 8,0 Hz,
NH-Glu)

3C NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.09, 14.15, 18.22, 26.86, 30.37, 31.58, 43.35,
49.00, 51.92, 60.83, 61.73, 105.02, 110.15, 120.53, 121.98, 124.31, 125.97, 130.92,
139.13, 163.14, 169.21, 171.83, 172.33, 172.98

HPLC (254 nm): 95,30 %, tg = 12,24 min

MS (ESI): 489,2 [M+H]" Mr (izraunana): 488,53

HR-MS: 489,2339 (izraCunana: 489,2349)  Elementna sestava: Cy4H32N4O7
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4.10. Sinteza  (2R)-dietil  2-((2S)-2-(2-(1-(4-fluorobenzil)indol-2-
karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (16)

Reakcija:
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Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 43 mg (0,117 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 41 pL (2,5 eq; 0,293 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 31,5 mg (0,117 mmol) 1-(4-fluorobenzil)indol-2-karboksilne Kkisline,
22,4 mg (0,117 mmol) EDC-HCI, 15,8 mg (0,117 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP
ter pustili meSati pri sobni temperaturi. Po 24 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po
naslednjem postopku izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali se 20 mL
diklorometana in ga spirali z 2 x 15 mL 1M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL
nasicene raztopine natrijevega hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL
nasicene raztopine natrijevega klorida. V organsko fazo smo dali zZlicko natrijevega sulfata

in prefiltrirali, nato pa smo jo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 43 mg spojine 16.

Rezultati:

Izgled: rjav prasek

Izkoristek: 63,08 % (43 mg)

Rf: 0,65 (MF1: diklorometan/metanol : 9/1)

T tatizea: 36 - 40 °C

IR (cm™): 3303, 2980, 1732, 1643, 1529, 1508, 1454, 1375, 1349, 1317, 1260, 1214,
1157, 1095, 1018, 975, 845, 812, 742, 694, 645, 630, 602, 584, 564, 555

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,12 - 1,15 (m, 6H, 2 x CH,CHs), 1,28 (d, 3H,
J = 7,2 Hz, CHs-Ala), 1,86 - 1,94 (m, 1H, H-B-Glu), 2,07 - 2,10 (m, 1H, H-B-Glu), 2,26 -
2,31 (m, 2H, CH,-y-Glu), 3,98 - 4,06 (m, 6H, 2 x CH,CH3 in NHCH>), 4,42 - 4,53 (m, 2H,
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CH-Glu in CH-Ala), 5,60 (s, 2H, CH.Ph), 6,78 - 6,83 (m, 2H, Ar-H), 6,93 - 7,00 (m, 2H,
Ar-H), 7,05 - 7,07 (m, 2H, Ar-H), 7,13 (d, 1H, J = 7,2 Hz, Ar-H), 7,18 (t, 2H, J = 3,2 Hz,
Ar-H), 7,29 (d, 1H, J = 8,0 Hz, NH-Ala), 7,45 (t, 1H, J = 5,2 Hz, CONHCH,), 7,55 (d, 1H,
J=8,0 Hz, NH-Glu)

3C NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.07, 14.14, 18.22, 26.88, 30.34, 30.97, 43.23,
47.19, 48.99, 51.88, 60.85, 61.74, 105.97, 110.70, 115.35 (d, J = 21,3 Hz), 120.91, 122.20,
124.65, 126.29, 128.15 (d, J = 8,0 Hz), 130.53, 134.10 (d, J = 3,0 Hz), 138.72, 161.87 (d,
J=243,5 Hz), 162.84, 169.22, 171.85, 172.39, 172.95

HPLC (254 nm): 95,67 %, tr = 18,54 min

MS (ESI): 583,3 [M+H]" Mr (izracunana): 582,62

HR-MS: 583,2555 (izraCunana: 583,2568)  Elementna sestava: C3yHssFN4O7
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4.11. Sinteza zmesi diastereoizomerov (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(1-
(terc-butoksikarbonil)indolin-2-

karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (18)

4.11.1. Sinteza 1-(terc-butoksikarbonil)-indolin-2-karboksilne kisline
(17)

Reakcija:

F
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Postopek:

V 50 mL bucko smo natehtali 87 mg (0,533 mmol) indolin-2-karboksilne Kisline in
67,2 mg (1,5 eq; 0,800 mmol) natrijevega hidrogenkarbonata, ju raztopili v 8 mL
destilirane vode in mesSali na ledeni kopeli. V €aso smo natehtali 139,6 mg (1,2 eq;
0,640 mmol) BOC-anhidrida in ga raztopili v 10 mL THF. Vsebino ¢ase smo zlili v bucko,
v kateri sta bila indolin-2-karboksilna kislina in natrijev hidrogenkarbonat ter pustili mesati
pri sobni temperaturi. Po 24 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po naslednjem
postopku izvedli izolacijo: Reakcijsko zmes smo ekstrahirali z 10 mL dietil etra, nato pa
vodno fazo na ledeni kopeli nakisali z 0,5M HCI do pH 2-3. Vodno fazo smo ekstrahirali s
3 x 20 mL etilacetata, nato smo organsko fazo spirali z nasi¢eno raztopino natrijevega
klorida. V organsko fazo smo dali zlicko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo

odpareli pod zniZzanim tlakom ter dobili 110 mg spojine 17.

Rezultati:

Izgled: umazano bel prasek

Izkoristek: 78,38 % (110 mg)

Rf: 0,38 (MF1: diklorometan/metanol =9/1)
T talisea: 62 - 66 °C
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IR (cm™): 2359, 1732, 1694, 1486, 1404, 1371, 1346, 1324, 1282, 1243, 1216, 1160,
1149, 1049, 1022, 845, 762, 750, 633, 621, 612, 597, 582, 574, 558, 552

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 1,53 (s, 9H, BOC), 3,03 (d, 2H, J = 14 Hz,
CHy-indolin), 3,52 (t, 1H, J = 14 Hz, CH-indolin), 6,94 (d, 1H, J = 7,2 Hz, Ar-H), 7,17 (d,
1H, J = 6,8 Hz, Ar-H), 7,39 (s, 1H, Ar-H), 7,73 (d, 1H, J = 6,0 Hz, Ar-H), 12,94 (s, 1H,
COOH)

MS (ESI): 262,1 [M-H] Mr (izracunana): 263,29

HR-MS: 262,1078 (izracunana: 262,1079)  Elementna sestava: C14H;7NQO4
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4.11.2. Sinteza zmesi diastereoizomerov (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(1-(terc-
butoksikarbonil)indolin-2-

karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (18)

Reakcija:

O/\O/\

4 18

o
(o} [¢] N)\O%O o

Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 63 mg (0,171 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 60 pL (2,5 eq; 0,428 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 45,0 mg (0,171 mmol) spojine 17, 32,8 mg (0,171 mmol) EDC-HCI,
23,1 mg (0,171 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP ter pustili meSati pri sobni
temperaturi. Po 72 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po naslednjem postopku
izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali ¢ 20 mL diklorometana in ga spirali z
2 x 15 mL 0,5M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL nasiCene raztopine natrijevega
hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL nasiCene raztopine natrijevega
klorida. V organsko fazo smo dali Zli¢ko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo

odpareli pod zniZzanim tlakom ter dobili 56 mg spojine 18.

