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POVZETEK

V magistrski nalogi so predstavljeni analogi bioaktivnih snovi morskega izvora, ki bi
bili lahko potencialne spojine vodnice za pripravo protibakterijskih uc¢inkovin. Pri
nekaterih analogih alkaloida morskega izvora oroidina so ugotovili, da inhibirajo
encim DNA girazo B, ki v bakterijskih celicah sodeluje pri zvijanju DNA. Ta proces
je zelo pomemben za delitev celice in posledi¢no razmnoZevanje bakterij. Inhibitor;ji

giraze so torej protibakterijske u¢inkovine, ki preprecujejo razmnozevanje bakterij.

Predstavljena je sinteza tetrahidrokinazolinskih spojin, ki inhibirajo DNA girazo B.
Za 1izhodis¢e v tem delu sintetiziranih spojin smo vzeli spojino 5,6,7,8-
tetrahidrokinazolin-2,6-diamin, za katero je bila dokazana Sibka zaviralna aktivnost na
DNA girazo B. V magistrski nalogi smo sintetizirali Sest derivatov te spojine, ki so
bili nato testirani na inhibicijo DNA giraze B. Spojini metil 3-((6-(4,5-dibromo-1H-
pirol-2-karboksamido)-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2-il)Jamino)-3-oksopropanoat (11)
in N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-4,5-dibromo- 1 H-pirol-2-karboksamid
(10) sta pokazali najboljSe zaviralno delovanje na girazo B. Dobljeni rezultati bodo

pomagali raziskovalni skupini pri usmeritvi za nadaljnje raziskovanje.

Kljuc¢ne besede: DNA giraza B, topoizomeraza, spojine morskega izvora, sinteza,

tetrahidrokinoloni, bakterija, encim.



ABSTRACT

Within this master's thesis bioactive marine alkaloids analogues, which could be
potential lead compounds in synthesis of antibacterial active ingredients, are
presented. Some analogues of marine alkaloid oroidin showed inhibition of DNA
gyrase B. The enzyme DNA gyrase B introduces negative supercoils into DNA or
relaxes positive supercoils, which is very important for DNA replication and,
consequently, for the reproduction of bacteria. Inhibitors of DNA gyrase B are,
therefore, antibacterial active ingredients and they act to prevent replication of

bacteria.

The main objective of the thesis is the syntesis of tetrahydroquinazoline coumpounds
that inhibit DNA gyrase B. A 5,6,7,8-tetrahydroquinazoline-2,6-diamine compound
was used as a starting point. This compound was a poor inhibitor of DNA gyrase B.
Six derivatives of this compound were synthesised and their activity was tested on
this enzyme. The compounds methyl 3-((6-(4,5-dibromo- 1 H-pyrrole-2-carboxamido)-
5,6,7,8-tetrahydroquinazolin-2-yl)amino)-3-oxopropanoate (11) and N-(2-amino-
5,6,7,8-tetrahydroquinazolin-6-yl)-4,5-dibromo- 1 H-pyrrole-2-carboxamide (10)
showed the best inhibitor activity on DNA gyrase B. These results will offer more

insight and aid further research on the topic.

Key words: DNA gyrase B, topoisomerase, marine alkaloids, syntesis,

tetrahydroquinolones, bacteria, enzyme.
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1 UVOD

Protibakterijske ucinkovine so kljuéne za preventivo in zdravljenje bakterijskih
infekcij, vendar njihova velika razSirjenost lahko povzro¢i odpornost bakterij na
uc¢inkovine (1). Bakterijska odpornost je naravni odziv bakterij za prezivetje proti
zdravilom, namenjenim za njihovo uni¢enje. NepremiSljeno zdravljenje s
protibakterijskimi u€inkovinami lahko vodi do tega bioloskega fenomena. Odpornost
na protibakterijske u¢inkovine narasca, Stevilo novih antibiotikov, ki prihaja na trg, pa
upada. Glavni razlog za odpornost ti¢i v koli¢ini predpisanih antibiotikov. Ce imamo
opravka z bakterijami, ki so odporne na doloCeno zdravilo, moramo nadaljevati
zdravljenje z drugim zdravilom, kar podrazi zdavljenje. Lahko se zgodi, da drugih
zdravil ni na voljo. Pacienti, ki so okuZeni z odpornimi mikroorganizmi, se dalj ¢asa
zdravijo ali pa zdravljenja ne prezivijo (2). Vse vecji pojav bakterijske odpornosti pa
predstavlja groznjo, da kmalu ne bo ve¢ primernih zdravil za zdravljenje osnovnih

bakterijskih bolezni (3).

1.1 Topoizomeraza in DNA giraza

DNA je sestavljena iz nukleotidov. Ti so sestavljeni iz sladkorja, duSikove baze in
fosfatne skupine. Sladkorji so med seboj povezani s fosfodiestersko vezjo (3’
hidroksilna skupina sladkorja je povezana s 5’ hidroksilno skupino sosednjega
sladkorja) in tvorijo ogrodje nukleinske kisline. DuSikove baze so med seboj
povezane v bazne pare z vodikovimi vezmi (adenin — timin, citozin — gvanidin). DNA
ima obliko dvojne vijacnice, zavite okoli lastne osi. DNA verigi sta antiparalelni. Pri
podvajanju DNA se morata verigi razpreti, pred tem pa se mora dvojni heliks odviti.
Pri ¢loveku je DNA linearna, pri nekaterih drugih organizmih pa krozna. Shema obeh
oblik je prikazana na sliki 1. Pri enako dolgih DNA verigah je superzvita oblika
kompaktnejSa od relaksirane. Klju¢na lastnost krozne DNA molekule je Stevilo njenih
navojev. Za nastanek superzvitja so odgovorni dolo¢eni encimi. Topoloski izomeri
(topoizomeri) so molekule, ki se razlikujejo le po Stevilu navojev. Prehod iz enega

topoloskega izomera v drugega je mozen le preko cepitve ene ali obeh verig dvojne



DNA vijacnice (4). Pri krozni molekuli DNA se podvojevanje zane na tocno
dolo¢enem mestu in se podvaja v obe smeri. Evkariontska molekula DNA je linearna

in se podvaja na podoben nacin, le da ima vec iniciacijskih mest (5).
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Slika 1: Linearna in krozne oblika DNA (4)

Topoizomeraze so encimi, ki katalizirajo topoloSke spremembe DNA tako, da cepijo
in ponovno zdruzujejo verige DNA, saj se mora le-ta pri prepisovanju in podvajanju
razpreti tako, da se zaCasno prekine vez med sladkorjem in fosfatom. Pretrganje vezi s
topomerazami poteka po mehanizmu nukleofilnega napada tirozina, ki se nahaja v
aktivnem mestu encima, na fosfodiestersko vez. Tako nastane kovalentna vez med
encimom in enim trakom verige DNA, posledica tega je zaCasno pretrgano ogrodje
DNA. Topoizomeraza cepi verigo dvovijacnhe DNA, s tem pa se odvije supernavita

DNA. Ko je vez pretrgana, se superzvit plazmid delno ali popolnoma razvije (4,6).

Evkariontske topoizomeraze so dveh tipov (tip I in tip II). Tip I prereze samo eno
verigo DNA, tip II prereze obe verigi in se deli na podtipa IIA in IIB. Med
topoizomeraze IIA spadajo DNA giraza, evkariontska topoizomeraza II in

topoizomeraza IV (7).

Prokariontske topoizomeraze so treh tipov (I, II, IIT). Topoizomeraza I se obnasa kot
monomer in je obi¢ajno enoverizni polipeptid. Oba tipa topoizomeraze II (DNA

giraza in topoizomeraza [V) sta pomembna za prezivetje celice (7).



DNA giraza ima dve heterodimerni podenoti girazo A in girazo B. Za prekinitev in
ponovno zdruzitev verige DNA je odgovorna giraza A, medtem ko giraza B vsebuje

ATP vezavno mesto in katalizira hidrolizo ATP (8, 9).

Topoizomeraze opravljajo razlicne naloge. Topoizomeraza I katalizira odvijanje
supernavite DNA in tvori energetsko ugodnejSo relaksirano obliko. DNA giraza ima
nasprotno delovanje, in sicer uvaja dodatne negativne navoje v krozno molekulo

DNA, pri tem uporablja kot vir energije ATP (7).

1.1.1 Delovanje topoizomeraze I

Topoizomeraza I prekine en trak verige DNA tako, da tirozinska OH skupina encima
napade fosfatno skupino na verigi. Med encimom in DNA se tvori fosfodiesterska
vez, na drugem koncu prekinjene verige pa ostane prosta hidroksilna skupina. Ko je
veriga pretrgana, se odvije, saj ima zaradi superzvitja shranjeno energijo. Encim
nadzoruje odvijanje, da ne poteka prehitro. Reakcija je koncana, ko se prosta
hidroksilna skupina DNA zopet poveze s fosfatom ter se encim s tirozinom odcepi.
Tako se verigi zopet zdruzita in dobimo delno ali popolnoma relaksirano obliko (4).

