UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

JASNA GRAH

SINTEZA DERIVATOV 3-AMINOBENZONITRILA S POTENCIALNIM
PROTIBAKTERIJSKIM DELOVANJEM

MAGISTRSKA NALOGA

MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM INDUSTRIJSKA FARMACIJA

Ljubljana, 2014



Univerza v Ljubljani
Fakulteta za farmacijo

JASNA GRAH

SINTEZA DERIVATOV 3-AMINOBENZONITRILA S POTENCIALNIM
PROTIBAKTERIJSKIM DELOVANJEM

SYNTHESIS OF 3-AMINOBENZONITRILE DERIVATIVES WITH POTENTIAL
ANTIBACTERIAL ACTIVITY

MAGISTRSKA NALOGA

MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM INDUSTRIISKA FARMACIJA

Ljubljana, 2014



Eksperimentalni del magistrske naloge sem opravljala na Katedri za farmacevtsko kemijo,
Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani, pod mentorstvom prof. dr. Marije Sollner
Dolenc, mag. farm. Spektroskopske meritve so bile opravljene na Fakulteti za farmacijo
Univerze v Ljubljani, Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani in

na Institutu Jozef Stefan v Ljubljani.

ZAHVALA

Iskreno se zahvaljujem mentorici prof. dr. Mariji Sollner Dolenc, mag. farm. za strokovno
pomoc, za vzpodbudne besede in za ves vlozen trud. Najlepsa hvala tudi vsem ostalim
¢lanom Katedre za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani, da so
mi pomagali pri eksperimentalnem delu, Se posebej pa bi se zahvalila ge. Damjani Zalar.

Hvala tudi mojim domacim, da so mi stali ob strani skozi §tudij in verjeli vame.

IZJAVA

Izjavljam, da sem magistrsko nalogo izdelala samostojno pod vodstvom mentorice prof. dr.
Marije Sollner Dolenc, mag. farm.

Ljubljana, 2014 Jasna Grah

Predsednik magistrske komisije: prof. dr. Stanko Sr¢i¢

Clan magistrske komisije: doc. dr. Simon Zakelj



Jasna Grah: Sinteza derivatov 3-aminobenzonitrila s potencialnim protibakterijskim delovanjem

KAZALO VSEBINE

1. L BAKEEITJE ettt
1. 1. 1. Zgradba bakterijsSke CEliCE .........covviiiiiiiieie e

1. 2. Definicija pojmov antibiotik in kemoterapeVvtiK...........cccccevvveriiiiiineieie e
1. 3. Kemijska zgradba DNA Vv baKterijah..........cccccoovviiiiiiicccc e
1. 4. Podvojevanije ali replikacija DNA pri bakterijah ...........c.cccooveviiiiiiiiiiiiesecce e
1. 5. DNA LOPOIZOMEIAZE ....cuveceieiieeiteeiesieeste e st e ste et s e ste e e sta e te e beaseesraenesnaesreeseaneesres
1.5, 1 DINA QITAZA....cuiiieiieeie e seeie st st ste et e te e teeae e s teebeanaesraeteeneesteeneeaneenreas
1.5. 1. 1. Zgradba DNA QIFQZE ......ccceiiiieieiee et

1. 6. Inhibitorji topoizomeraz tipa HA ..o
1. 6. 1. Inhibitorji podenote B DNA QIF8ZE .......cccooeiiiiiiiiiieieese e
1.6. 1. 1. Aminokumarini in Njihovi analogi ............ccoevviiiiiiieniee,

1.6. 1. 2. CIKIOtIAHAINT ...ccviiiiiccee s 10

1. 6. 2. Inhibitorji, ki nimajo definiranega nacina vezave na topoizomeraze tipa [IA 11

1. 6. 3 Inhibitorji, ki se veZejo na katalitsko jedro topoizomeraz tipa IIA .................. 12
CNAMEN DELA ettt 17
2. 1. REAKCIJSKA SNEMA .....cuveciiiiiiccie ettt et reere e 19
. MATERIALI IN METODE ... 21
3u L IMIALEIIANT . 21
BL2. IMIBLOUE .. ...t bbbttt 21
3. 2. 1 Kromatografske MELOUE ...........coveiiiiiii e 21

3. 2. 2. Spektroskopske MEtOdE .........c.coiiiiiiiiiece e 22
3.2.3 DOloCanje taliSCa.......coviiriereieiie i 22

. EKSPERIMENTALNIDEL ..ottt 23
4.1. Sinteza N-(3-cianofenil)acetamida (1)........ccoorrereniiiieiieieeeee e 23
4.2. Sinteza N-(3-(N"-hidroksikarbamimidoil)fenil)acetamida (2)..........ccccovvrvrvninnnn. 24



Jasna Grah: Sinteza derivatov 3-aminobenzonitrila s potencialnim protibakterijskim delovanjem

4.3. Sinteza etil 3-((((3-acetamidofenil)(amino)metilen)amino)oksi)-3-oksopropranoata

() PSSR 25
4.4. Sinteza etil 2-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) acetata (3)............c...... 27
4.5 Sinteza 3-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) propanojske kisline (4)....... 28

4.6 Sinteza hidroklorida 3-(3-(3-aminofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) propanojske kisline

(5) toveere e e ee ettt et en ettt r s n et 29
4.7 Sinteza 3-(5-metil-1,2,4-oksadiazol-3-iD)anilina (6).........cccccevvrveivenisieieese e, 31
4.8. Poskus sinteze N-(3-cianofenil)-1H-indol-2-karboksamida (7) .......ccceevrvereiinnnnenn 32
4.9 Sinteza N-(3-cianofenil)-1H-indol-2-karboksamida (7) .......cccccoeveiiiiininniniien, 33
4.10 Sinteza N-(3-(N'-hidroksikarbamimidoil)fenil)-1H-indol-2-karboksamida (8) ...... 35
4.11. Sinteza 4,5-dibromo-N-(3-cianofenil)-1H-pirol-2-karboksamida (10) .................. 36
4.12 Sinteza 4,5-dibromo-N-(3-(N'-hidroksikarbamimidoil)fenil)-1H-pirol-2-
T 010 T g o = 1 TSR 37