Rezultati:

Izgled: rumeno-bel prasek

Izkoristek: 56,79 % (56 mg)

Rf: 0,53 (MF1: diklorometan/metanol = 9/1)

T tatizea: 91 - 95 °C

IR (cm™): 669, 617, 606, 585, 571, 561

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,14 - 1,20 (m, 6H, 2 x CH,CHs), 1,31 - 1,34 (m,
3H, CHs-Ala), 1,49 (s, 9H, BOC), 1,86 - 1,93 (m, 1H, H-B-Glu), 2,06 - 2,13 (m, 1H,
H-B-Glu), 2,26 - 2,34 (m, 2H, CH,-y-Glu), 3,12 - 3,17 (m, 2H, indolin-CH,), 3,39 - 3,46
(m, 1H, indolin-CH), 3,78 - 4,11 (m, 6H, 2 x CH,CHjz in NHCH,), 4,40 - 4,47 (m, 1H,
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CH-Glu), 4,79 (k, 1H, J = 5,2 Hz, CH-Ala), 6,88 - 6,92 (m, 2H, Ar-H), 7,06 - 7,13 (m, 2H,
Ar-H), 7,48 - 7,52 (m, 3H, CONHCH,, NH-Ala in NH-Glu)

3C NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.13, 14.16, 26.74, 26.82, 28.34, 30.34, 30.47,
38.63, 43.11, 49.00, 49.12, 51.91, 60.77, 61.52, 61.56, 61.90, 61.97, 115.21, 115.28,
123.28,124.94,127.73, 127.79, 171.59, 171.68, 172.11, 172.60, 173.10, 173.18

HPLC (254 nm): 52,68 %, tr = 14,74 min in 43,71 %, tgr = 15,08 min

MS (ESI): 577,3 [M+H]" Mr (izracunana): 576,64

HR-MS: 577,2878 (izraCunana: 577,2874)  Elementna sestava: C,gH40N4Og
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4.12. Sinteza zmesi diastereocizomerov  2-((2-(((2S)-1-(((2R)-1,5-
dietoksi-1,5-dioksopentan-2-il)amino)-1-oksopropan-2-

il)amino)-2-oksoetil)karbamoil)indolin-1-ijevega klorida (19)

Reakcija:
(o] )<
N)\\o o o] NH,*CI o ]
H H H H
N\)kNJ\’(N\,/\)I\O/\ — NJNJ\I(N\/\*O/\
H H H
© O Ao o O AN
18 19
Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 25 mg (0,043 mmol) spojine 18, jo raztopili v 5 mL dietil
etra in 1 mL etanola, ohladili na ledeni kopeli in nato 15 minut prepihavali s HClg), nakar
smo bucko zaprli in pustili meSati na sobni temperaturi. Po 24 urah smo s TLC zaznali

konec reakcije in topilo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 20 mg spojine 19.

Rezultati:

Izgled: rjav prasek

Izkoristek: 90,67 % (20 mg)

Rf: 0 (MF1: diklorometan/metanol = 9/1; ninhidrin)

Traligea: 67 - 71 °C

IR (Cm'l): 3244, 2983, 1728, 1641, 1544, 1447, 1376, 1331, 1211, 1085, 1021, 937, 747,
604, 577, 562

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,05 - 1,33 (m, 6H, 2 x CH,CHs), 1,45 (d, 3H,
J=7,2 Hz, CHsz-Ala), 1,87 - 1,94 (m, 1H, H-B-Glu), 2,00 - 2,10 (m, 1H, H-B-Glu), 2,17 -
2,34 (m, 2H, CHx-y-Glu), 3,92 - 4,14 (m, 8H, 2 x CH,CHs, NHCHS,, indolin-CHy), 4,29 -
4,43 (m, 3H, CH-Glu, CH-Ala in indolin-CH), 6,96 - 7,16 (m, 4H, Ar-H), 7,35 - 7,39 (m,
3H, CONHCHj,, NH-Ala in NH-Glu), 7,53 (d, 2H, J = 8,0 Hz, indolin-NH,)

3C NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.49, 17.94, 27.38, 31.00, 44.24, 49.49, 49.70,
50.56, 53.25, 62.58, 79.66, 113.18, 121.28, 122.86, 125.27, 128.89, 162.64, 166.33,
175.09, 175.11, 175.15

MS (ESI): 476,2 [M-HCI] Mr (izra¢unana): 512,98

HR-MS: 476,2277 (izraCunana: 476,2271)  Elementna sestava: Cp3H33CIN,O7
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4.13. Sinteza (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(2-okso-2-
(fenilamino)acetamido)acetamido)propanamido)pentandioata
(22)

4.13.1. Sinteza etil-2-okso-2-(fenilamino)acetata (20)
Reakcija:
O

O
NH; HN)H‘/ ~

o}

Postopek:

V 50 mL bu¢ko smo natehtali 272 mg (2,92 mmol) anilina in 403,6 mg (2,92 mmol)
kalijevega karbonata, ju raztopili v 10 mL acetonitrila, ter 10 minut mesali na ledeni
kopeli. Nato smo po kapljicah dodali 327 pL (2,92 mmol) etil oksalil klorida,
raztopljenega v acetonitrilu in pustili meSati pri sobni temperaturi. Po 24 urah smo s TLC
zaznali konec reakcije in po naslednjem postopku izvedli izolacijo: Reakcijsko zmes smo
raztopili v 15 mL diklorometana in organsko fazo sprali z 20 mL destilirane vode in 15 mL
nasicene raztopine natrijevega klorida. V organsko fazo smo dali Zlicko natrijevega sulfata

in prefiltrirali, nato pa smo jo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 255 mg spojine 20.