To delovanje je prikazano na sliki 2.
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Slika 2: Delovanje topoizomeraze 1 (4)



1.1.2 Delovanje topoizomeraze I1

Topoizomerazi | in II imata skupne Stevilne mehanisticne lastnosti (5). Za nastanek
superzvitja dvojne vijacnice DNA potrebujemo energijo. To zvijanje kontrolira encim
topoizomeraza II, ki zdruzi vezavo in hidrolizo ATP. Na sliki 3 je prikazano
delovanje topoizomeraze II. Topoizomeraza II se najprej veze na vstopni G (gate)
segment DNA. Poleg vsake verige DNA sta nameScena dva tirozina (eden za vsak
monomer), ki sta sposobna tvoriti kovalentno vez z DNA. Vsak od teh monomerov
encima ima domeno, na katero se veze ATP. ATP se veze na dve N-terminalni
domeni. S tem se spremeni komformacija domen encima. Ta sprememba povzroci
prekinitev obeh verig DNA, vsaka veriga se veze na encim s tirozin-fosfodiestersko
vezjo ter ohlapno vezavo terminalnega (T) segmenta DNA. Za razliko od
topoizomereaze I, encim topoizomeraza II prepreci rotacijo DNA. T segment gre
skozi prekinjena trakova G segmenta in izstopi na dnu encima. Hidroliza ATP do
ADP in ortofosfata omogoci, da se ATP domeni locita in se encim lahko veze na
naslednji T segment. Veckrat ko gre DNA skozi prehod, bolj zavita je dvojna
vijatnica DNA. Ker sta konca fiksirana, je prisiljena, da spremeni strukturo v

superzvito DNA (4).

Stopnja superzvitja je odvisna od nasprotnega delovanja teh dveh encimov. Negativno
superzvitje povzroca topoizomeraza II, razvitje pa topoizomeraza I. Koli¢ina teh dveh

encimov in njuna aktivnost ohranjata pravo stopnjo negativnega superzvitja (4).
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Slika 3: Delovanje topoizomeraze II (4)

DNA giraza je pomembna tarCa za nacrtovanje novih protimikrobnih u¢inkovin, ker
je celice sesalcev ne vsebujejo in ima kljuéno vlogo pri replikacijskem ciklu
bakterijske DNA. Encim predstavlja primerno tar€o za razvoj pomembnih

protimikrobnih uc¢inkovin s selektivno toksi¢nostjo (10).

DNA giraza bakterije Escherichia coli ima dve podenoti - girazo A in girazo B.
Giraza A ima N in C terminalni domeni. Tudi giraza B ima N in C domeni. Na N
terminalni domeni se nahaja ATP vezavno mesto. C domena pa je skupaj s podenoto

giraze A odgovorna za prekinitev dvovijaéne DNA (11).

DNA giraza je heterodimerna. Prvi polipeptid se imenuje giraza B, drugi pa giraza A.
Encim ima po dve podenoti — 2A in 2B. A podenota prereze verigo, B podenota uvaja

negativno superzvijte, nato pa A podenota poveze verigo ponovno skupaj (12).



1.2 Inhibitorji giraze

DNA girazo ucinkovito zavirata dve skupini spojin: kinoloni in kumarini.
Predstavniki kumarinov so novobiocin, klorobiocin in kumermicin. Novobiocin se
veze na girazo B na vezavno mesto za ATP po mehanizmu kompetitivnega inhibitorja
in s tem prepreci njegovo hidrolizo (13,14). Aminokumarini so spojine s 3-amino-4,7-
dihidroksikumarinskim obro¢em. Med aminokumarine spadajo novobiocin,
klorobiocin in kumermicin A; (slika 4). Vsi ti so naravni produkti izolirani iz

bakterije Streptomyces (15).
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Slika 4: Strukture novobiocina, klorobiocina in kumermicina A

Nalidiksi¢no (slika 5) in oksolini¢no kislino, ki prav tako zavitata DNA girazo
bakterij, so izolirali kot stranski produkt pri sintezi klorokina. Iz teh spojin so razvili
fluorokinolone, ki so postali uspesni v klini¢ni uporabi (15). DNA girazo zavirajo
tako, da motijo cepitev in zdruzevanje verige DNA (13). Predstavniki
fluorokinolonov so norfloksacin in ciprofloksacin (druga generacija), levo-floksacin

(tretja generacija), moksifloksacin in gemifloksacin (Cetrta generacija) (slika 6) (15).



Slika 5: Struktura nalidiksi¢ne kisline (1-etil-7-metil-4-okso-1,4-dihidro-1,8-

naftiriridin-3-karboksilna kislina)

HNT™ (| HDN Y \,\|l/\o I\QN

OH |

F . oH HO E
O O O O O O
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moksifloksacin gemifloksacin

Slika 6: Strukture norfloksacina, ciprofloksacina, levo-floksacina, moksifloksacina in

gemifloksacina

Da kumarini niso klini¢no uspesna zdravila, je poleg citotoksicnosti pri sesalcih kriva
tudi njihova slaba inhibicija giraze gram negativnih bakterij in slaba topnost (15).
Zaradi toksi¢nosti novobiocin ni ve¢ v klini¢ni uporabi, Se vedno pa se kot uspesne
protibakterijske ucinkovine uporabljajo fluorokinoloni (13,14). Tarca za kinolone pri
gram negativnih bakterijah je giraza, pri nekaterih gram pozitivnih organizmih pa

tarCo za kinolone predstavlja topoizomeraza IV (15).

Kinoloni inhibirajo girazo A ter preprecijo podvajanje DNA in povzrocijo celi¢no

smrt (16).

Naravni antibiotiki, ki inhibirajo DNA girazo so tudi ciklotialidini (cikli¢ni peptidi)
(slika 7), ki imajo dvakrat mo¢nejSo aktivnost na girazo v primerjavi z novobiocinom,

a imajo slabo antibakterijsko aktivnost zaradi slabe permeabilnosti. Tudi ciklotialdini



delujejo podobno kot kumarini ter inhibirajo ATP aktivnost DNA giraze in se veZzejo

na N-terminalni del giraze B tako, da prekrijejo ATP vezavno mesto (14,15).
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Slika 7: Struktura spojine iz skupine ciklotialidinov (15)

Ker so stevilne bakterije postale odporne na antibiotike, je stalno prisotna potreba po

razvoju novih protimikrobnih u¢inkovin (13).

Raziskovalci farmacevtskega podjetja AstraZeneca so pred kratkim odkrili novo
skupino inhibitorjev DNA giraze B — pirolamide (slika 8) (13). Te spojine preko
inhibicije giraze inhibirajo sintezo DNA in posledicno povzrocijo apoptozo celice
(17). Spojine so identificirali s fragmentnim nacrtovanjem spojin vodnic (FBLD), ki

je aternativa HTS reSetanju (13).
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Slika 8: Pirolamidi podjetja AstraZeneca z zaviralnim delovanjem na girazo B (16,

17)
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Pirolamidi zavirajo S$irok spekter gram pozitivnih bakterij, nimajo pa
protibakterijskega delovanja na gram negativne bakterije in tiste bakterije, ki so
razvile odpornost na ostale protimikrobne uc¢inkovine. Pirolamidi delujejo tako, da se
vezejo v ATP vezavno mesto giraze B. Pirolna skupina se veZe v adeninsko vezavno
mesto giraze B in tvori vodikovo vez z asparaginsko kislino (Asp 81) in z molekulo

vode (slika 9) (13).

Slika 9: Vezava pirazolnega dela spojine z Asp81 in z vodno molekulo v GyrB

Staphylococcusa aureus (17)

Ce primerjamo aktivnosti spojin, ki se nahajata desno zgoraj in desno spodaj na sliki
8, ima spodnja spojina boljSo zaviralno aktivnost na girazo B. Razlog je prisotnost
dveh lipofilnih elektron privlacnih skupin na pirolu, ki povecata hidrofobne
interakcije v adeninskem Zepu, poleg tega pa znizata pKa pirolnemu dusiku in

posledi¢no le-ta tvori moc¢nejso vodikovo vez z aspartatom (17).

Omenjeni pirolamidni inhibitorji giraze B so po strukturi zelo podobni oroidinu in

klatrodinu, morskima alkaloidoma izolirana iz spuzev rodu Agelas.



1.3 Alkaloidi morskega izvora z 2-aminoimidazol-pirolamidno strukturo

Spojine, ki so jih izolirali iz morskih organizmov, imajo zanimive kemijske strukture
in razliéno farmakologko delovanje (18). Stevilni morski organizmi so nemobilni in
nimajo imunskega sistema, zato za zasc¢ito pred sovrazniki sami sintetizirajo toksi¢ne
spojine ali jih pridobijo iz morskih mikroorganizmov, s katerimi Zivijo v simbiozi
(npr. spuzve). Zaradi farmakoloSke aktivnosti njihovih sekundarnih metabolitov,
imajo le-ti potencial za razvoj novih uc¢inkovin (19, 20). Spojine ali ekstrakti iz teh
organizmov imajo med drugim tudi antivirusne, antibakterijske in protirakave
lastnosti (21). Morski alkaloidi, ki so jih nasli v spuzvah Agelas, kazejo aktivnost na

zivéne in miSi¢ne membranske receptorje in natrijeve kanalcke (22).