4.13 Poskus sinteze 3-(3-(3-(1H-indol-2-karboksamido)fenil)-1,2,4-oksadiazol-5 il)
PropanojSKe KISIINE (L12) ......cviiieieeie sttt sre e enes 39

4.14. Sinteza 3-(3-(3-(1H-indol-2-karboksamido)fenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il)

PropanojSke KiSHNE (13) ..c.eeeeieiiiiiieiiseeiee et 40
.REZULTATI IN RAZPRAVA ..ttt 42
5.1. Uvedba acetamidne zasc¢ite v 3-aminobenzonitril............ccccoovvieiiiiiiieni e, 42
5.2. Tvorba amidoKSImMOV 2, 8 1N 11.....eeeiiiiiiii et 42
5.3. Tvorba 3,5-disubstituiranih-1,2,4-oksadiazolov 3, 4 in 13 ..........ccccocieiiinencnnnn, 44
5.4. Poskus sinteze amida 7 preko Kislinskega Klorida..............ccccccovveviiiiiiieie e, 46
5.5. Tvorba amidov 7, 10 in 12 z 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazinom ..........cc.ccocevvvneinenne, 47
5.6. Hidroliza amidne vezi — sinteza SPojin 5N B........cccecvvevieiiiiic i, 48

B. SIKLEP ...ttt ettt ae e b b e 51
T LITERATURA ettt ettt b e bt e bt e sae et e e beeenne e 53



Jasna Grah: Sinteza derivatov 3-aminobenzonitrila s potencialnim protibakterijskim delovanjem

I. POVZETEK

Poznamo razli¢ne mikroorganizme, kot so bakterije, arheje, glive, prazivali in alge, mnoge
izmed njih pa lahko povzroajo razlicne zdravstvene tezave tudi ljudem. Veliko skrb
povzrocajo bakterijske okuzbe, saj postajajo bakterije vedno bolj odporne na
protimikrobne ucinkovine. Zato je pomembno in smiselno razvijati nova zdravila za
okuzbe z bakterijami. NajpogostejSa zdravila za bakterijske okuzbe so antibiotiki in
kemoterapevtiki. Protibakterijska zdravila delujejo na ve¢ tar¢, na sintezo celi¢ne stene, na
sintezo beljakovin, na esencialne metabolne poti, na zunanjo celiéno membrano in seveda
na sintezo nukleinskih kislin. Ena izmed zelo pomembnih tar¢ novih protibakterijskih
ucinkovin v zadnjih letih je DNA giraza. DNA giraza je bakterijski encim, ki spada med
topoizomeraze tipa IIA. Odkrita je bila leta 1976 v E. coli, njena posebnost je sposobnost
negativnega dodatnega zvitja dvojne vijacnice. Negativno dodatno zvitje DNA pomeni, da
je DNA dodatno zvita v nasprotni smeri zavojev dvojne vijacnice. Giraza sodeluje pri
zaCetku DNA replikacije in odstranjuje pozitivno dodatno zvitje verig nukleinskih Kislin.
DNA giraza ima heterotetramerno strukturo. Sestavljena je iz dveh razli€nih podenot Gyr
Ain Gyr B.

V okviru magistrske naloge smo sintetizirali derivate 3-aminobenzonitrila s potencialnim
inhibitornim delovanjem na B podenoto DNA giraze, ki je odgovorna za vezavo in
hidrolizo ATP molekule. V prvem sklopu smo najprej v 3-aminobenzonitril uvedli
acetamidno skupino (N-(3-cianofenil)acetamid (1)), ki je sluzila kot zas¢itna skupina za
aminsko skupino. Iz tako pripravljenega nitrila smo nato s pomocjo hidroksilamonijevega
klorida tvorili amidoksim N-(3-(N"-hidroksikarbamimidoil)fenil)acetamid (2) in iz tega s
pomocjo derivatov karboksilnih kislin (sukcinanhidrid in etilmalonil klorid) sintetizirali
3,5-disubstituirane 1,2,4-oksadiazole: etil 2-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il)
acetat (3) in 3-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) propanojsko Kislino (4).
Odstranitev acetamidne zasc¢itne skupine je pri spojini (3) potekala v neZeleno smer, tako
da smo izolirali 3-(5-metil-1,2,4-oksadiazol-3-il)anilin (6).

To je bil tudi vzrok, da smo zeleli preizkusiti drugo sintezno pot za pripravo konénih
spojin. Tako smo skusali najprej acilirati 3-aminobenzonitril z ustrezno kislino (indol-2-
karboksilno kislino in 4,5-dibromopirol-2-karboksilno kislino). Dokazali smo, da je ta pot
glede izkoristkov in enostavnosti izolacije produktov optimalnejSa od prvotno izbrane.

Ugotovili smo tudi, da je optimalni sklopitveni reagent za tvorbo amidov N-(3-cianofenil)-
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1H-indol-2-karboksamida (7) in 4,5-dibromo-N-(3-cianofenil)-1H-pirol-2-karboksamida
(10) 2,4,6-trikloro-1,3,5- triazin (TCT).

Iz  pripravljene  spojine 7 smo nato  tvorili  amidoksim  N-(3-(N'-
hidroksikarbamimidoil)fenil)-1H-indol-2-karboksamid (8), ki smo ga ciklizirali v 1,2,4-
oksadiazol: 3-(3-(3-(1H-indol-2-karboksamido)fenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) propanojsko
kislino (13). Iz pripravljene spojine 10 pa smo tvorili amidoksim 4,5-dibromo-N-(3-(N'-
hidroksikarbamimidoil)fenil)-1H-pirol-2-karboksamid (11).