Rezultati:

Izgled: rjav prasek

Izkoristek: 45,23 % (255 mg)

Rf: 0,88 (MF2: heksan/etilacetat = 1/1; ninhidrin)

T talizea: 65 - 68 °C

IR (cm™): 3304, 1705, 1666, 1596, 1529, 1498, 1440, 1368, 1288, 1234, 1172, 1079,
1020, 938, 902, 870, 848, 811, 779, 756, 736, 708, 688, 653, 634, 615, 602, 593, 581, 567,
552
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'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 1,31 (t, 3H, J = 7,2 Hz, CH,CHj3), 4,30 (K,
2H, J = 7,2 Hz, CH,CH3), 7,15 (t, 2H, J = 7,6 Hz, Ar-H), 7,36 (t, 2H, J = 7,6 Hz, Ar-H),
7,73 (d, 1H, J = 7,8 Hz, Ar-H), 10,78 (s, 1H, NH)

MS (ESI): 194,1 [M+H]" Mr (izra¢unana): 193,07

HR-MS: 194,0819 (izraCunana: 194,0817)  Elementna sestava: C1oH;:NO3
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4.13.2. Sinteza 2-o0kso-2-(fenilamino)ocetne kisline (21)

Reakcija:

o o
HN)‘\’(O\/ HN)H/OH
o o
—
20 21
Postopek:

Spojino 20 smo raztopili v 4 mL THF, dodali 3,9 mL (6 eq; 7,92 mmol) 2M litijevega
hidroksida in pustili meSati pri sobni temperaturi. Po 24 urah smo s TLC zaznali konec
reakcije in THF odpareli pod znizanim tlakom. Dodali smo 20 mL vode in raztopino na
ledeni kopeli nakisali z 1M HCI do pH 2-3. Vodno fazo smo ekstrahirali s 3 x 15 mL
etilacetata in organsko fazo spirali s 15 mL nasiCene raztopine natrijevega klorida. V
organsko fazo smo dali zlicko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo odpareli

pod znizanim tlakom ter dobili 151 mg spojine 21.

Rezultati:

Izgled: umazano bel prasek

Izkoristek: 69,27 % (151 mg)

Rf: 0 (MF2: heksan/etilacetat = 1/1)

T atisea: 134 - 138 °C

IR (Cm'l): 3307, 1760, 1684, 1598, 1547, 1496, 1446, 1346, 1312, 1245, 1208, 1165,
1029, 935, 902, 838, 755, 733, 719, 689, 622, 598, 578, 566

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 7,11 - 7,15 (m, 3H, Ar-H), 7,34 (t, 2H,
J=7,2Hz, Ar-H), 7,75 (d, 1H, J = 7,6 Hz, NH), 10,68 (s, 1H, COOH)

MS (ESI): 164,0 [M-H] Mr (izracunana): 165,15

HR-MS: 164,0349 (izraCunana: 164,0348)  Elementna sestava: CgH;NO3
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4.13.3. Sinteza (2R)-dietil 2-((25)-2-(2-(2-okso-2-
(fenilamino)acetamido)acetamido)propanamido)pentandioata (22)

Reakcija:

[¢] [¢] [¢] o o
C'”““Qku HV\)ko/\ . O\H/U\H/H\)J\H/L”/H\/\)J\O/\
0 o PN

o/\o/\

4 22

Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 42 mg (0,114 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 40 uL (2,5 eq; 0,285 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 18,8 mg (0,114 mmol) spojine 21, 21,9 mg (0,114 mmol) EDC-HCI,
15,4 mg (0,114 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP ter pustili meSati pri sobni
temperaturi. Po 72 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po naslednjem postopku
izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali ¢ 20 mL diklorometana in ga spirali z
2 x 15 mL 1M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL nasiCene raztopine natrijevega
hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL nasi¢ene raztopine natrijevega

klorida. V organsko fazo smo dali Zli¢ko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato pa smo jo

odpareli pod zniZzanim tlakom ter dobili 8 mg spojine 22.

Rezultati:

Izgled: bel prasek

Izkoristek: 14,67 % (8 mg)

Rf: 0,48 (MF1: diklorometan/metanol = 9/1)

Ttalizea: 180 - 184 °C

IR (cm'l): 3282, 1735, 1665, 1643, 1604, 1527, 1446,1404, 1372, 1202, 1177, 1096, 1021,
753, 687, 598, 586, 567

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,17 - 1,18 (m, 6H, 2 x CH,CHs), 1,34 (d, 3H,
J =5,6 Hz, CHs-Ala), 1,93 - 2,02 (m, 1H, H-B-Glu), 2,08 - 2,18 (m, 1H, H-B-Glu), 2,27 -
2,40 (m, 2H, CH,-y-Glu), 4,04 - 4,11 (m, 6H, 2 x CH,CHs; in NHCH,), 4,43 - 4,60 (m, 2H,
CH-Glu in CH-Ala), 7,01 (d, 1H, J = 6,8 Hz, Ar-H), 7,08 - 7,12 (m, 2H, Ar-H), 7,19 (s,
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1H, Ar-H), 7,29 (t, 1H, J = 6,8 Hz, Ar-H), 7,61 (d, 1H, J = 7,6 Hz, NH-Ala), 7,97 (d, 1H,
J =8,8 Hz, NH-Glu), 8,33 (s, 1H, CONHCH,), 9,34 (s, 1H, CONH)

3C NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.11, 14.16, 18.44, 26.88, 30.31, 43.52, 48.96,
51.95, 60.92, 61.82, 85.12, 120.00, 125.39, 129.13, 136.44, 156.84, 160.86, 167.45,
171.79, 172.12, 173.14

HPLC (254 nm): 98,30 %, tg = 9,92 min
MS (ESI): 479,2 [M+H]" Mr (izracunana): 478,50
HR-MS: 479,2133 (izraCunana: 479,2142)  Elementna sestava: C,H3oN4Og
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4.14. Sinteza (2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-
cinamamidoacetamido)propanamido)pentandioata (23)

Reakcija:

0 o 0 o
N ; N > = N : o7 N
° o/\o/\ ° ° o/_\o/\

4 23

Postopek:

V 25 mL bucko smo natehtali 45 mg (0,122 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 42 pL (2,5 eq; 0,305 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 18,1 mg (0,122 mmol) trans-cimetne Kisline, 23,4 mg (0,122 mmol)
EDC-HCI, 16,5 mg (0,122 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP ter pustili meSati pri
sobni temperaturi. Po 24 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po naslednjem
postopku izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali se 20 mL diklorometana in ga
spirali z 2 x 15 mL 1M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL nasi¢ene raztopine
natrijevega hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL nasiene raztopine
natrijevega klorida. V organsko fazo smo dali zli¢ko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato

pa smo jo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 27 mg spojine 23.