1.3.1 Klatrodin

V spuzvah Agelas clathrodes so nasli klatrodin (slika 10), alkaloid z 2-
aminoimidazol-pirolamidno strukturo (22). Pri klatrodinu je 2-aminoimidazolni del
povezan s pirolom preko treh ogljikovih atomov in amida. Klatrodin in analogi

klatrodina so blokatorji napetostno odvisnih natrijevih kanalov (20).

HoN Q H
2 N

\|4 NN N
HN\/)/\/\” |/

Slika 10: Struktura klatrodina

1.3.2 Oroidin

Oroidin (slika 11) je prav tako kot klatrodin spojina naravnega izvora izolirana iz
spuzev Agelas oroides ter je najbolj pomemben predstavnik 2-aminoimidazolnih
alkaloidov. Je blokator kalcijevih in natrijevih kanalckov. Njegova struktura je

podobna klatrodinu, razlikuje se samo po dveh bromovih atomih, ki sta vezana na

10



pirol. Oroidin in njegovi analogi zavirajo tvorbo bakterijskih biofilmov (24).

(0]
N H
HN H | ) Br
Br

Slika 11: Struktura oroidina

1.3.3 Himenidin

Himenidin (slika 12) so izolirali iz spuzve Hymeniacidon. Od oroidina in klatrodina
se po strukturi razlikuje v tem, da ima na pirolov obro¢ vezan samo en bromov atom.

Ima protibakterijsko delovanje ter deluje na serotonergi¢ne receptorje (23).

O
N X
HN—(/ J/\/\NJH@/Br
\I§N I " NS

Slika 12: Struktura himenidina
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2 NACRT ZA DELO

V raziskovalni skupini na Katedri za farmacevtsko kemijo so v okviru EU projekta
MAREX pripravili Stevilne analoge klatrodina, v katerih je 2-aminoimidazolski del
molekule klatrodina nadomes¢en z razli¢nimi aminoheterocikli ob so€asni rigidizaciji
vmesne verige med 2-aminoimidazolskim in pirolnim delom molekule. Prvotno
najpogosteje uporabljen tetrahidro-2-aminobenzotiazolski obro¢ kot mimetik 2-
aminoimidazola in dela vmesne verige so v naslednjih korakih zamenjali s tetrahidro-
2-aminokinazolinskim skeletom. Ker so opisane spojine, ki so pripravljene kot
potencialni blokatorji napetostno odvisnih natrijevih kanalov (20), strukturno zelo
podobne nedavno objavljenim pirolamidnim inhibitorjem giraze B (17), so jih testirali

na inhibicijo giraze B in dobili nekaj obetavnih zadetkov z ICsp v mikromolarnem

obmocju.
@)
@) H
HoN__N H s N
klatrodin n=0,1
Br HoN__N
HoN__N hig Oy
Sy Ho g NQ/TOVN N —)
Ny _N N Br §H | )Br
H
)
X Br
NN NN
Roq“mvﬁoH _RoqﬂrvﬁoH
O O Ng N N Br In O O Ng N N
H Ly H oL

Br

R =H, Me

Shema 1: Nacrt raziskovalnega dela
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Spojina  N-((2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)metil)-4,5-dibromo-1H-pirol-2-
karboksamid (X) je imela ICsy vrednost za inhibicijo giraze B 108 pm, zato smo se
odlo¢ili za nacrtovanje analogov spojine X, ki bi imeli mocnejSe zaviralno delovanje

na girazo B.

V okviru te magistrske naloge smo se tako odlocili pripraviti krajSe analoge spojin X
na osnovi predhodnega molekulskega modeliranja, tako da smo a) v verigi med
tetrahidrokinazolinskim obrocem in amidno skupino izpustili ogljikov atom in b) v
tako dobljeni spojini bromove atome na pirolu nadomestili z vodikom ali klorom
oziroma dibromopirolno skupino zamenjali z indolom ter ¢) na amino skupino na
mestu 2 tetrahidrokinazolinskega skeleta uvedli metilmalonilno ali malonilno

skupino.

Na shemi 1 je s pus€icami nakazana miselna pot nacrtovanja zaviralcev giraze B,

pripravljenih v okviru te magistrske naloge.

Zeleli smo sintetizirati spojine, ki bi imele vecje zaviralno delovanje na girazo B

(zmanjSati vrednost ICs).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 Reagenti in topila

1,4-Dioksan, > 99,5 %, Merck, Nemcija
2-(trikloroacetil)pirol, 99 %, Sigma Aldrich, ZDA
4-(dimetilamino)piridin, > 99 %, Sigma Aldrich, ZDA
Aceton, 99,5 %, J. T. Baker, ZDA

Acetonitril, > 99,9 %, Sigma Aldrich, ZDA

Citronska kislina, 99,5 — 100,5 %, Merck, Nemcija
Diklorometan, analitska Cistost, Merck, Nemcija
Dietil eter, analitska Cistost, Merck, Nemcija

DMF, >99,7 %, Merck, Nemcija

DMSO-dg, Euriso-Top, Francija

Etanol absolutni, 99,5 %, Merck, Nemcija
Gvanidinijev hidroklorid, > 98 %, Fluka, Svica
Metanol, 99,9 %, Carlo Erba, Francija
Metil-3-kloro-3-oksopropanoat 97%, Sigma Aldrich, ZDA
NacCl, morska sol

Na,CO0Os, 99,9 %, Merck, Nemcija

NaHCOs, analitska cistost, Merck, Nemcija

NaOH, 99 %, Merck, Nemcija

n-Heksan, analitska ¢istost, Merck, Nemcija

N,N- dimetilformamid dimetil acetal, 97 %, Acros Organics, ZDA
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Na,SOy4, anhidrid, analitska Cistost, Merck, Nemcija
TBTU, 97 %, Fluka, Svica

Toluen, 99,7 %, Sigma Aldrich, ZDA

Trietilamin, 98 %, Fluka, Svica

Trifluoroocetna kislina, 99 %, Acros Organics, ZDA

3.2 Kromatografske metode

Tankoplastna kromatografija (TLC)

Uporabljali smo Merck Kiesel gel (60 F,s4) plos¢e z nanosom silikagela (0,25 mm) na
aluminijastem nosilcu. Spojine smo detektirali z UV svetlobo valovne dolzine 254 in

365 nm ter z orositvenimi reagenti (ninhidrin, bromkrezol modro).

Kolonska kromatografija

Kot stacionarno fazo smo uporabljali silikagel Kieselgel (60 Fs4) z velikostjo delcev
0,063-0,200 mm proizvajalca Merck. Za mobilno fazo smo uporabili DKM in MeOH

v razli¢nih razmerjih.

Tekocinska kromatografija (HPLC)

Analize smo izvajali na instrumentu Agilent Technologies 1100 z G1365B UV-VIS
detektorjem, G1316A termostatom in G1313A vzorCevalnikom. Uporabili smo
kolono Agilent Eclipse Plus C18 (Sum, 4,6 x 150 mm). Mobilna faza je bila
sestavljenja iz 0,1 % trifluoroocetne kisline (A) in metanola (B). Gradient: 90 % A do

10 % A v 20 minutah, 5 minut 10 % A, nato 5 minut do 90 % A; pretok 1,0 mL/min.
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3.3 Jedrska magnetna resonanca (NMR)

"H NMR in >C NMR spektre smo posneli pri 400 in 101 MHz pri temperaturi 25 °C.
Uporabili smo Bruker AVANCE III spektrometer na Fakulteti za farmacijo, Univerze
v Ljubljani. Kot topilo smo uporabili DMSO-d¢ in TMS kot interni standard. Spektre
smo signirali s pomocjo COSY, HSQC in DEPT eksperimentov.

3.4 Masna spektroskopija (MS)

Masni spektri so bili posneti z VG-Analytical Autospec Q masnim spektrometrom v

Centru za masno spektometrijo na Intitutu Jozef Stefan v Ljubljani.

3.5 Infrardeca (IR) spektroskopija

IR spektri so bili posneti s spektrometrom Nexus FT-IR na Fakulteti za farmacijo,

Univerze v Ljubljani.

3.6 Dolocanje temperature taliS¢a

Dolocali smo jih na mikroskopu z ogrevalno mizico Leica Microsystems na Fakulteti

za farmacijo, Univerze v Ljubljani. TaliS¢a niso korigirana.

3.7 Poimenovanje in risanje spojin

Pri poimenovanju spojin in risanju strukturnih formul smo uporabljali racunalniski

program CS Chem Draw Ultra 12.0 (ChambridgeSoft).
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4 EKSPERIMENTALNO DELO

Izvedene sinteze so prikazane na shemi 2, 3, 4 in 5. Spojine 2-4 so bile sintetizirane,

kot je opisano v referenci (25).