Spojine 3, 4 in 13 so bile testirane na inhibicijo DNA giraze, pri ¢emer smo ugotovili, da

ima spojina 4 minimalno inhibicijo pri 100 uM koncentraciji.
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I1. ABSTRACT

In our world exist different types of microorganisms, among them bacteria, archaea, fungi,
protozoa and algae, many of which are also cause of different health problems in human
population. These days, bacterial infections are cause for huge concern, because bacteria
are becoming more and more resistant to antimicrobial drugs. That's why the research and
development of new antibacterial drugs is so meaningful and important. Most widely used
drugs for bacterial infections are antibiotics and chemotherapeutics. Antibacterial agents
are acting on several targets, which are synthesis of cell wall, essential metabolic
pathways, outer cell membrane and of course the synthesis of nucleic acids. Lately DNA
gyrase has been a very important target for new antibacterial substances. DNA gyrase is a
bacterial enzyme from topoisomerase 1A family. It has been discovered in year 1976 in E.
coli and its speciality is negative supercoiling of DNA double helix. Gyrase is involved at
the beginning of DNA replication, when it removes positive supercoils of nucleic acid
strands. The structure of DNA gyrase is a heterotetramer. It's composed of two different
subunits, Gyr A and Gyr B.

In frame of this masters thesis we synthesized derivatives of 3-aminobenzonitril that could
potentially inhibit B subunit of DNA gyrase, which is responsible for binding and
hydrolysis of ATP molecule. In first set of syntheses we introduced acetamide group into
3-aminobenzonitrile (N-(3-cyanophenyl)acetamide (1)), which was then used as protecting
group for amine functional group. From so prepared nitrile we then with help of
hydroxylammonium chloride synthesized amidoxime N-(3-(N'-
hydroxycarbamimidoyle)phenyl)acetamide (2), from which 3,5-disubstituted 1,2,4-
oxadiazole ethyl 2-(3-(-3-acetamidophenyl)-1,2,4-oxadiazole-5-yl) acetate (3) and 3-(3-(3-
acetamidophenyl)-1,2,4-oxadiazole-5-yl) propanoic acid (4) were synthesized with help of
carboxylic acid derivatives (succinic anhydride and ethylmalonyl chloride). Removal of
acetamide protecting group in compound (3) didn't proceed the way we wanted it to and
we isolated 3-(5-methyl-1,2,4-oxadiazole-3-yl)aniline (6).

That's why we wanted to try out another synthetic pathway to get our final compounds.
First we tried to acylate 3-aminobenzonitrile with adequate acid( indole-2-carboxylic acid
and 4,5-dibromopyrrole-2-carboxylic acid). We found out that 2,4,6-trichloro-1,3,5-
triazine (TCT) is optimal coupling reagent for synthesis of amides N-(3-cyanophenyl)-1H-
indole-2-carboxamide (7) and 4,5-dibromo-N-(3-cyanophenyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide

(10). From  compound 7 we then formed amidoxime  N-(3-(N'-
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hydroxycarbamimidoyle)phenyl)-1H-indole-2-carboxamide (8), which we then cyclised
into 1,2,4-oxadiazole: 3-(3-(3-(1H-indole-2-carboxamido)phenyl)-1,2,4-oxadiazole-5-yl)
propanoic acid (13). From compound 10 we then formed amidoxime 4,5-dibromo-N-(3-
(N'-hydroxycarbamimidoyle)phenyl)-1H-pyrrole-2-carboxamide (11). We then tested
compounds 3, 4 and 13 on their inhibition of DNA gyrase. We found out that compound 4

exhibits minimal inhibition at concentration of 100 pM.

Vi
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1. UvVOD

Mikroorganizmi se nahajajo vsepovsod, tako v zemlji, vodi in zraku kot tudi na in v
Cloveskem organizmu (1, 2). Med mikroorganizme uvrS€amo bakterije, arheje, glive,
prazivali in alge. Bakterije spadajo med prokariontske organizme, medtem ko arheje, glive,
prazivali in alge spadajo med evkariontske organizme (3).

Bakterije so lahko za ¢loveka koristne, lahko pa povzrocajo bolezen (2). Za preprecevanje
in zdravljenje bakterijskih infekcij pri ljudeh in Zivalih se uporabljajo protimikrobne
uc¢inkovine. Uporaba le teh lahko povzroci odpornost bakterij nanje. V zadnjih letih se je
bakterijska odpornost na protimikrobne u¢inkovine poveéala po vsem svetu (4). Cim veéja
je uporaba protibakterijskih ucinkovin, ve¢ja je tudi odpornost. Velikokrat zdravniki
predpiSejo protibakterijska zdravila, ko to sploh ni potrebno (npr. pri virusnih okuzbah).
Pri virusnih okuzbah protibakterijske u¢inkovine ne ucinkujejo. Ce zdravimo virusne
okuzbe npr. z antibiotiki, naredimo ve¢ $kode kot koristi, saj naredimo stroske obicajno za
zavarovalnico, skodujemo bolniku, ki jemlje npr. antibiotike (nezeleni uéinki zdravila,
unicevanje Crevesne flore) in tudi poveCamo moznost za razrast bakterij, ki so na antibiotik
neobcutljive (2).

V zadnjih dveh desetletjih se je moc¢no povecala bakterijska rezistenca na obstojeca
zdravila. Mnogi patogeni sevi so postali odporni na skoraj vse glavne razrede
protibakterijskih uc¢inkovin. To predstavlja pomembno in vedno ve¢jo nevarnost za javho
zdravje. Od leta 2000 je FDA (ang. Food and Drug Administration) odobrila samo dve
protibakterijski u¢inkovini (daptomicin in linezolid), ki delujeta preko novih mehanizmov,
sta pa obe neucinkoviti proti infekcijam povzroc¢enih z Gram negativnimi bakterijami. Zato
je nujna potreba po novih protibakterijskih zdravilih (5).