Rezultati:

Izgled: bel prasek

Izkoristek: 47,95 % (27 mg)

Rf: 0,41 (MF1: diklorometan/metanol : 9/1)

Tatisea: 101 - 105 °C

IR (cm™): 663, 631, 619, 601, 592, 586, 571, 559

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,17 - 1,23 (m, 6H, 2 x CH,CHs), 1,41 (d, 3H,
J = 6,8 Hz, CH3-Ala), 1,98 - 2,07 (m, 1H, H-B-Glu), 2,16 - 2,23 (m, 1H, H-B-Glu), 2,36 -
2,40 (m, 2H, CH,-y-Glu), 4,05 - 4,16 (m, 6H, 2 x CH,CH3 in NHCH>), 4,54 - 4,59 (m, 1H,
CH-Glu), 4,67 - 4,74 (m, 1H, CH-Ala), 6,59 (d, 2H, J = 15,6 Hz, 2 x CH), 7,26 (s, 1H,
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Ar-H), 7,31 - 7,34 (m, 2H, Ar-H), 7,47 - 7,49 (m, 2H, Ar-H), 7,55 (d, 1H, J = 7,6 Hz,
NH-Ala), 7,60 (s, 1H, NH-Glu), 7,66 (t, 1H, J = 8,0 Hz, CONHCH,)

3C NMR (100 MHz, CDCls): & [ppm] = 14.10, 14.15, 18.54, 26.93, 30.36, 43.52, 49.06,
51.85, 60.76, 61.68, 120.09, 120.12, 127.92, 128.81, 129.81, 134.74, 141.67, 166.70,
169.22, 171.91, 172.53, 172.56, 172.85

HPLC (254 nm): 94,75 %, tr = 9,72 min

MS (ESI): 462,2 [M+H]" Mr (izracunana): 461,51

HR-MS: 462,2232 (izraCunana: 462,2240)  Elementna sestava: Cy3H3;N307
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4.15. Sinteza (2R)-dietil 2-((25)-2-(2-(pirol-2-

karboksamido)acetamido)propanamido)pentandioata (24)

/ NH y o y (¢]
o/\ Q\’(N\)J\H/'\H/N\E/\)Lo/\
0 0 o/:\o/\

4 24

Reakcija:

o)
H
“CI*HaN \)L N\/\)J\
N
H
o)

Postopek:

V 25 mL buc¢ko smo natehtali 43 mg (0,117 mmol) spojine 4, jo raztopili v 5 mL
diklorometana, ohladili na ledeni kopeli in dodali 41 pL (2,5 eq; 0,293 mmol) trietilamina.
Nato smo dodali 13,0 mg (0,117 mmol) pirol-2-karboksilne Kisline, 22,4 mg (0,117 mmol)
EDC-HCI, 15,8 mg (0,117 mmol) HOBt in nekaj kristalov DMAP ter pustili mesati pri
sobni temperaturi. Po 24 urah smo s TLC zaznali konec reakcije in po naslednjem
postopku izvedli izolacijo: Reakcijski zmesi smo dodali se 20 mL diklorometana in ga
spirali z 2 x 15 mL 1M HCI, 15 mL destilirane vode, 2 x 15 mL nasi¢ene raztopine
natrijevega hidrogenkarbonata, 15 mL destilirane vode in 15 mL nasiene raztopine
natrijevega klorida. V organsko fazo smo dali zli¢ko natrijevega sulfata in prefiltrirali, nato

pa smo jo odpareli pod znizanim tlakom ter dobili 16 mg spojine 24.

Rezultati:

Izgled: bel prasek

Izkoristek: 32,22 % (16 mg)

Rf: 0,40 (MF1: diklorometan/metanol : 9/1)

T tatisea: 42 - 46 °C

IR (cm™): 2359, 614, 591, 578, 566

'H NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm] = 1,21 - 1,27 (m, 6H, 2 x CH,CHs), 1,39 (d, 3H,
J = 6,8 Hz, CHs-Ala), 2,00 - 2,10 (m, 1H, H-B-Glu), 2,18 - 2,24 (m, 1H, H-B-Glu), 2,39 -
2,44 (m, 2H, CH,-y-Glu), 4,08 - 4,18 (m, 6H, 2 x CH,CHs; in NHCH,), 4,51 - 4,56 (m, 1H,
CH-Glu), 4,64 - 4,68 (m, 1H, CH-Ala), 6,20 - 6,21 (m, 1H, Ar-H), 6,70 - 6,72 (m, 1H,
Ar-H), 6,93 - 6,94 (m, 1H, Ar-H), 7,07 (s, 1H, CONHCH,), 7,46 (d, 1H, J = 7,2 Hz,
NH-Ala), 7,65 (d, 1H, J = 8,0 Hz, NH-Glu), 10,27 (s, 1H, pirol-NH)
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13C NMR (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.10, 14.15, 18.49, 26.88, 30.41, 43.56, 49.06,
52.01, 60.89, 61.74, 109.84, 110.56, 122.30, 125.02, 161.84, 169.25, 171.98, 172.63,
173.20

HPLC (254 nm): 93,46 %, tg = 5,00 min
MS (ESI): 425,2 [M+H]" Mr (izra¢unana): 424,45
HR-MS: 425,2030 (izraCunana: 425,2036)  Elementna sestava: C19H2sN4O7
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA
5.1. SINTEZNI POSTOPKI

Opisali bomo sintezne postopke, ki smo jih pri naSem eksperimentalnem delu uporabili ter

probleme, na katere smo naleteli.

5.1.1. Tvorba amidne vezi
Pri naSem delu je bila tvorba amidne vezi najbolj pogosto uporabljena reakcija. Amidno
vez smo tvorili med aminokislinami pri sintezi tripeptida (spojini 2 in 3), med tripeptidom

22, 23 in 24 ter tudi pri sintezi spojin 20 in 11.

Amidna vez nastane med karboksilno in aminsko skupino, ker pa je karboksilna skupina
slabo reaktivna, jo je potrebno najprej aktivirati in tako pretvoriti v bolj reaktivno obliko.
Za to lahko uporabimo sklopitveni reagent, s katerim »in situ« aktiviramo karboksilno
skupino in jo pretvorimo v bolj reaktivno funkcionalno skupino, kot so Kislinski kloridi,
kislinski anhidridi, aktivirani estri in Kislinski azidi. Prvi korak je torej aktivacija
karboksilne skupine prve spojine, drugi korak pa je adicija aminske skupine druge spojine
na aktivirano karboksilno kislino. Mehanizem, po katerem reakcija potece, je nukleofilna
substitucija na karbonilni skupini, in sicer najprej poteée adicija amina, ¢emur sledi
eliminacija vode. Najbolj pogosto uporabljeni sklopitveni reagenti so karbodiimidi ter
fosfonijeve in aminijeve soli (slika 11) (39, 40).