O 6|3CNCH3
> = _N ~
HN. CH HsC™ N
c e HN. .CHs
O 0
1 2 3
N_ _NH
ek
HoN =N
4

Shema 2: Reakcijska shema sintezne poti; Reagenti in pogoji: (a) DMF-DMA, toluen,
Et;N, 140 °C - 2 h, 105 °C - 1,5 h; (b) EtOH, gvanidinijev hidroklorid, 80 °C, 3 h; (¢)

NaOH, MeOH, 90 °C, 16 h.
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Shema 3: Reakcijska shema sintezne poti; Reagenti in pogoji: (d) DMF, TBTU, Et3N,
2,5 h; 35 °C, 3 h; (e) metil 3-kloro-3-oksopropanoat, DMF, Et;N, 21 h; (f) LiOH,
MeOH, 0 °C, 2 h.
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Shema 4: Reakcijska shema sintezne poti; Reagenti in pogoji: (g) DMF, 2,2,2-
trikloro-1-(4,5-dikloro-1H-pirol-2-il)etanon, (4) DMF, 1-(4-bromo-1H-pirol-2-il)-
2,2,2-trikloroetanon, 35 °C, 3 h.
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Shema 5: Reakcijska shema sintezne poti; Reagenti in pogoji: (i) DMF, Na,COs,
2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etanon, 35 °C, 2,5 h; (j) metil 3-kloro-3-
oksopropanoat, DMF, Et;N, 23 h; (k) LiOH, MeOH, 0 °C, 2 h.
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4.1 Sinteza (E)-N-(3-((dimetilamino)metilen)-4-oksocikloheksil)acetamida
(2) (glej shemo 2)

o DMF-DMA, toluen, o
Et3N, 140 °C - 2 h,
105°C-1,5h SN
_ |
HN__CH 72 % HN. _CH
e oo
o) 0
1 2

N-(4-oksocikloheksil)acetamidu (1) (13,508 g, 87 mmol) smo dodali toluen (350 mL),
N,N-dimetilformamid dimetil acetal (75 mL) in trietilamin (1,5 mL). Vsebino
reakcijske zmesi smo destilirali do polovice zacetnega volumna, nato smo dodali
toluen (150 mL) in pustili reakcijsko zmes mesati 2h pri 105 °C. Postopek smo
ponovili trikrat. Reakcijsko zmes smo pustili stati na sobni temperaturi ¢ez noc, da je
produkt izkristaliziral. Surov produkt smo nato prefiltrirali na nuci preko filtrirnega

papirja s pomoc¢jo vakuuma, ga posusili v suSilniku in nato prekristalizirali iz toluena.

Izkoristek: 13.038 g (72 %)).

Barva: beli kristali.

Tratizea (izmerjeno) 132-135 °C; Tisea (literaturni podatek) 132-134 °C (21).
IR (ATR): v 3271, 2951, 1666, 1633, 1525, 1360, 1135, 699, 596, 555 cm™.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 1.52-1.67 (m, 1H, CH,), 1.73-1.88 (m, 4H, CH3,
CH), 2.16-2.24 (m, 2H, CH;), 2.39-2.48 (m, 1H, CH;), 2.89-2.98 (m, 1H, CH,), 3.04
(s, 6H, CH3), 3.68-3.83 (m, IH,CHNH), 7.30 (s, 1H, CHN(CH3),), 7.89 (d, I1H, J =
7.40 Hz, NHCOCH3) ppm.

>C NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 22.71, 28.07, 31.45, 35.91, 42.82 (2 signala se
prekrivata), 45.34, 100.04, 150.48, 168.52, 193.44 ppm.

HRMS za C; Hi;sN,O, ([M+H']): izraGunana masa 211,1447, izmerjena masa
211,1441.
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4.2 Sinteza N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)acetamida (3) (gle;j
shemo 2)

NH.,
O NJ\N
_ Na, EtOH, gvanidinijev |
Z "N hidroklorid, 80 °C, 3h X
l >
HN_ CH 90 %
N HN\H/CHS
O o)
2 3

Natrij (1,42 g, 62 mmol) smo pocasi dodajali brezvodnemu etanolu (50 mL). Ko je
ves natrij zreagiral, smo dodali gvanidinijev hidroklorid (5,92 g, 62 mmol). Po 30
minutah  meSanja  smo  dodali Se  (E)-N-(3-((dimetilamino)metilen)-4-
oksocikloheksil)acetamid (2) (13,020 g, 62 mmol), ki je bil raztopljen v etanolu (103
mL). Reakcijsko zmes smo 10 minut prepihovali z argonom, nato pa smo jo pustili 3
ure meSati pod refluksom (T = 80 °C) v argonovi atmosferi. Reakcijsko zmes smo
ohladili na 0 °C. Izpadli produkt smo prefiltrirali na nu¢i s pomoc¢jo vakuuma. Produkt

smo spirali z etanolom (10 mL) in ga posusili v susilniku.

Izkoristek: 11.439 g (90 %).

Barva: rumeni kristali.

Traiizga (1izmerjeno) 255-257 °C; Tuiisea (literaturni podatek) 256-258 °C (21).
IR (ATR): v 3395, 3316, 3206, 2944, 1642, 1593, 1474, 1374, 793 cm’".

'"H NMR (400 MHz, DMSO-dg) § 1.61-1.73 (m, 1H, CH,), 1.81 (s, 3H, CH3), 1.85-
1.96 (m, 1H, CH,), 2.37 (dd, 1H, J = 9.01, 15.51 Hz, CH,), 2.59-2.68 (m, 2H, CH,),
2.74 (dd, 1H, J = 4.82, 15.41 Hz, CH,), 3.83-3.96 (m, 1H, CH), 6.29 (s, 2H, NH,),
7.93 (s, 1H, Ar-H), 7.99 (d, 1H, J=7.31 Hz, NH-C=0) ppm.

C NMR (101 MHz, DMSO-d¢) § 22.68, 27.64, 29.59, 30.38, 44.15, 115.53, 158.11,
162.03, 164.46, 168.69 ppm.
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HRMS za C;oH4sN4;O ([M+H+]+): izraCunana masa 207,1246, izmerjena masa
207,1242.

4.3 Sinteza 5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2,6-diamina (4) (glej shemo 2)

NH, NaOH (ag), MeOH, 90 °C, 16 h NH,

N N
Q i i
N N
H,C N 56 % HoN
3 4

N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)acetamidu (3) (3,485 g, 17 mmol) smo
dodali NaOH (34,800 g, 0,87 mol), ki smo ga predhodno raztopili v vodi (35 mL) in
metanolu (105 mL) ter segrevali pri refluksu 16 ur. Reakcijski zmesi smo dodali vodo
nato pa smo zdruZene organske faze sprali z nasiceno vodno raztopino NaCl (30 mL).
Zdruzene organske faze smo suSili z Na,SO4. Topilo smo odstranili pri zniZanem
tlaku.

Izkoristek: 1,552 g (56 %).

Barva: skoraj beli kristali.
Thatizea (izmerjeno) 179-182 °C; Tiisea (literaturni podatek) 178-181 °C (21).
IR (ATR): v 3413, 1670, 1557, 1592, 1478, 1423, 784, 577, 561 cm™.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) 6 1.42-1.59 (m, 3H, 6-NH, CH;), 1.79-1.92 (m, 1H,
CH;), 2.20 (dd, 1H, J = 8.98, 15.49, CH;), 2.53-2.72 (m, 3H, CH,, CH>), 2.90-3.04
(m, 1H, CH), 6.22 (s, 2H, 2-NH;), 7.91 (s, 1H, Ar-H) ppm.

>C NMR (101 MHz, DMSO-dy) & 31.20, 34.02, 39,92 (signal se prekriva z DMSO-
de) 46.19, 116.45, 157.87, 161.83, 164.94 ppm.

HRMS za CgHpNy ([M+H+]+): izraCunana masa 165,1140, izmerjena masa
165,1144.

22



4.4 Sinteza N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-1H-indol-2-
karboksamida (5) (glej shemo 3)

NYNHZ DMF, TBTU, Et;N, 2,5 h NH2

_N
H,N 43 %

Indol-2-karboksilno kislino (161 mg, 1 mmol) smo raztopili v N, N-dimetilformamidu
(72 mL) in dodali trietilamin (1,25 mL, 9 mmol). Nato smo dodali TBTU (1,060 g,
3,3 mmol). Po 15 minutah meSanja pri sobni temperaturi smo dodali spojino 4.
Reakecija je potekala 2,5 ure pri sobni temperaturi. Topilo smo odstranili pod znizanim
tlakom. Reakcijski zmesi smo dodali diklorometan in heksan in nastalo oborino
prefiltrirali na nuci preko filtrirnega papirja s pomoc¢jo vakuuma. Oborino smo sprali z
nasiceno vodno raztopino NaHCOj3, deionizirano vodo in dietiletrom. Produkt smo
ocistili s kolonsko kromatografijo. Uporabili smo mobilno fazo diklorometan/metanol

(11:1).

Izkoristek: 395 mg (43 %).

Barva: svetlo rumeni kristali.

Tralisea 270-273 °C.