1. 1. Bakterije

Bakterija meri v dolzino od 0,3 um do 20 um, medtem ko je premer veéine bakterij okrog
I um. Glede na barvanje po Gramu razdelimo bakterije na po Gramu pozitivne in na po
Gramu negativne. Bakterije se razlicno obarvajo po Gramu zaradi razli¢ne zgradbe celi¢nih
sten. Po Gramu pozitivne bakterije se obarvajo modrovijolicasto, medtem ko se po Gramu
negativne bakterije obarvajo rdeCe. Celi¢na stena oblikuje bakterijsko celico. Po obliki

lo¢imo kroglaste (koki) in palicaste (bacili) ter spiralne bakterije (spirohete) (6).
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1. 1. 1. Zgradba bakterijske celice

Bakterijska celica je znotraj napolnjena s citoplazmo, ki jo zunaj obdaja selektivno
prepustna citoplazemska membrana. Citoplazemsko membrano obdaja bakterijska celi¢na
stena. Nekatere bakterije imajo zunaj Se dodatni ovoj, t. i. bakterijsko kapsulo, ki jih §¢iti
pred neugodnim okoljem. Bakterijska celica nima jedra, zato DNA lezi prosto v
citoplazmi. Molekula DNA bakterij je obi¢ajno krozna molekula. Bakterijska celica lahko
vsebuje Se¢ manjSe, krozne molekule DNA (plazmide). Bakterijska celica nima
membranskih organelov in tudi ribosomi so manjsi kot pri evkariontih. Nekatere bakterije
imajo tudi bicke, ki omogocajo, da se bakterija giblje. Pilusi sluzijo, da se bakterija pritrdi
na povrsino. Obstajajo tudi spolni pilusi, ki bakteriji omogocajo izmenjavo DNA med
bakterijami (6).

ﬁ“% 81) .@7pﬂioplm

v < J // kromosom

e . "32';,____ ,‘// R

mezosom

Slika 1: Zgradba bakterijske celice (7)

Bakterijske spore so oblika bakterij, v katere preidejo doloCene bakterije v neugodnih
razmerah. Bakterijske spore so izredno odporne na neugodne vplive in so metabolno
neaktivne (6).
Ko zbolimo za bakterijskimi infekcijami, se posluzujemo razli¢nih protibakterijskih
zdravil. Vec€ina znanstvenikov razlikuje dve skupini protimikrobnih ué¢inkovin, ki se
uporabljajo pri zdravljenju bakterijskih bolezni:

— antibiotike in

— kemoterapevtike.
Obstajajo pa tudi polsintezni derivati antibiotikov, kjer osnovno spojino sintetizirajo
mikroorganizmi, ki jo kasneje modificirajo s kemijskimi pristopi in tako dosezejo zelene

lastnosti protibakterijske uc¢inkovine (8).
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1. 2. Definicija pojmov antibiotik in kemoterapevtik
Antibiotiki so zdravila za zdravljenje bakterijskih infekcij (9). Antibiotiki so spojine
bioloSkega izvora, torej jih tvorijo organizmi, kot so glive, bakterije, li$aji ali visje rastline.
Med antibiotike Stejemo tudi njihove polsintezne derivate.
Kemoterapevtiki pa so sinteznega izvora in jih pridobimo s kemijsko sintezo.
Ime antibiotik se pogosto uporablja SirSe za vsa zdravila za zdravljenje bakterijskih
infekcij, tudi za kemoterapevtike in tudi za antimikotike (10).
Antibiotiki lahko delujejo baktericidno (ubijejo bakterijo) ali pa bakteriostati¢no (zavrejo
rast bakterij) (8).
Glede na spekter delovanja delimo antibiotike na:
— antibiotike Sirokega spektra delovanja (ti antibiotiki unic¢ijo ali zavirajo po Gramu
pozitivne in po Gramu negativne bakterije) ter na
— antibiotike ozkega spektra delovanja (ti delujejo samo proti ali po Gramu
pozitivnim ali po Gramu negativnim bakterijam) in na
— antibiotike z omejenim spektrom delovanja (delujejo proti enemu organizmu oz.
bolezni) (8).
Antibiotiki delujejo na pet glavnih bakterijskih tarc:
1) sintezo celi¢ne stene
2) sintezo beljakovin
3) podvajanje ali replikacijo DNA
4) esencialne metabolne poti
5) zunanjo celicno membrano (8).
DNA giraza je tarca protibakterijskih uc¢inkovin in je pomembna pri podvojevanju DNA,
zato bomo v nadaljevanju predstavili kemijsko zgradbo ter nacin podvojevanja DNA v
bakterijah.
1. 3. Kemijska zgradba DNA v bakterijah
DNA je zgrajena iz monomernih enot-nukleotidov. Nukleotidi pa so sestavljeni iz treh
enot:
— 1z duSikove baze purina ali pirimidina
— iz sladkorja 2-deoksiriboze

— iz ene, dveh ali treh fosfatnih skupin (12).
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Slika 2: Zgradba nukleotida deoksiadenozin-5'-monofosfat ali 5'-dAMP (11)

DNA vsebuje purinski dusSikovi bazi adenin in gvanin ter pirimidinski duSikovi bazi timin
in citozin. Nukleotidi so povezani s 3',5'-fosfodiestersko povezavo, kjer se 5'-fosfatna
skupina enega nukleotida poveze s 3'-hidroksilno skupino sosednjega nukleotida.
Deoksiriboze in fosfatne skupine sestavljajo kovalentno ogrodje DNA, Ki je nespremenljivi
del zgradbe. DNA ima Se spremenljivi del zgradbe in sicer ga sestavljajo duSikove baze, Ki
so s kovalentnim ogrodjem povezane z N-glikozidnimi vezmi. Dusikove baze so med seboj
povezane z vodikovimi vezmi. Adenin se povezuje s timinom ter gvanin s citozinom. Te
povezave baz omogoc¢ajo, da ima DNA strukturo dvojne vijacnice (je sestavljena iz dveh
komplementarnih polinukleotidnih verig, ki sta zaviti ena okoli druge) (12).