NR, NR
2 + 2
R-N=C=N-R X D:FP/ ‘j_r_ X-0 \[;_
N NR,
NR,
karbodiimidi fosfonijeve soli aminijeve soli

Slika 11: Najpogosteje uporabljeni sklopitveni reagenti

Za sintezo spojin 2 in 3 smo izbrali sklopitveni reagent N,N,N’,N'-tetrametil-O-
(benzotriazol-1-il)-uronijev tetrafluoroborat (TBTU), ki se je izkazal kot uc¢inkovit reagent
za aktivacijo karboksilne kisline in tvorbo amidne vezi ze pri sobni temperaturi (41).

TBTU je najprej reagiral s karboksilno skupino ene spojine, pri ¢emer se je tvoril aktiviran
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ester, ki je nato reagiral z aminsko skupino druge spojine in tvorila se je amidna vez. Kot

bazo smo dodali N-metilmorfolin, ki je ioniziral karboksilno skupino (slika 12).
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Slika 12: Aktivacija karboksilne skupine s TBTU in tvorba amidne vezi (39)

Pri sintezi spojine 2 smo amidno vez tvorili med aminsko skupino (2R)-1,5-dietoksi-1,5-
dioksopentan-2-aminijevega klorida (spojina 1) in karboksilno skupino BOC-L-alanina,
nadalje pa smo po odstranitvi BOC zascite iz aminske skupine spojine 2 tvorili ¢ amidno
vez med aminsko skupino, nastalo po odsciti, in karboksilno skupino BOC-glicina ter
sintetizirali spojino 3. Obe tvorbi amidnih vezi sta potekli pri sobni temperaturi (72 ur in
120 ur), izkoristek sinteze spojine 2 (40 %) pa je bil slabsi kot pa izkoristek sinteze spojine
3 (98 %). Pri sintezi spojine 3 smo BOC-glicin $e pred dodatkom spojine 2 aktivirali, in
sicer tako, da smo mu dodali TBTU in N-metilmorfolin ter pustili mesati 1 uro, Sele nato
pa smo v buc¢ko dodali spojino 2, ki smo ji Ze odstranili zas¢ito na aminski skupini. To bi
lahko bil razlog, da je bil izkoristek tvorbe amidne vezi v tem primeru boljsi, saj Smo pri

sintezi spojine 2 BOC-L-alanin aktivirali manj ¢asa (15 minut).

Za sintezo kon¢nih spojin smo kot sklopitveni reagent uporabili 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDC-HCI) in bazo trietilamin. EDC je s
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karboksilno kislino tvoril meSan anhidrid O-acilse¢nine, ki je nato lahko reagiral z aminsko

skupino tripeptida Gly-L-Ala-D-Glu(OEt); in tvorila se je amidna vez (slika 13) (39).
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Slika 13: Aktivacija karboksilne skupine s pomo¢jo EDC in tvorba amidne vezi (39)

Pri reakciji s karbodiimidom pogosto pride do nastanka stranskih produktov, kot so
produkti racemizacije in nereaktivna N-acilse¢nina. Stranske reakcije lahko v precej$nji
meri zmanj$amo tako, da najprej s sklopitvenim reagentom aktiviramo karboksilno kislino
pri 0 °C, Sele nato pa dodamo amin ali pa s pomoc¢jo pomoznih nukleofilov oziroma
katalizatorjev, ki jih dodamo v reakcijsko zmes. Ti nukleofili reagirajo hitreje kot pa se
zgodi acilna premestitev in tvorijo se intermediati, ki so $e vedno dovolj aktivni, da lahko
pride do sklopitve z aminom (slika 14). Primera tak$nih nukleofilov sta 4-dimetilamino-
piridin (DMAP) in 1-hidroksibenzotriazol (HOBt) in da bi ¢imbolj preprecili tvorbo
stranskih produktov, smo ju v reakcijsko zmes pri sintezi vseh kon¢nih spojin dodali tudi
mi (39).
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Slika 14: Uporaba HOBt-a za zmanj$anje tvorbe stranskega produkta N-acilse¢nine (39)

Tvorbe amidne vezi pri sintezi kon¢nih spojin so potekle v 24 do 120 urah, izkoristki pa so
bili zadovoljivi (priblizno od 40 % do 70 %), razen pri sintezi spojin 10, 15, 22 in 24, kjer
so bili izkoristki nekoliko slabsi, kar je verjetno posledica steri¢nih in elektronskih lastnosti
izhodnih karboksilnih kislin. Za slabsi izkoristek sinteze spojine 10 (33 %) bi lahko bila
odgovorna povecana elektronska gostota na nitro skupini izhodne karboksilne kisline. Pri
sintezi spojine 15 (19 %) pa je slabsi izkoristek verjetno posledica steri¢nih ovir, saj sSmo
izhajali iz 1-metilindol-2-karboksilne kisline, kjer je nastanek amidne vezi najverejtneje
steri¢no ovirala metilna skupina, vezana na indolnem dusiku. Pri vseh reakcijah se
najverjetneje nismo povsem izognili tvorbi stranskih produktov, do izgube nekaj produkta
pa je prislo tudi pri izolaciji spojin. Mogoce bi boljSe izkoristke lahko dosegli, ¢e bi poleg
tega, da smo v reakcijsko zmes dodali DMAP in HOBt, upoSstevali tudi zgoraj naveden
postopek za zmanjSanje obsega stranskih reakcij (s sklopitvenim reagentom bi najprej
aktivirali karboksilno kislino pri 0 °C, Sele nato pa dodali tripeptid). 1z HPLC
kromatogramov konénih spojin, vidimo, da je bila ¢istota vecine spojin nad 90 %. Pri
sintezi spojine 18, kjer je bila izhodna spojina 17 (1-(terc-butoksikarbonil)-indolin-2-

karboksilna kislina) v obliki racemata (imamo stereogeni center), pa sta se tvorila dva
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diastereoizomera (HPLC analiza: 52,68 % in 43,71 %) z razli¢nimi fizikalno-kemijskimi
lastnostmi. Zmes dveh diastereoizomerov je bila posledi¢no tudi spojina 19, ki smo jo
sintetizirali iz spojine 18, nismo pa naredili meritve, s katero bi potrdili, ¢e se je tudi

razmerje diastereoizomerov po tvorbi soli iz spojine 18 ohranilo.