IR (ATR): v 3397, 3246, 1637, 1541, 1477, 1418, 814, 775, 713, 574 cm’".

'"H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 1.86 (m, 1H, CH»), 1.98-2.13 (m, 1H, CH,), 2.59
(dd, 1H, J = 9.74, 15.64, CH,), 2.74 (m, 2H, CH,), 2.83-2.94 (m, 1H, CH,), 4.10-
4.27 (m, 1H, CHNH), 6.32 (s, 2H, 2-NH,), 7.04 (m, 1H, Ar-H), 7.13-7.24 (m, 2H, Ar-
H, Ar-H), 7.44 (dd,1H, J = 0.88, 8,24 Hz, Ar-H), 7.61 (dd, 1H, J=0.71, 7.93 Hz, Ar-
H), 8.00 (s, 1H, Ar-H), 8.43 (d, 1H, J = 7.68 Hz, NH-C=0), 11.58 (s, 1H, Ar-NH)
ppm.

3C NMR (101 MHz, DMSO-d¢) & 21.92, 30.12, 30.41, 44.78, 102.77, 112.26,
115.73, 119.66, 121.44, 123.24, 127.01, 131.68, 136.37, 157.89, 160.60, 161.61,
164.68 ppm.
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HRMS za C;7;H;7NsO ([M+H']"): izra¢unana masa 308,1509, izmerjena masa
308,1511.

Kolona Agilent Eclipse Plus Spum C18; mobilna faza: 0,1 % trifluoroocetna kislina
(A) in metanol (B); gradient: 90 % A do 10 % A v 20 minutah, 5 minut 10 % A, nato
5 minut do 90 % A; pretok 1,0 mL/min; volumen injiciranja: 10 pL; retencijski Cas:

13,882 min (99,00 % pri 254 nm, 99,00 % pri 280 nm); pretok 1,0 mL/min.

4.5 Sinteza metil 3-((6-(1H-indol-2-karboksamido)-5,6,7,8-
tetrahidrokinazolin-2-il)amino)-3-oksopropanoata (6) (glej shemo 3)

N._NH,metil 3-kloro-3- H
H ©O hOCWN/ oksopropanoat, L O |N\\(N WO\
@WH P OMF EtoN, 2t T T
e N

15 %
5 6

N-(2-amin-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-1 H-indol-2-karboksamid (5) (300 mg,
0,98 mmol) smo raztopili v N, N-dimetilformamidu (5 mL) in dodali trietilamin (158
pL, 1,08 mmol). Med meSanjem smo pocasi dodajali metil 3-kloro-3-oksopropanoat
(158 pL, 1,47 mmol). Na koncu smo dodali $e dimetilaminopiridin v kataliti¢ni
koliCini. Reakcija je potekala 21 ur pri sobni temperaturi. Po koncani reakciji smo
dodali 0,5 mL nasi¢ene raztopine NaHCO;3. Topilo smo odstranili pod zniZanim
tlakom. Produkt smo raztopili v diklorometanu (20 mL) in spirali z deionizirano vodo
(20 mL), z 10 % vodno raztopino citronske kisline (20 mL) in nasi¢eno vodno
raztopino NaHCO3 (10 mL). Produkt se je v vodni fazi oboril. Raztopili smo ga v
dioksanu (30 mL). Organsko fazo smo susili z Na>SOy4. Topilo smo odstranili pri
znizanem tlaku. Nato smo produkt ocistili s kolonsko kromatografijo, pri ¢emer smo

uporabili mobilno fazo diklorometan/metanol (30:1).
Izkoristek 59 mg (15%).

Barva: beli kristali.
T tatisee 190-192 °C.
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IR (ATR): v 3267, 1682, 1634, 1538, 1416, 1342, 1206, 1159, 771, 679 cm’".

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6) & 1.83-2.03 (m, 1H, CH,), 2.06-2.15 (m, 1H, CH,),
2.7-2.8 (m, 1H, CH>), 2.90 (m, 2H, CH>), 3.02-3.10 (m, 1H, CH>), 3.64 (s, 3H, CH3),
3.69 (s, 2H, CH,-C=0), 4.20-4.34 (m, 1H, CH-NH), 7.01-7.07 (m, 1H, Ar-H), 7.19
(m, 2H, Ar-H, Ar-H, 7.44 (dd, 1H, J=0.77, 8.25 Hz, Ar-H), 7.62 (d, 1H, J=7.72 Hz,
Ar-H), 8.39 (s, 1H, Ar-H), 8.48 (d, 1H, J = 7.56 Hz, NH-C=0), 10.68 (s, 1H, 2-NH-
C=0), 11.59 (s, 1H, Ar-NH) ppm.

C NMR (101 MHz, DMSO-d¢) & 27.51, 29.96, 30.47, 44.06, 44.18, 51.84, 54.90,
102.83, 112.26, 119.67, 121.45, 123.06, 123.27, 126.99, 131.60, 136.38, 155.35,
158.16, 160.68, 165.49, 168.13 ppm.

HRMS za C;H3Ns504 ([M+H']"): izraGunana masa 408,1672, izmerjena masa
408,1660.

Kolona Agilent Eclipse Plus Spum C18; mobilna faza: 0,1 % trifluoroocetna kislina
(A) in metanol (B); gradient: 90 % A do 10 % A v 20 minutah, 5 minut 10 % A, nato
5 minut do 90 % A; pretok 1,0 mL/min; volumen injiciranja: 10 pL; rentencijski Cas:

16,641 min (99,00 % pri 254 nm, 95,52 % pri 280 nm); pretok 1,0 mL/min.

4.6 Sinteza N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-4,5-dikloro-1H-
pirol-2-karboksamida (8) (glej shemo 4)

DMF, 2,2,2-trikloro-1- NH2
NH 4 5 1 H-plrol -2-il)etanon,
Y 2 35°C, 3 h
HoN 10 %

5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2,6-diamin (4) (250 mg, 1,5 mmol), Na,COs (159 mg, 1,5
mmol) in 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dikloro-1H-pirol-2-il)etanon (422 mg, 1,5 mmol) smo

raztopili v N,N-dimetilformamidu (6,5 mL) in meSali 3 ure pri temperaturi 35 °C.
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Reakcijsko zmes smo redCili z dietil etrom ter spirali z nasiceno vodno raztopino
NaHCOs in deionizirano vodo. Organsko fazo, kjer se je nahajal produkt, smo susili z
Na;S0Oy4. Produkt smo ocistili s kolonsko kromatografijo. Uporabili smo mobilno fazo
diklorometan/metanol/Et;N (900:100:1). Produkt smo raztopili v metanolu in dodali
etil acetat, ter prefiltrirali produkt na nuci ¢ez filter papir s pomocjo vakuuma.
Izkoristek 46,5 mg (10 %).

Barva: skoraj beli kristali.

Tratizge 305-313 °C (razpad).

IR (ATR): v 3853, 3735, 3401, 3312, 3202, 3111, 2930, 1598, 1438, 1389, 1336, 922,
770, 577 cm’.

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 1.71-1.86 (m, 1H, CH,), 1.92-2.06 (m, 1H, CH,),
2.46-2.55 (m, 1H signal prekrit z DMSO-ds, CH,), 2.64-2.76 (m, 2H, CH,), 2.76-
2.89 (m, 1H, CH;), 4.01-4.17 (m, 1H, CH>), 6.32 (s, 2H, 2-NH>), 6.97 (d, 1H, J=2.20
Hz, Ar-H), 7.97 (s, 1H, Ar-H), 8.07 (d, 1H, J=7.78, NH-C=0), 12.74 (s, 1H, Ar-NH)
ppm.

BC NMR (101 MHz, DMSO-ds) & 27.92, 30.03, 30.44, 44.65, 107.86, 109.89,
114.74, 115.51, 124.83, 158.11, 158.45, 162.07, 164.41 ppm.

HRMS za C;3H;4BrNsO ([M+H+]+): izraCunana masa 326,0575, izmerjena masa
326,0567.

Kolona Agilent Eclipse Plus Sum C18; mobilna faza: 0,1 % trifluoroocetna kislina
(A) in metanol (B); gradient: 90 % A do 10 % A v 20 minutah, 5 minut 10 % A, nato
5 minut do 90 % A; pretok 1,0 mL/min; volumen injiciranja: 10 pL; rentencijski Cas:

15,020 min (78,69 % pri 254 nm, 86,62 % pri 280 nm); pretok 1,0 mL/min.

4.7 Sinteza N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-4-bromo-1H-pirol-
2-karboksamida (9) (glej shemo 4)

DMF, 1-(4-bromo-
1 H-pirol-2-il)-2,2,2-
NH, trikloroetanon, 35 °C,

N N__NH,
| g 3h H O HCE/\(
HoN N ~ NN N
2 45 % \ I H 9
Br

4
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5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2,6-diamin (4) (257 mg, 1,56 mmol), Na,COs (165 mg,
1,56 mmol) in 1-(4-bromo-1H-pirol-2-il)-2,2,2-trikloroetanon (455 mg, 1,56 mmol)
smo raztopili v N,N-dimetilformamidu in meSali 3 ure pri temperaturi 35 °C.
Reakcijsko zmes smo red€ili z diklorometanom ter spirali z nasi¢eno vodno raztopino
NaHCOs in deionizirano vodo. Organsko fazo smo susili z Na;SOy4. Produkt smo

prekristalizirali iz etanola.