1. 4. Podvojevanje ali replikacija DNA pri bakterijah

Da se lahko DNA podvoji, se morata verigi DNA razpreti. S tem ko se verigi DNA
razpreta, nastaneta dve enojni verigi, ki sta matrici za nadaljnjo sintezo DNA. Dolocena
mesta, kjer se zacne podvojevanje DNA, imenujemo izhodis¢a replikacije ali iniciacijska
mesta. Za podvojevanje DNA je potrebno ve¢ encimov in vsak ima svojo specifi¢éno vlogo
pri podvajanju DNA. Prvi encim, imenovan helikaza, se veZe na iniciacijsko mesto in
katalizira locitev dveh verig DNA, s tem da prekine vodikove vezi med duSikovimi
bazami. Drug encim, ki pomaga pri odvitju verig DNA, je DNA giraza. DNA giraza
katalizira uvajanje dodatnega zvitja in s tem zmanj$a napetost verig. O tem encimu bomo
povedali malo ve¢ kasneje. Ko se verigi DNA razpreta, nastopijo svojo vlogo proteini SSB
(proteini, ki se vezejo na razklenjeno DNA) in s tem preprecijo ponovno zdruzitev verig
DNA. Naslednja stopnja je sinteza DNA, pri kateri sodeluje naslednji encim DNA
polimeraza III, ki pa za svoje delovanje potrebuje zacetni oligonukleotid, to je kratki del

RNA (od 4 do 10 nukleotidov), ki je komplementaren matrici DNA. Encim primaza
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katalizira sintezo zacetnega oligonukleotida in s tem pomaga DNA polimerazi III, da lahko
zacne sintezo verige. Sinteza verig DNA poteka v smeri od 5' proti 3' koncu. Imamo dve
verigi, vodilno in zaostajajoco verigo. PodaljSevanje vodilne verige poteka v smeri
replikacijskih vilic, medtem ko poteka sinteza zastajajoCe verige v obratni smeri. Funkcija
DNA polimeraze 1 je, da Kkatalizira zamenjavo =zacetnih oligonukleotidov z
deoksiribonukleotidi. Funkcija naslednjega encima, ki prispeva k sintezi DNA pa je DNA
ligaza, ki katalizira sintezo fosfodiesterske vezi med Okazakijevimi fragmenti. Ti
fragmenti se imenujejo po japonskem znanstveniku Okazakiju, ki je pri preucevanju
podvajanja DNA odkril te kratke fragmente DNA (od 1000 do 2000 nukleotidov) (12).
Okazakijevi fragmenti nastanejo s pomocjo oligonukleotidnih zacetnikov (ang. RNA
primer). Le te pa sintetizirajo, kot smo Ze omenili, encimi primaze. Na oligonukleotidne

zaCetnike pa DNA polimeraza III dodaja deoksiribonukleotide (13).

VODILNA
5 VERIGA

DNA polimeraza III
|

5 AR
I < > S - zaCetni oligonukleotid
3 \ / okazakijev fragment
helikaza

DNA ligaza

plrimaza
. ZASTAJAJOCA
VERIGA

Slika 3: Podvojevanje ali replikacija DNA pri bakterijah (14)

1. 5. DNA topoizomeraze

DNA topoizomeraze so encimi v celicah, ki vzdrzujejo ustrezen nivo dodatnega zvitja
DNA in odpravljajo vozle ter zanke iz genetskega materiala. DNA topoizomeraze
uravnavajo topoloske lastnosti DNA, tako da ustvarijo zacasne prekinitve v ogrodju DNA.
Obstajata dva razreda topoizomeraz, ki se razlikujeta po Stevilu DNA verig, ki ju cepita
med njunim kataliticnim ciklom. Tako poznamo topoizomeraze tipa | in topoizomeraze

tipa II. Topoizomeraze tipa I ustvarjajo zacCasne prekinitve ene verige dvovijatne DNA,
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medtem ko topoizomeraze tipa Il ustvarjajo zaCasne prekinitve obeh dvovijaénih DNA
verig hkrati. Evbakterije vsebujejo dve razli¢ni vrsti topoizomeraz tipa II in sicer DNA
girazo in topoizomerazo IV. Obe spadata v poddruzino tipa ITA. Poleg teh dveh encimov
veliko arhej vsebuje tretji encim tipa Il, topoizomerazo VI. Topoizomeraza VI spada v
poddruzino IIB. DNA pod torzijsko napetostjo imenujemo dodatno zvita DNA (15).

1.5. 1 DNA giraza

DNA giraza spada med najbolj preiskane tarée v protibakterijski terapiji (16). DNA giraza
je bakterijski encim, ki je bil odkrit leta 1976 v E. coli (15,16). DNA giraza je bila prva
opisana topoizomeraza tipa Il in edina, ki je obdrzala svoje zgodovinsko ime. V nasprotju z
vsemi ostalimi topoizomerazami tipa Il je DNA giraza edini encim sposoben negativnega
dodatnega zvitja dvojne vijacnice. DNA giraza igra odlo¢ilno vlogo pri zacetku DNA
replikacije in odstranjuje pozitivno dodatno zvitje, ki se kopi¢i v zacetku replikacijskih
vilic in transkripcijskih kompleksih (15).

Bakterijska DNA giraza in bakterijska topoizomeraza IV sta zgrajeni zelo podobno (glej
sliko 4). Topoizomeraza IV je zgrajena iz dveh Par C in dveh Par E podenot (17). Mi se
bomo osredotocili predvsem na zgradbo DNA giraze.