Amidno vez smo tvorili tudi pri sintezi spojine 20, kjer je potekla reakcija med anilinom
ter kislinskim Kkloridom (etil oksalil klorid) v prisotnosti kalijevega karbonata kot baze.
Reakcija je potekla s 45 % izkoristkom.

Pri sintezi spojine 11 je izhodna spojina 10 vsebovala nitro skupino, ki smo jo s katalitskim
hidrogeniranjem najprej reducirali do aminske skupine, ki smo jo nato acilirali z lavroil
kloridom, kot bazo smo uporabili natrijev hidrogenkarbonat. Izkoristek sinteze je bil
zadovoljiv (69 %), Cistota koncne spojine pa je bila 91 %.

5.1.2. Zasc¢ita aminske skupine v obliki karbamata in njena odscita

Pri sintezi kon¢ne spojine 19 smo tvorili amidno vez med tripeptidom in indolin-2-
karboksilno kislino. Ker ima indolin-2-karboksilna kislina dve reaktivni mesti, in sicer
karboksilno skupino in indolinski dusik, smo morali dusik najprej zasc¢ititi, saj smo zeleli,
da bi reakcija potekla le na karboksilni skupini. Dusik smo zascitili v obliki karbamata
(terc-butil karbamat - BOC) in tvorili spojino 17. Izvedli smo N-aciliranje, kjer smo kot
reagent uporabili BOC,0 (di-terc-butildikarbonat), kot bazo natrijev hidrogenkarbonat ter
kot topili vodo in THF (slika 15). Reakcija je potekla z dobrim izkoristkom (78 %).

fo) o baza, B < N %
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Slika 15: Uvedba BOC-zas¢ite na indolinski dusik

Med zasciteno indolin-2-karboksilno kislino in tripeptidom smo nato tvorili amidno vez in

sintetizirali spojino 18, nato pa smo v naslednji stopnji BOC-zas¢ito odstranili in dobili
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spojino 19. BOC-zas¢ito odstranimo z acidolizo in v naSem primeru smo uporabili eter
prepihan s HCl(g). Aminsko skupino smo imeli zas¢iteno v obliki karbamata tudi pri sintezi
tripeptida in tudi tam smo jo odstranili z acidolizo, bodisi z uporabo HCly ali pa

trifluoroocetne kisline.

Pri odstranitvi BOC-zas¢itne skupine ze predhodno pripravljenega tripeptida je bil kot
reagent uporabljen HClg/dietil eter in topilo THF (slika 16).
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Slika 16: Odstranitev BOC-zas¢ite iz tripeptida z acidolizo

Med odstranjevanjem BOC-zaséite je priSlo do odprtja tetrahidrofuranskega obroca v
prisotnosti HClg) in tvoril se je 4-klorobutan-1-ol (slika 17), ki se je namesto etanola vezal
na zaestreno D-glutaminsko kislino. V literaturi zasledimo, da so o tak$nem odprtju THF s
HCI in tvorbi 4-klorobutan-1-ola, kot tudi o odprtju THF z drugimi vodikovimi halogenidi
ze porocali (42, 43).

5./—\ / Cr
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Slika 17: Odprtje tetrahidrofuranskega obroca v prisotnosti HCI

Pri analizi dezmuramildipeptidov, ki so bili sintetizirani s tak$nim Zze predhodno
pripravljenim tripeptidom, smo pri *H NMR ter pri masni analizi videli dodatne vodikove
atome. Pri 'H NMR spektru za (2R)-dietil 2-((25)-2-(2-(pirol-2-karboksamido)acetamido)-
propanamido)pentandioat v primerjavi s spojino 24 vidimo dodaten multiplet pri 1,79 -

1,80 ppm, Ki se integrira za 4 vodikove atome (m, 4H, (CH,),CH,CI) ter dodaten triplet pri
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3,54 ppm, ki se integrira za 2 vodikova atoma (t, 2H J = 6,0 Hz, CH,CI) (strukturi obeh
spojin sta predstavljeni na sliki 18). Pri masni analizi pa ugotovimo vec¢jo molekulsko
maso zaradi dodatnih vodikov in klora (meritve za ostale dezmuramildipeptide niso

navedene):

MS (ESI): 485,2 [M-H] Mr (izra¢unana): 486,95
HR-MS: 485,1808 (izracunana: 485,1803)  Elementna sestava: C,1H3;CIN,O7

NH o NH o (o]
/ N \)I\ N M “ H\)J\ H\/\)J\
N /\/\/ =
= N g o N o /\
H = =
(0] 2N o ~
O/\O/\ o /\O PN
spojina, Ki je bila sintetizirana s predhodno pripravljenim tripeptidom 24

Slika 18: Struktura spojine, sintetizirane s predhodno pripravljenim tripeptidom in spojine 24

Da bi se odprtju tetrahidrofuranskega obroca pri sintezi tripeptida izognili, smo pri reakciji
odstranjevanja BOC-zascitne skupine iz tripeptida zamenjali topilo, tako smo namesto

THF uporabili etanol, kar se je izkazalo za dobro izbiro.

5.1.3. Sinteza in hidroliza estrov

V prvi stopnji sinteze tripeptida smo obe karboksilni skupini D-glutaminske Kisline
zaestrili z etanolom in sintetizirali spojino 1. Enako kot pri tvorbi amidne vezi je tudi pri
sintezi estrov potrebno najprej aktivirati karboksilno kislino. V naSem primeru smo s tionil
kloridom tvorili Kislinski klorid, ki je nato lahko reagiral z etanolom kot nukleofilom, pri
¢emer je potekla nukleofilna substitucija. Reakcija je potekla v priblizno dveh urah in s

popolnim izkoristkom (100 %).

Hidrolizo estrov smo izvedli pod bazi¢nimi pogoji v vodnem mediju in sintetizirali spojine
7 (5-bromoindol-2-karboksilna kislina), 9 (5-nitroindol-2-karboksilna kislina), 13 (5-fenil-
indol-2-karboksilna kislina) in 21 (2-okso-2-(fenilamino)ocetna kislina). Pri reakciji smo
uporabili 6 eq 2M litijevega hidroksida, kot topilo pa smo uporabili etanol ali pa THF in
vodo, pri tem je potekla nukleofilna substitucija (44). Nase spojine so bile po hidrolizi v
vodni fazi, ki smo jo pred izolacijo nakisali z 1M HCI in tako pretvorili sol v nedisociirano

obliko. Nato pa smo vodno fazo ekstrahirali z etilacetatom in naSa spojina se je po
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ekstrakciji nahajala v organski fazi. lzkoristki hidroliz pri sintezi spojin 7, 13 in 21 so bili
dokaj dobri (med 65 % in 87 %), pri sintezi spojine 9 pa je bil izkoristek nekoliko slabsi
(33 %) in sklepamo, da je za to kriv elektronski ucinek nitro skupine, ki je

elektronakceptorska skupina.