Izkoristek 237 mg (45%).

Barva: skoraj beli kristali.

Tratizge 275-278 °C.

IR (ATR): v 3404, 3311, 3198, 3062, 2940, 1633, 1530, 1437, 1330, 922, 770, 566
cm™.
'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 1.80 (m, 1H, CH3), 1.93-2.02 (m, 1H, CH,), 2.46-
2.55 (m, 1H, signal prekrit z DMSO-d¢, CH,), 2.67 -2.72 (m, 2H, CH;), 2.66-2.73
(m, 1H, CH;), 4.03-4.14 (m, 1H, CH-NH), 6.31 (s, 2H, 2-NH>,), 6.89 (d, 1H, J=1.57
Hz, Pyrr-H-3), 6.96 (d, 1H, J = 1.57 Hz, Pyr-H-5), 7.97 (s, 1H, Ar-4), 8.05 (d, 1H, J
=7.63, NH-C=0), 11.93 (s, 1H, Ar-NH) ppm.

>C NMR (101 MHz, DMSO-d) 8 28.01, 30.10, 30.49, 44.55, 94.84, 111.67, 115.60,
121.14, 126.84, 158.11, 159.05, 162.07, 164.44.

HRMS za C3H;4BrNsO ([M+H']"): izra¢unana masa 336,0451, izmerjena masa
336,0460.

Kolona Agilent Eclipse Plus Spm C18; mobilna faza: 0,1 % trifluoroocetna kislina
(A) in metanol (B); gradient: 90 % A do 10 % A v 20 minutah, 5 minut 10 % A, nato
5 minut do 90 % A; pretok 1,0 mL/min; volumen injiciranja: 10 pL; rentencijski Cas:

12,532 min (95,00 % pri 254 nm, 95,00 % pri 280 nm); pretok 1,0 mL/min.
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4.8 Sinteza N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-4,5-dibromo-1H-
pirol-2-karboksamida (10) (glej shemo 5)

DMF, Na,CO3 2,2,2-
trikloro-1-(4,5-dibromo-

N__NH, 1 H-pirol-2-il)etanon,
| \WN/ 35°C, 2,5 h
~

N
H O | \WN/
HoN = g N -
. 55 % \ I H
Br 10

5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2,6-diamin (4) (369 mg, 2,25 mmol) smo raztopili v N,N-

NH,

dimetilformamidu (9 mL), dodali uprasen Na,CO3 (238 mg, 2,25 mmol) in mesali 15
min pri sobni temperaturi. Nato smo dodali 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-
il)etanon (918 mg, 2,48 mmol). Reakcija je potekala 2,5 ure pri temperaturi 35 °C.
Topilo smo odstranili pri znizanem tlaku. Dodali smo diklorometan, v katerem se je
spojina raztopila. Nato smo dodali vodo, v kateri se je produkt oboril, zato smo
oborino prefiltrirali na nuci preko filtrirnega papirja s pomocjo vakuuma. Oborino
smo sprali z diklorometanom, nasiceno raztopino NaHCOs3, deionizirano vodo in

acetonom.

Izkoristek: 513 mg (55%).

Barva: svetlo rjavi kristali.

Talisea 309-312 °C.

IR (ATR): v 3136, 3113, 1667, 1596, 1596, 1429 cm™;

'H NMR (400 MHz, DMSO-d¢) & 1.80 (m, 1H, CH,), 1.88-2.07 (m, 1H, CH,), 2.46-
2.55 (m, 1H, signal prekrit z DMSO-dg, CH>), 2.69 (m, 2H, CH,), 2.81 (dd, 1H, J =
15.26, 4.46 Hz, CH;), 4.07 (m, 1H, CHNH), 6.31 (s, 2H, 2-NH,), 6.95 (s, 1H, Pyrr-
H-3), 7.98 (m, 2H, NH-C=0, Ar-H-4), 12.13 (s, 1H, Ar-NH) ppm;
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C NMR (101 MHz, DMSO-de) & 27.91, 30.01, 30.45, 44.59, 97.60, 104.63, 112.83,
115.52, 128.22, 158.1, 158.44, 162.08, 164.41 ppm.

HRMS za C;3H;3Br,NsO ([M+H']"): izraGunana masa 412.9554, izmerjena masa
413,9565.

Kolona Agilent Eclipse Plus Spum C18; mobilna faza: 0,1 % trifluoroocetna kislina
(A) in metanol (B); gradient: 90 % A do 10 % A v 20 minutah, 5 minut 10 % A, nato
5 minut do 90 % A; pretok 1,0 mL/min; volumen injiciranja: 10 uL; rentencijski Cas:

15,485 min (99,00 % pri 254 nm, 99,00 % pri 280 nm); pretok 1,0 mL/min.

4.9 Sinteza metil 3-((6-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5,6,7,8-
tetrahidrokinazolin-2-il)amino)-3-oksopropanoata (11) (glej shemo 5)

metil 3-kloro-3-

N NH oksopropanoat, N H 0
Y 2 DMF, Et3N, 23 h H o NOT\/\Y \n/\ﬂ/
—_— N N N
35 % Br \ I H 11

Br

N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-4,5-dibromo- 1 H-pirol-2-karboksamid

(10) (208 mg, 0,5 mmol) smo raztopili v N,N-dimetilformamidu (3 mL) in dodali
trietilamin (80 pL, 0,55 mmol). Med meSanjem smo pocasi dodajali metil 3-kloro-3-
oksopropanoat (81 pupL, 0,75 mmol). Po koncanem dodajanju smo dodali
dimetilaminopiridin v kataliticni koli¢ini. Reakcija je potekala 23 ur pri sobni
temperaturi. Po koncani rekaciji smo dodali 0,5 mL nasiene raztopine NaHCO3 in
raztopili reakcijsko zmes v diklorometanu (20 mL) ter spirali z 10 % vodno raztopino
citronske kisline (20 mL). Organsko fazo smo susili z Na;SO4. Topilo smo odparili
pod zniZzanim tlakom in produkt ocistili s kolonsko kromatografijo. Uporabili smo

mobilno fazo diklorometan/metanol (15:1).

Izkoristek 89 mg (35%).

Barva: skoraj beli kristali.

Tratisee 185-191 °C.
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IR (ATR): v 3366, 3161, 2951, 1718, 1635, 1509, 1332, 1221, 971, 821, 613 cm’".

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 1.80-1.95 (m, 1H, CH;), 1.96-2.09 (m, 1H, CH>),
2.60-2.72 (m, 1H, CH»,), 2.86 (dd, 2H, J = 6.14, 6.66 Hz, CH>), 2.98 (d, 1H, J = 4.46
Hz, CH;), 3.63 (s, 3H, CH3), 3.68 (s, 2H, CH,-C=0), 4.10-4.25 (m, 1H, CHNH),
7.01 (s, 1H, Pyrr-H-3), 8.09 (d, 1H, J = 7.42 Hz, NH-C=0), 8.37 (s, 1H, Ar-H-4),
10.67 (s, 1H, 2-NH-C=0), 12.71 (s, 1H, Pyrr-NH) ppm.

3C NMR (101 MHz, DMSO-d¢) & 27.39, 29.76, 30.43, 43.94, 44.04, 51.83, 97.75,
104.56, 112.92, 122.95, 128.02, 155.33, 158.14, 158.42, 165.45, 168.12 ppm.

HRMS za C7H;7Br,N504 ([M+H+]+): izraunana masa 513, 9726, izmerjena masa
513,9739.

Kolona Agilent Eclipse Plus Spm C18; mobilna faza: 0,1 % trifluoroocetna kislina
(A) in metanol (B); gradient: 90 % A do 10 % A v 20 minutah, 5 minut 10 % A, nato
5 minut do 90 % A; pretok 1,0 mL/min; volumen injiciranja: 10 pL; rentencijski Cas:

18,029 min (96,48 % pri 254 nm, 96,19 % pri 280 nm); pretok 1,0 mL/min.
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S REZULTATI IN RAZPRAVA

Pri spojinah, ki smo jih sintetizirali, se pojavlja problem topnosti v topilih, ki so

Vv v

VoW W

kolonsko kromatografijo znaten delez spojin ostal na koloni.

5.1 Komentar sinteznih postopkov

5.1.1 Sinteza (E)-N-(3-((dimetilamino)metilen)-4-oksocikloheksil)acetamida (2)

Na N-(4-oksocikloheksil)acetamid (1) se veze dimetilaminometilidenska skupina iz
DMF DMA, pri tem pa kot stranski produkt izstopi metanol. Spojino smo pripravili
po postopku iz literature (24).