1.5. 1. 1. Zgradba DNA giraze

Aktivna DNA giraza ima heterotetramerno strukturo. Sestavljena je iz dveh razli¢nih
podenot Gyr A in Gyr B. Podenota A (Gyr A) DNA giraze je sestavljena iz N-terminalne
»breakage-reunion« domene (na sliki 4 prikazano z modro barvo) in CTD domene
(»carboxy-terminal domain«) (na sliki 4 prikazano z zeleno barvo). Podenota B (Gyr B)
DNA giraze pa je sestavljena iz ATP-azne domene (na sliki 4 prikazane z rumeno barvo)
in iz TOPRIM domene (na sliki prikazane z rdeco barvo) (17).
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Slika 4: Model splo$ne zgradbe topoizomeraz tipa IIA (DNA giraze in topoizomeraze 1V) (17)

Mesto za cepitev in ponovno zdruzitev dvovijatne DNA se nahaja v katalitskem jedru
kompleksa, ki je sestavljen iz »breakage reunion« domene in TOPRIM domene. Energijo,
ki je potrebna za konformacijske spremembe DNA, proizvede ATP-azna domena s
hidrolizo ATP. »Breakage-reunion« domena podenote A DNA giraze ima sréasto (ang.
heart-shaped) razporeditev z dvema dimernima vmesnikoma. CTD ima spiralno Sest
listnato B-vetrni¢no strukturo (ang. spiral six-bladed B pinwheel structure) in vezavno
mesto za ATP vsebuje Bergerat/GHKL globel. Ta zadnji strukturni element je prisoten v
ATP-aznih domenah druzin encimov, kot so DNA giraze, »heat shock protein 90 (HSP90),
histidinske kinaze in Mut L in ni povezan z drugimi standardnimi ATP vezavnimi mesti.
TOPRIM podenota vsebuje vezavno mesto za magnezijeve ione in interagira z »breakage-
reunion« domeno podenote A DNA giraze in tvori katalitsko jedro, ki je klju¢no za vezavo
DNA (17).

1. 6. Inhibitorji topoizomeraz tipa I1A

1. 6. 1. Inhibitorji podenote B DNA giraze

1. 6. 1. 1. Aminokumarini in njihovi analogi

Novobiocin, kumermicin A; in klorobiocin spadajo v razred antibiotikov, ki jih proizvaja
rod Streptomyces (17).
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Slika 5: Strukturne formule klorobiocina, novobiocina in kumermicina Al (16)

Studije mehanizma antibakterijskega delovanja novobiocina in kumermicina Al so
pokazale, da inhibirata DNA girazo in topoizomerazo IV tako, da se vezeta na ATP-azno
domeno Gyr B podenote ali Par E podenote (17).

Novobiocin, kumermicin Al in klorobiocin so si po strukturi zelo podobni (16).

Strukturi klorobiocina in novobiocina se razlikujeta le v tem, da je pri novobiocinu
namesto klorovega atoma metilna skupina in Se v tem, da ima novobiocin karbamatno
skupino namesto pirolne skupine (17). Klorobiocin ima zaradi metilne skupine na pirolnem
delu mocnejso afiniteto do DNA giraze od novobiocina (18).

Antibiotik novobiocin je bil na trzis¢u le dolocen ¢as, nato so ga zaradi njegovih nezelenih
ucinkov, interakcij z drugimi zdravili, slabe topnosti ter toksi¢nosti za evkarionte umaknili
iz uporabe. Za kumermicin A1l so ugotovili, da nima ucinka in vivo (17).

Kljub tem pomanjkljivostim so Zeleli na osnovi povezave med strukturo in delovanjem te
skupine ucinkovin razviti terapevtsko uporabne ucinkovine. Analize so pokazale, da
polaren in slabo topen amid na mestu 3 kumarinskega skeleta osnovnih aminokumarinov ni
zelo pomemben, lahko ga odstranimo odvisno od substituentov na mestu 4. Pri umes¢anju
klorobiocina v ATP vezavno mesto ima hidroksibenzoat izopentenilna skupina le majhno
vlogo. Spojini 13 in 14, ki sta prikazana na sliki 6, sta se izkazala kot inhibitorja. Tudi
reverzni amidi so se izkazali kot zelo aktivni, (derivata 15 in 16 na sliki 6). Derivata 15 in
16 sta bila uc¢inkovita tudi pri sevih, ki so bili odporni na novobiocin (17). Zamenjava
novobioze z ramnozo je vodila do manj u¢inkovitih analogov (19). Klju¢no vlogo ima tudi

metoksi substituent novobioze. Derivat 17, ki je prikazan na sliki 6, ni zaviral giraze.
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Derivat 18 (slika 6), ki vsebuje 3,4-dihidroksibenzamidno skupino pa je izkazal mo¢no
inhibicijo DNA giraze in tudi dobro stopnjo protibakterijskega delovanja. Na zalost je ta
3,4-dihidroksibenzamidna skupina podvrzena glukuronidaciji, kar privede do hitrega

izlo¢anja in vivo (17).

OH 5
Q _oH i
R R ¢ 1 RU79115 (17)
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| H O n
o N o R \
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o R e O 0 46 R=CH,CH,0H

Slika 6: Slika prikazuje derivate osnovnih oz. klasi¢nih aminokumarinov (17)
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1. 6. 1. 2. Ciklotialidini

Ciklotialidin (slika 7) je v naravi prisoten antibiotik, ki so ga odkrili med reSetanjem za
potencialne inhibitorje DNA giraze v fermentacijski brozgi Streptomyces NR0484 FERM-
BP-1982. Izolirali so tudi zelo podoben analog ciklotialidin C (slika 7). Prav tako pa so
porocali tudi o derivatih brez metilne skupine na resorcinolnem obrocu in derivatih, ki so

vsebovali glutaminsko kislino namesto serina v ciklotialidinu (17).

HO Y YN
H

19: ciklotialidin (R=0OH)
20: ciklotialidin C (R=H)

i)

Slika 7: Strukturi ciklotialidina in ciklotialidina C (17)

Ciklotialidin (19 na sliki 7) nima ucinka na bakterije, ki imajo neposSkodovano celi¢no
steno, verjetno zaradi nezadostnega prehajanja v citoplazemsko membrano (20).