5.1.4. Suzukijeva reakcija

Suzukijeva reakcija se uporablja za tvorbo enojne vezi C-C, in sicer gre za reakcijo med
boronsko Kislino in halogenidom, ki je Kkatalizirana s paladijevim kompleksom (45). Pri
nasem delu smo jo uporabili pri sintezi substituiranega bifenila (spojina 12), kjer smo vez
C-C tvorili med etil-5-bromoindol-2-karboksilatom in benzenboronsko kislino (1,14 eq).
Kot katalizator smo uporabili Pd(PPhs),4, kot bazo KF, kot topilo pa dioksan (slika 19).

Pd(PPh3)4
B(OH),
dloksan A

Slika 19: Suzukijeva reakcija pri sintezi spojine 12

Pri *"H NMR analizi spojine 13, ki smo jo dobili po hidrolizi spojine 12, smo iz razmerij
dveh vrhov pri 11,82 ppm (s, 1H, indol-Ph-NH) in 11,97 ppm (s, 1H, indol-Br-NH) lahko
ugotovili, da spojina ni bila ¢ista, ampak smo dobili zmes 5-fenilindol-2-karboksilne
Kisline (priblizno 70 %) in 5-bromoindol-2-karboksilne kisline (priblizno 30 %), kar kaze
na to, da Suzukijeva reakcija pri pogojih, pod katerimi smo jo izvedli, ni potekla do konca.
Posledi¢no je bila tudi ¢istota koncne spojine 14 (tvorili smo amidno vez med spojino 13 in
tripeptidom) le priblizno 70 %, kar je bilo prav tako razvidno iz *H NMR spektra — vrhova
pri 10,35 ppm (s, 1H, indol-Ph-NH) in 10,45 ppm (s, 1H, indol-Br-NH). Da bi dobili bolj
¢isto Spojino, bi Suzukijevo reakcijo lahko izvedli pri visji temperaturi, lahko bi podaljsali
Cas reakcije, lahko pa bi tudi zamenjali topilo (npr. za etil acetat ali toluen) ali bazo (npr. za
K2CO:s3) ali pa bi izvedli kaksno drugo reakcijo za tvorbo vezi C-C med etil-5-bromoindol-
2-karboksilatom in ustreznim reagentom. Ena izmed moznosti bi bila Stille-ova reakcija,
kjer gre za reakcijo med organokositrovo spojino in ustreznim elektrofilom, ki je
katalizirana s paladijem. Tudi tu bi izhajali iz etil-5-bromoindol karboksilata, namesto
benzenboronske kisline, ki smo jo uporabili pri Suzukijevi reakciji, pa bi tu uporabili
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1,1 eq fenil tributilkositra (BusSnPh), kot katalizator pa PdCl,/PtBus ter Cul in CsF ter
topilo dimetilformamid, saj so se ti reagenti izkazali za u¢inkovite pri sintezi substituiranih
bifenilov, kjer izhajamo iz aril bromidov. V literaturi navajajo, da reakcija poteka 15 ur pri
45 °C (46). Lahko bi poskusili tudi s Hiyamovo reakcijo, ki je prav tako sorodna
Suzukijevi reakciji. Kot reagenta bi uporabili etil-5-bromoindol karboksilat in 1,5 eq
(EtO)sSi-Ph ter katalizator paladij na ogljiku. Reakcija poteka v vodi in toluenu (1:20) pri
120 °C, 6 do 24 ur, reakcijski zmesi pa se doda Se ligand tris (4-fluorofenil)fosfin in
tetrabutilamonijev klorid (47).

5.2. BIOLOSKO TESTIRANJE DEZMURAMILDIPEPTIDOV

Sintetizirali smo 13 novih dezmuramildipeptidov, katerih agonisti¢éna aktivnost na
receptorje NOD2 je bila ovrednotena s pomocjo celi¢ne linije HEK-Blue™ NOD?2 in
reagenta QUANTI-Blue™. Celice HEK-Blue™ NOD2 socasno izrazajo ¢loveski gen
NOD?2 in porocevalski gen za encim SEAP, ki je inducibilen z NF-xB. Zagotavljajo hitro,
obcutljivo in zanesljivo metodo za detekcijo in potrditev agonistov receptorjev NOD2 s
spremljanjem aktivacije NF-kB. Prepoznava agonista s strani receptorja NOD2 sprozi
signalno kaskado, ki vodi v aktivacijo NF-xB in produkcijo encima SEAP, ki se po
inkubaciji nahaja v supernatantu celic, v katerem lahko njegovo koli¢ino izmerimo
spektrofotometri¢no (valovna dolzina 620-655 nm) z reagentom QUANTI-Blue™,
Reagentu se v prisotnosti alkalne fosfataze barva spremeni iz roznate v vijoliéno-modro,
intenzivnost modrega odtenka pa odraza aktivnost alkalne fosfataze (48, 49). V
nadaljevanju so navedene aktivnosti NF-kB v celicah HEK-Blue™ NOD2 po dodatku
novo sintetiziranih agonistov receptorjev NOD2, glede na celice brez dodanih konénih
spojin (relativne aktivnosti NF-xB). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili MDP (grafikon |

in priloga I).

Izkazalo se je, da je najboljsi agonist receptorjev NOD2 spojina 14, ki vsebuje fenilindolni
fragment in glede na to, da je bila njena Cistota le priblizno 70 % (zmes je vsebovala Se
30 % spojine 8 — za razliko od spojine 14 je na mestu 5 indola namesto fenilne skupine
vezana bromo skupina), lahko sklepamo, da bi bil odziv morda $e vedji, ¢e bi bila spojina
bolj Cista. Dokaj dobro agonisti¢no aktivnost je imela tudi spojina 23, pri kateri smo na

tripeptid kot mimetik sladkornega dela vezali trans-cimetno kislino, ki prav tako vsebuje
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fenilni obro¢, medtem ko so ostale spojine glede na MDP izkazovale $ibko agonisti¢no

aktivnost. Nobena izmed spojin pa ni imela tak$ne jakosti delovanja kot MDP.
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Grafikon I: Relativne aktivnosti NF-kB v celicah HEK-Blue™ NOD2 po dodatku novo sintetiziranih
agonistov receptorjev NOD2, glede na celice brez dodanih kon¢nih spojin