5.1.2 Sinteza N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)acetamida (3)

Reakcija poteka v veC stopnjah. Najprej reagirata natrij in etanol in dobimo natrijev
etoksid. V naslednji stopnji natrijev etoksid reagira z gvanidinijevim hidrokloridom in
dobimo gvanidin, poleg tega pa nastaneta Se etanol in natrijev klorid. Nato smo dodali
(E)-N-(3-((dimetilamino)metilen)-4-oksocikloheksil)acetamid (2) in z gvanidinom
pride do ciklizacije, pri kateri izstopi dimetilamin. Reakcijo smo izvajali v argonovi
atmosferi, da smo preprecili oksidacijo amina. Spojino smo pripravili po postopku iz

literature (24).

5.1.3 Sinteza 5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2,6-diamina (4)
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V N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)acetamidu (3) smo s pomocjo NaOH
hidrolizirali amidno vez in nastal je amin. Spojino smo pripravili po postopku iz
literature (24). Reakcijsko zmes smo ekstrahirali z vodo in diklorometanom, ker pa so
bile necistote po prvem Cc¢isCenju Se vedno prisotne, smo ekstrakcijo nekajkrat
ponovili, nato pa smo organske faze sprirali Se z nasic¢eno raztopino NaCl in dobili

smo dovolj Cist produkt, iz katerega smo sintetizirali nadaljne spojine.

5.1.4 Sinteza N-(2-amin-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-1H-indol-2-
karboksamida (5)

Spojino smo pripravili z reakcijo nukleofilne substitucije hidroksilne skupine v indol-
2-karboksilni kislini s 5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2,6-diaminom (4), katerega smo
pripravili po postopku iz literature (24). Poleg Zelene spojine smo dobili tudi stranski
produkt. Poskusali smo ga spirati z dietil etrom, vendar smo s tem sprali tudi del
produkta. Vecji izkoristek smo dobili tako, da smo vzorec spirali z diklorometanom.
Matic¢nici smo dodali heksan in produkt se je oboril, tako da smo ga lahko odfiltrirali
na nuci. Oborino smo spirali z natrijevim hidrogen karbonatom, vodo in dietil etrom.
Kljub zgornjemu postopku izolacije je bilo potrebno vzorec ocistiti Se s kolonsko
kromatografijo z uporabo mobilne faze DKM/MeOH v razmerju 11:1.

Z dietil etrom je produkt potrebno spirati v majhnih koli¢inah, ker se poleg necistot z
njim spere tudi nekaj vzorca, kar mo¢no vpliva na kon¢ni izkoristek.

Mehanizem nastanka amidne vezi z aktivacijo s TBTU je opisan na shemi 6.
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Shema 6: Mehanizem reakcije tvorbe amidne vezi s TBTU (25)

5.1.5 Sinteza metil 3-((6-(1H-indol-2-karboksamido)-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-
2-il)amino)-3-oksopropanoata (6)

Spojino smo pripravili z nukleofilno substitucijo klora v metil malonil kloridu z N-(2-
amin-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-1H-indol-2-karboksamidom (5). Metil 3-kloro-
3-oksopropanoat smo pocasi dodajali k N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-
1 H-indol-2-karboksamidu (5) ob prisotnosti EtsN, ki je vezal kloridne ione. Na koncu
reakcije smo dodali natrijev hidrogen karbonat za nevtralizacijo klorovodikove
kisline, ki bi utegnila biti Se prisotna v reakcijski zmesi. Produkt smo raztopili v DKM
in dodali vodo, zaradi katere se je produkt oboril in nacrtovana ekstrakcija ni bila
mogoc¢a. Oborino smo prefiltrirali na nuc¢i s pomoc¢jo vakumske crpalke. Nato smo
oborino spirali z 10 % vodno raztopino citronske kisline in natrijevim hidrogen
karbonatom, vendar so v vzorcu Se vedno ostale necistote. Teh kljub dodatnemu
spiranju nismo uspeli odstraniti in odlo¢ili smo se za Cc¢iS¢enje s kolonsko

kromatografijo. Izkoristek je bil nizek, ker je veliko vzorca ostalo na koloni.
Iz spojine 6 smo v nadaljnji fazi zeleli pripraviti kislino s hidrolizo estra. Zaceli smo

tako, da smo vzorec raztopili v THF in raztopino ohladili na 0 $C. Nato smo dodali

NaOH (1M) in mesali deset minut pri tej temperaturi, nato je reakcija potekala pri
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sobni temperaturi. Na zacetku se je hidrolizirala majhna koli¢ina estra, v nadaljnjem
poteku reakcije pa je hidroliza potekla na amidu in tako smo prisli do spojine 4.
Sklepali smo, da je nastanek spojine posledica tega, da je NaOH premocna baza.
Odlocili smo se za Sibkejsi LiOH (1M) in postopek ponovili enako kot pri NaOH,
vendar smo prisli do enakega razultata in reakcije nismo ve¢ nadaljevali v tej smeri, bi
bilo pa smiselno poskusiti $e hidrolizo estra z Lil, tako kot je opisano v literaturi (26).
Da smo namesto kisline prisSli do amina, smo opazili pri NMR spekru, saj smo na
spektru dobili signal, ki pripada vodikoma iz aminske skupine, tako kot pri spojini 4,
manjkal pa je signal, ki bi moral pripadati vodikom, ki se nahajajo na verigi pripeti na

amid.

5.1.6 Sinteza N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-4,5-dikloro-1H-pirol-2-
karboksamida (8)

Spojino smo pripravili z reakcijo nukleofilne substitucije triklorometilne skupine v
2,2,2-trikloro-1-(4,5-dikloro- 1 H-pirol-2-il)etanonu s 5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2,6-
diaminom (4). 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dikloro-1H-pirol-2-il)etanon smo pripravili po
postopku iz literature (27). Kon¢ni produkt, spojino 8 smo redc¢ili z dietil etrom ter
spirali z natrijevim hidrogen karbonatom in vodo. Produkt smo najprej Cistili s
kolonsko kromatografijo. Ker vse necistote niso ostale na koloni, smo se odlocili Se za
prekristaliziracijo iz metanola, vendar je bil tudi ta postopek ciS€enja neuspeSen.
Zaradi postopkov c¢iS€enja je bil izkoristek reakcije nizek. Na vpliv rezultatov
bioloskega testiranja lahko vplivajo tudi necistote, ki so prisotne v vzorcu, saj vzorca
nismo uspeli zadovoljivo ocistiti (> 95 %) za bioloSka testiranja. Vecjo cistost

produkta bi lahko dosegli, ¢e bi ga ¢istili na reverznofazni koloni.

5.1.7 Sinteza N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-4-bromo-1H-pirol-2-

karboksamida (9)
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Spojino smo pripravili z reakcijo nukleofilne substitucije trikloro metilne skupine v 1-
(4-bromo-1H-pirol-2-il)-2,2,2-trikloroetanonu s 5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2,6-diami-
nom (4). 1-(4-bromo-1H-pirol-2-il)-2,2,2-trikloroetanon smo pripravili po postopku iz
literature (27). Produkt, ki smo ga raztopili v DKM ter ga nato spirali z NaHCOj3 in
vodo, je Se vedno vseboval necistote. V liju lo€niku se nam je oborila majhna koli¢ina
produkta skupaj z necistotami. Enak rezultat smo dobili tudi pri ponovnem spiranju.
Poskusili smo tudi red¢enje z dietil etrom, ki je bilo neuspesno. Produkt smo poskusili
raztopiti v metanolu, vendar se je pokazala slaba topnost spojine v tem topilu. Ker
smo Zeleli produkt ocistiti s kolonsko kromatografijo, smo ga raztapljali tudi v
mobilni fazi DKM/MeOH/Et;N 900/100/1, kjer se produkt ni topil v zadostni meri.

Konc¢no spojino smo uspesno ocistili s prekristalizacijo iz etanola.

5.1.8 Sinteza N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-4,5-dibromo-1H-pirol-
2- karboksamida (10)

Spojino smo pripravili z reakcijo nukleofilne substitucije triklorometilne skupine v
2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etanonu s 5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2,6-
diaminom (4). 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)etanon smo pripravili
popostopku iz literature (27).

Spojino 4 smo raztopili v DMF in dodali upraSen natrijev karbonat za zagotovitev
bazi¢nih pogojev. Kasneje smo dodali 3,4-dibromotrikloroacetilpirol. Pri 3,4-
dibromotrikloroacetilpirolu zaradi induktivnega efekta kisika in klorovih atomov v
trikloro-acetilni skupini na ogljiku nastane primankljaj elektronov in nanj se veze
nukleofilni dusik iz spojine 4, odcepi pa se triklorometilna skupina (shema 7). Po
koncu reakcije smo surov produkt raztopili v diklorometanu, ob dodatku vode pa se je
produkt oboril in namesto predvidene ekstrakcije smo oborino prefiltrirali na nuci.