Zaradi dejstva, da ciklotialidin ne inhibira evkariontskih topoizomeraz in zaradi
spodbudnega in vitro delovanja prvih njegovih analogov, so se odloCili za obsezne
raziskave povezav med strukturo in delovanjem. Ugotovili so, da peptidna stranska veriga
v makrociklu te spojine ni ugodna za protibakterijski u¢inek. Strukturne spremembe so
privedle do analogov 21-24 (slika 8), ki vsebujejo pomembne fenolno skupino, lipofilen
tioamid in oksadiazolni fragment. Analoga 21 in 22 (slika 8) sta sicer izkazovala dobro
protibakterijsko delovanje, vendar sta bila neuc¢inkovita in vivo, za razliko od analogov 23
in 24 (slika 8), ki sta bila manj ucinkovita in vitro, vendar pa sta se izkazala in vivo.
Spojina 25 (slika 8) je laktam-laktonski derivat, ki vsebuje lipofilni brom in nima
tioamidne skupine v primerjavi z analogi 21-24. Ta spojina se je izkazala in vivo kot
najbolj ucinkovita. Glukuronidacija fenolne skupine vodi do hitrega izlocanja in vivo, kar
je slabost te serije inhibitorjev. Ker lipofilni brom spojine 25 (slika 8) vpliva na Kislost
fenolne skupine, je mozno, da je ta sprememba vplivala na zmanjsan obseg
glukuronidacije. Spojini 26 in 27 (slika 8) sta se izkazali tudi kot in vitro aktivni, vendar pa

ta dva lipofilna analoga izkazujeta le majhne ucinke in vivo (17).
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Slika 8: Derivati ciklotialidina (17)

Vse ucinkovine, ki so inhibitorji podenote B DNA giraze se vezejo tako, da zasedejo mesto
molekuli ATP v ATP vezavnem mestu in s tem preprecijo vezavo te molekule. Ker se

molekula ATP ne veze, se ne tvori energija, potrebna za delovanje DNA giraze (17).

1. 6. 2. Inhibitorji, ki nimajo definiranega nacina vezave na topoizomeraze tipa [1A

Simociklinon D8 (90) (slika 9) je Se eden naravno prisoten inhibitor DNA giraze, ki
vsebuje kumarinsko skupino. Simociklinon D8 ni selektivno uc¢inkovit proti bakterijam, saj
inhibira tudi humani topoizomerazi I in II. Za spojino 91 (slika 9), ki inhibira sesal¢jo
topoizomerazo 11, so porocali, da inhibira tudi DNA girazo. Izkazalo se je, da je ta spojina
alkilant. Ungeremin (92) (slika 9) je prav tako naravno prisotna spojina, ki inhibira tako
bakterijske kot humane topoizomeraze. Njegova struktura spominja na benzo[c]
fenantridinske alkaloide. Za pozitivno nabit benzimidazol 93, ki ima precej mocno
protibakterijsko delovanje, se je izkazalo, da §ibko inhibira obe topoizomerazi tipa IIA.
Dimerni 4-metoksifenilbenzimidazolni derivat (94) (slika 9), kakor tudi njegovi 4-amino
analogi, inhibirajo bakterijsko DNA girazo. 3-O-glikozidi, kot je 96, inhibirajo DNA
girazo in imajo protibakterijske lastnosti. Spojina 96 (slika 9) ima v svoji strukturi
kvercetin. Tudi polifenolni biskinoni kot je diospirin (97) inhibirajo bakterijsko DNA

girazo.
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Slika 9: Strukturne formule spojin od 90 do 97 (17)
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Acetonski adukt 98 (slika 10) precej izstopa zaradi svojih protibakterijskih lastnosti.
Spojina 99 (slika 10), ki je predstavnik serije N-benzil-3-sulfonamidopirolidinov, inhibira
DNA girazo v E. coli in ne izkazuje navzkrizne rezistence s fluorokinoloni. Pirazolni
derivat, spojina 100, je prav tako inhibitor DNA giraze. Bolj u¢inkovit N-arilni analog je

spojina 101. Ta spojina deluje tudi na humano topoizomerazo IlI, ne deluje pa na

0 H)—
/ HN-$
N, T\ /
3 3 °
F
O N
giramid C (99)
CIQ
HN-N N";l
S X
0o \/NH HNTRX / /NH
@ 100

Slika 10: Strukturne formule spojin od 98-101 (17)

topoizomerazo tipa I.
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1. 6. 3 Inhibitorji, ki se vezejo na katalitsko jedro topoizomeraz tipa 1A

Leta 1999 je bil odkrit nov tip inhibitorjev, ki hkrati inhibirajo DNA girazo in
topoizomeraze 1V. Ti inhibitorji so izkazovali protibakterijsko delovanje proti sevom,
odpornim na fluorokinolone. Kot je prikazano na sliki 11, je »splosna« struktura (102) tega
razreda inhibitorjev sestavljena iz dveh heterociklov, ki so povezani z osrednjim delom,
alifatskim »linkerjem«, ki obi¢ajno vsebuje bazi¢ni dusik, pogosto je ta linker
aminopiperidin. Dve najbolj znani spojini te druzine sta trenutno spojina 103 in 104.
Spojina 104 je bila v klini¢ni $tudiji prve faze, vendar so morali $tudijo kljub ugodnim
podatkom predklini¢nih raziskav prekiniti zaradi podaljSanja QTc intervala. Tudi spojina
105 (slika 11), ki je hidroksi analog spojine 103, je izkazovala inhibicijo hERG kanalcka.
Res pa je, da ima ta spojina (105) (slikall) obetavne farmakokineti¢ne lastnosti in je

ucinkovita in vivo (17).
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Slika 11: Strukturne formule spojin od 102 do 105 (17)