Pri kon¢nih spojinah 6, 8, 10 in 14, ki se razlikujejo le v skupini, ki je vezana na 5. mesto
indolnega obroca, vidimo, da ima spojina z bolj lipofilno fenilno skupino (spojina 14) dosti
boljso jakost delovanja od spojin z manj lipofilnimi bromo (spojina 8), fluoro (spojina 6) in
nitro (spojina 10) skupinami. Izmed slednjih treh je spojina z bromom najbolj lipofilna,
spojina z nitro skupino pa najmanj, kar se odraza tudi na njihovi jakosti delovanja. Tudi pri
spojini 11 imamo na mestu 5 indola vezan dokaj lipofilen dodekanamidni substituent, a je
ta spojina le sibek agonist receptorjev NOD2. Verjetno je za to odgovorna pretirana
velikost te skupine, saj so Ze prej pri dezmuramildipeptidih s 7-oksoacilnim fragmentom
pokazali, da se s povecanjem Stevila metilenskih spojin na vec kot pet, bioloska aktivnost
kljub zvecanju lipofilnosti zmanjsa (36).

Spojina 23 ima prav tako dokaj dobro jakost delovanja in verjetno je tudi za to odgovoren
lipofilen cinamoilni fragment in njegova oddaljenost od peptidnega dela.

Spojini, pri katerima smo na mesto 1 indola (na indolni dusik) vezali metil (spojina 15) in
4-fluorobenzil (spojina 16), sta se izkazali za dokaj Sibka agonista. Priblizno enako jakost

delovanja sta imeli tudi spojini 18 in 19, kjer imamo preko mesta 2 indolina na tripeptid
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vezan 1-(terc-butoksikarbonil)indolin (spojina 18) ali indolin (spojina 19). Tudi pri teh
spojinah opazimo korelacijo med lipofilnostjo in jakostjo delovanja, kot kaze, pa mesto 1
indola oziroma indolina ni ugodno mesto za vezavo skupin — verjetno gre za slabse
prepoznavanje s strani receptorja NOD2 in vezavo nan;.

Spojina 5, kjer je indolni obro¢ preko mesta 3 vezan na tripeptidni del, se je izkazala kot
zelo sibak agonist, prav tako sta bila zelo sibka agonista spojini 22 (na tripeptid smo vezali
2-0kso-2-(fenilamino)ocetno kislino) in 24 (na tripeptid smo vezali pirol-2-karboksilno

kislino).

Iz izmerjenih jakosti delovanj nasih konénih spojin lahko ugotavljamo odnos med njihovo
strukturo in delovanjem in vidimo, da je relativna aktivnost NF-kB, ki so jo povzrodili
agonisti receptorjev NOD2, v korelaciji z lipofilnostjo spojin, zaradi katere je olajSan
pasivni vstop spojin v celico skozi hidrofobno plazemsko membrano. Ugotavljamo lahko
tudi, kakSne morajo biti strukturne znadilnosti dela dezmuramildipeptida, ki posnema
N-acetilmuramilni del, saj smo le-tega pri spojinah spreminjali, peptidni del pa je bil pri
vseh spojinah enak. Pri spojinah, kjer je bil kot zamenjava N-acetilmuramilnega dela
uporabljen indol-2-ilkarboksamidni fragment vidimo, da je jakost delovanja moc¢no
povecala fenilna skupina, ki je bila vezana na mestu 5 indola. Verjetno je pomembna njena
oddaljenost od peptidnega dela, saj se je mesto 5 indolnega obroca izkazalo za primerno,
medtem ko mesto 1 ni bilo ugodno mesto, saj je imela spojina 16, kjer je bil fluorobenzilni
fragment vezan na mesto 1 indola (indolni dusik) veliko slabso jakost delovanja, prav tako
pa so imele slabo jakost delovanja tudi vse druge spojine, kjer smo na indolni dusik vezali
razne skupine. Mesto 5 indola je torej najprimernejSe za vezavo lipofilnih skupin, ki pa
morajo biti ustrezno velike (ustrezna je bila fenilna skupina, neustrezne pa so bile bromo,
nitro, fluoro in dodekanamidna skupina). Zelo Sibko jakost delovanja glede na muramil
dipeptid so imele spojine, kjer smo kot mimetike N-acetilmuramilnega dela uporabili pirol-
2-il-karboksamidni, indol-3-ilkarboksamidni ali pa 2-okso-2-(fenilamino)etan-1-ilkarboks-
amidni fragment, boljSo jakost delovanja pa je imela spojina s cinamoilnim fragmentom. Iz
nasih ugotovitev lahko sklepamo, da aktivno mesto receptorja NOD2 najverjetneje vsebuje
nek hidrofobni Zep in da so za vstop raznih skupin v Zep in interakcijo z njim pomembne

njihove lastnosti in velikost.
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6.

SKLEPI

V okviru diplomskega dela smo nacrtovali in sintetizirali dezmuramildipeptide
(analogi muramil dipeptida brez sladkornega dela), ki delujejo kot agonisti receptorjev
NOD?2. Sintetizirali smo 13 kon¢nih spojin in ovrednotili njithovo agonisti¢no
aktivnost na receptorje NOD?2. Izhajali smo iz spojine vodnice, ki je kot zamenjavo za
sladkorni (N-acetilmuramilni) del vsebovala indol-2-ilkarboksamidni fragment in
le-tega poskusali optimizirati, pri tem pa smo peptidni del spojine vodnice ohranili
nespremenjen.

Pri petih spojinah smo spojino vodnico optimizirali tako, da so konéne spojine na
mestu 5 indola vsebovale dodatne skupine in dodatna fenilna skupina na tem mestu, Ki
je privedla do spojine 14 ((2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-(5-fenilindol-2-karboksamido)
acetamido)propanamido) pentandioat), se je izkazala kot optimalna za agonisti¢no
aktivnost na receptorju NOD2.

Dobro agonisti¢no aktivnost je izkazovala tudi spojina 23 ((2R)-dietil 2-((2S)-2-(2-
cinamamidoacetamido)propanamido)pentandioat), kjer smo na peptid vezali trans-
cimetno kislino.

5-fenilindol-2-karboksamidni in cinamoilni fragment sta se izkazala kot najboljsa
mimetika sladkornega dela.

Spojini 14 in 23 sta zanimiva kandidata za nadaljnja testiranja za dolocitev njune
uporabnosti kot adjuvansa ter tudi za nadaljnjo optimizacijo in sintezo potencialno se

boljsih agonistov receptorja NOD?2.
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Priloga I: Rezultati biolo§kega testiranja novo sintetiziranih agonistov receptorjev NOD2
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