Produkt smo s spiranjem uspeli popolnoma ocistiti.
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Shema 7: Mehanizem reakcije tvorbe amidne vezi izhajajo¢ iz 3,4-

dibromotrikloroacetilpirola

5.1.9 Sinteza metil 3-((6-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)-5,6,7,8-
tetrahidrokinazolin-2-il)amino)-3-oksopropanoata (11)

Spojino smo pripravili z reakcijo nukleofilne substitucije klora v metil malonil kloridu
z N-(2-amino-5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-6-il)-4,5-dibromo- 1 H-pirol-2-karboksami-
dom (10). Metil 3-kloro-3-oksopropanoat smo pocasi dodajali k spojini 10 v
prisotnosti Et3N, ki je vezal spro$¢ene kloridne ione. Na koncu reakcije smo dodali
natrijev hidrogen karbonat za nevtralizacijo morebitno Se prisotne klorovodikove
kisline. Produkt reakcije smo raztopili v diklorometanu in ga Zeleli ocistiti s spiranjem
z 10% vodno raztopino citronske kisline, z NaHCO3 in z nasi¢eno vodno raztopino

NaCl. Kljub temu smo na koncu produkt morali Cistiti Se s kolonsko kromatografijo.

Tudi ta produkt smo Zeleli uporabili za sintezo karboksilne kisline, vendar smo se pri
hidrolizi sre€ali z enakim problemom, kot pri pripravi kisline iz spojine 6. Prav tako
smo izvedli reakciji z NaOH in LiOH in pri obeh je prislo do hidrolize amida. To smo
opazili pri NMR spekru, ki je bil enak kot pri spojini 6. Tudi pri tej spojini Se nismo

poskusili reakcije hidrolize estra z Lil.

Spojina 11 je od vseh spojin, ki smo jih sintetizirali, izkazala najboljSo aktivnost na

girazo (poglavje 5.3).

5.2 Modeliranje

V Protein Data Bank (PDB) je dostopnih vec¢ kristalnih struktur giraze B iz razli¢nih

mikroorganizmov. Za modeliranje smo uporabili strukturo 4DUH iz bakterije E. coli.
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Da se spojina veze v hidrofobni zep aktivnega mesta giraze, mora tvoriti donorske in
akceptorske vodikove vezi z vodo in aspartatom na eni strani in akceptorsko vodikovo
vez z argininom. Vmesni del spojine povezuje zacetni in kon¢ni del spojine in mora
biti primerno velik, da se spojina lahko veZe v hidrofobni Zep. Prevelike spojine so
neaktivne, saj ostanejo izven vezavnega mesta. Pri tem je potrebno upostevati dejstvo,
da je hidrofobni Zep v bakteriji Staphylococcus aureus manj$i kot v bakteriji

Escherichia coli.

Spojino 10 je doc. dr. Tihomir Tomasi¢ “sidral”' v vezavno mesto giraze. Na sliki 13
se vidita vodikovi vezi med karboksilno skupino Asp 73 in pirolnim NH ter med Asp
73 in amidnim kisikom, ki je na Asp 71 povezan preko molekule H,O. Na drugem
koncu spojine je interakcija kationa s m vezjo aromatskega obroca tj. interakcija med
Arg 136 in med aromatskim obrocem. Vse tri interakcije so pomembne za afiniteto
spojine do vezavnega mesta. Tako smo predvideli veliko verjetnost za vezavo spojine
10 v aktivho mesto giraze B in njeno inhibitorno aktivnost, katero smo kasneje

potrdili z bioloskimi testi.

Slika 13: Spojina 10 v aktivhem mestu giraze

1 “docking” (angl.) prevajamo v slovenscino kot “sidranje”
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5.3 BioloSko testiranje spojin

In vitro testiranje spojin na inhibicijo giraze B iz E. coli je izvedel doc. dr. Janez Ilas.

Za testiranje je uporabil set E. coli mikroplo$¢ podjetja Inspiralis. Set je vseboval

encim girazo, substrat DNA plazmida, pufer za red¢enje encima, pufer za dolocanje

aktivnosti, pufer za spiranje in oligonukleotid. Postopek za doloCanje aktivnosti se

izvaja po patentu podjetja Plant Biosciences Ltd (28).

Po dodatku flourescen¢nega barvila je plos¢e vstavil v Ccitalec flourescence

mikroploS¢, izmeril intenziteto flourescence pri valovni dolzini 630 nm (valovna

dolzina vzbujanja je bila 495 nm) in iz rezultata flourescence izraunal koncentracijo

spojine, ki povro¢i 50 odstotno inhibicijo encima (ICsp) in je merilo inhibitorne

jakosti spojine (28). Rezultati so podani v tabeli 1.

Spojina ICso [uM]
N_ _NH, 293 +6,0
O N
PHOS
N N N
H neaktivna
o NN O
H N | N (0] (@]
| H 6
5,67 +1,39
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N
HoJ | Y
N N N
Br\B\j)‘\H 10
Br

2,60 +0,76

H
N_ _N O
HO |Y\ﬂ/\ﬂ/
N N N O O
=) H 1
Br

Tabela 1: Rezultati bioloskega testiranja sintetiziranih ciljnih spojin na inhibicijo

giraze B iz E. coli

Med testiranimi spojinami se je kot drugi najmoc¢nejsi inhibitor giraze B iz E. coli
izkazal dibromopirol 10 (ICsy = 2,90 uM), ustrezen monobromopirol 9 je desetkrat
Sibkejsi inhibitor giraze B (ICso = 35,3 uM), analogna spojina brez bromo
substituentov 6 pa je popolnoma neaktivna (tabeli 1 rezultat ni prikazan). Dikloropirol
8 je tudi dober inhibitor giraze B (ICsp = 5,67 uM), vendar je njegovo inhibitorno
delovanje SibkejSe od ustreznega dibromopirola 10. Zamenjava dibromopirola z
indolom (spojina 5), zmanjsa inhibitorno aktivnost (5; ICsp = 29,3 pM). Uvedba N-
(metilmalonilnega) acilnega substituenta v spojino 10, ki vodi do spojine 11, ojaca
inhibitorno delovanje (ICso = 2,60 uM). Ta spojina je najmocnejsi inhibitor giraze B
iz E. coli izmed spojin, ki smo jih testirali. Primerjava ICso spojin 11 in 6 pokaze, da
je zamenjava dibromopirola z indolom v kombinaciji z N-metilmalonilnim acilnim

substituentom neugodna za inhibitorno delovanje.
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V vezavnem mestu giraze B je pirolni del spojine (dibromopirol, indol) zelo
pomemben zaradi interakcij z Asp 73 in vodno molekulo. Indol je usmerjen stran od
hidrofobnega Zepa in to vodi do manjSe inhibicije. Za vezavo z argininom imajo
boljSo aktivnost kisle spojine in manj gibljive spojine. Alkilna veriga je zelo gibljiva,
kar posledi¢no pomeni manjSo aktivnost. Spojine s prosto karboksilno skupino so se v
drugih primerih izkazale za bolj aktivne od estrov, vendar jih iz nasih spojin nismo
uspeli pripraviti. Verjetno bi imela kislina 12, pripravljena iz spojine 11 dobro
aktivnost, za kislino 7, pripravljeno iz spojine 6 pa sklepamo, da bi bila prevelika za

dobro vezavo v vezavno mesto giraze B.
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6 SKLEP

Zaradi problema odpornosti mikroorganizmov na delovanje antibiotikov je smiselno
raziskovanje v smeri novih protimikrobnih u¢inkovin. V tej magistrski nalogi smo se
posvetili sintezi spojin, ki zavirajo DNA girazo B. Pokazali smo, da imajo nekatere od

teh spojin dobro zaviralno aktivnost na omenjeni encim.

Med Sestimi derivati 5,6,7,8-tetrahidrokinazolin-2,6-diamina, ki smo jih pripravili in
so bili nato ovrednoteni kot zaviralci DNA giraze B, so se dibromo derivati izkazali
za bolj aktivne od indolnih in dikloro derivatov. Tudi monobromo piroli so manj
aktivni od dibromo pirolov. Pri spojinah z indolnim delom je bila ena od spojin
neaktvina. Predvidevali smo, da je indolni obro¢ prevelik za umestitev v hidrofobni

Zep.

Pri nadaljevanju razvoja teh spojin je smiselno ohraniti del z dibromopirolom, ki je
zelo pomemben del spojine, saj interagira z ostankom arginina in vodno molekulo v
hidrofobnem Zzepu aktivnega mesta. Dibromo piroli se prilegajo aktivnemu mestu
obeh bakterij, tako S. aureus kot tudi E. coli. Pri vseh spojinah, ki smo jih sintetizirali,
se pojavi problem topnosti v organskih topilih, zato jih je tezje ocistiti, kar je eden

izmed razlogov, da so izkoristki reakcij slabi.

Za sam vstop v bakterijo je problemati¢na prisotnost karboksilne skupine v
sintetiziranih spojinah, zato bo §lo nadaljevanje razvoja v smeri priprave derivatov

pripravljenih karboksilnih kislin.

Kot pozitivno se je pri spojinah izkazalo krajSanje verige med kinazolinskim obro¢em
in amidom. ICs vrednost spojine 10, ki je brez vimesnega C atoma je 2,9 uM, spojina

X, ki ima vmesni C atom, pa ima ICsy 108 pM.
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