Spojina 111 (slika 12) ima dober protibakterijski profil, vendar pa moc¢no inhibira hERG
kanalcke v srcu. Po drugi strani je deazo analog 112 dosti slabsa protibakterijska
u¢inkovina, vendar 10 x manj inhibira hERG kanal¢ke. Bazi¢ni aminopiperidin je mozen
vzrok za inhibicijo hERG kanalckov, zato je druga raziskovalna skupina kot »linker«
uporabila tetrahidro-2H-indazol, ki ga vsebujejo spojine od 113 do 116 (slika 12). Te
spojine so izkazovale mocne protibakterijske ucinke tako proti navadnim kot tudi proti na
ve¢ zdravil odpornim Gram + bakterijam in nekaterim Gram - bakterijam. Zanimivo je, da
o¢itno bazi¢ni dusik ni nujen, saj ¢e primerjamo spojine med seboj, so amidi v tej seriji
bolj ucinkoviti proti DNA girazi kot pa aminski analogi. Ravno nasproten ucinek se je
vCasih pokazal pri inhibiciji topoizomeraze IV, torej so amini bili bolj u¢inkoviti proti
topoizomerazi IV, kot pa pripadajo¢i amidi. V primerjavi z nesubstituiranimi amidi je
uvedba lipofilnega klorovega ali bromovega atoma na benzotiazinonski obro¢ izboljsala
protibakterijski ucinek amidov 113 do 116. Poleg tega je bil viden rahel padec
protibakterijskega ucinka pri deazo analogih 114 in 116 v primerjavi z analogoma 113 in
115, ki vsebujeta dusik. Nikjer ni omenjeno, da bi ti analogi zavirali hERG kanalcke.
Razen tetrahidro-2H-indazola so bili kot zamenjava aminopiperidinskega »linkerja,
uporabljeni tudi piridin, tetrahidronaftalen, dihidrooksazol-2-on, triazol, trans-
dekahidroizokinolin in cikloheksanski obro¢ni sistemi, pa tudi ogromno sorodnih
aminiranih cikloalkilnih sistemov, ki so opisani v priblizno 50 patentih. Odkrili so, da je
ciano derivat 119 1z serije aminopiperidinov, ki vsebuje benzoksazinon na mestu obroca A,
optimalen za doseganje ravnovesja med hERG inhibicijo in protibakterijskim delovanjem.
Dodatne kemijske preiskave so vodile do opti¢no aktivnega fluoro derivata 120, ki ima
ohranjeno ciano skupino na A obrocu. Zaradi uvedbe elektron privlacnega fluora na
piperidinski obro¢ v spojini 120 se je mocno zmanjSal ucinek na hERG, hkrati pa so se
ohranile dobre protibakterijske lastnosti in vivo, kakor tudi obetavna farmakokinetika in

izboljsan QT profil. Wiles in sodelavci so ponovno preucili strukturo spojine 104 (slika 11)
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in pripravil selenove analoge, kot sta R-diastereoizomer 121 (slika 12) oziroma ustrezen S
derivat 122 (slika 12). Spojina 122 je izkazovala zmanjSan u¢inek na hERG v primerjavi s
spojino 121. Eno izmed novejSih porocil opisuje serijo ciklobutil vsebujocih analogov, kot
je spojina 123 (slika 12), za katere se je izkazalo, da le Sibko inhibirajo topoizomerazo IV v
S. Aureusu, v primerjavi z DNA girazo. Na Zalost vsi analogi izkazujejo u€inek na hERG

kanal (17).
&

8 50 @ gﬁ?ﬁ%w@ e

112 X = CH N 120
f\\l N/\/S Se
N Q
N\/\
. N 114X - gHRR Zc
7X N 115: X =N, R=Br }g;{g;
! - 116: X = CH, R = Br :
v
117: X = CH
118: X=N N —F

123

Slika 12: Strukturne formule spojin od 111 do 123 (17)
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Predmet raziskav so bile tudi protimikobakterijske lastnosti imidazo[1,2,3-ij][1,8]-
naftiridinskega derivata 124 (slika 13). Pred kratkim so porocali o obseznih podatkih
predklini¢nih $tudij za spojino 125 (slika 13). Opazena je bila in vivo uéinkovitost v
modelu misi z okuzbo dihalnih poti s S. aureus, prav tako pa tudi zelo nizka raven ucinka
na hERG kanal. Vendar spojina ni nikoli priSla do klini€nih Studij zaradi toksikoloske
Studije, ki je na psih ugotovila lezije v jetrih. Tudi spojina 126 (slika 13) inhibira hERG
kanal. Pred kratkim so nasli analog 127 (slika 13), ki ima nizek u¢inek na hERG kanalcke,
je pa trenutno predmet klini¢nih raziskav prve faze. Kot zamenjavo za aminopiperidinski
»linker« so uporabili aminotetrahidropiran in nastali so novi inhibitorji, ki hkrati inhibirajo
DNA girazo in topoizomerazo IV. Taka dva inhibitorja sta spojina 128 in 129 (oba na sliki
13). Spojina 128 (slika 13) je Sirokospektralna protibakterijska u¢inkovina, vendar inhibira
hERG kalijeve kanalcke. Medtem ko njen analog 129 (slika 13), ki se razlikuje samo v
heterociklu B, izkazuje manjSi u¢inek na hERG. Spojina 129 ima prav tako ugodne
parametre predkliniénih farmakokineti¢nih raziskav in izkazuje in vivo ucinkovitost. Na

sliki 13 so prikazani Se nekateri analogi spojine 125 (17).
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Slika 13: Strukturne formule spojin od 124 do 133 (17)

Ugotovili so tudi, da je spojina 134 (slika 14) po peroralni aplikaciji v modelu misi s
sistemsko infekcijo u¢inkovita in da je inhibitor bakterijske DNA giraze. Zanimivo je, da
ni bila opaZena navzkrizna rezistenca s kinoloni, niti kakrSenkoli u¢inek na humano
topoizomerazo II. NovejSe raziskave te serije inhibitorjev so privedle do protibakterijskih
ucinkovin 135 in 136 (slika 14), ki vsebujeta dodatni pirazinski obro¢, oziroma v primeru
137 (slika 14) etinilpiridin, v primeru 138 (slika 14) pirazol, v primerih 139 do 141 (slika
14) pa izoksazolni obro¢ (17).
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Slika 14: Strukturne formule spojin od 134 do 141 (17)

Ceprav je bilo sintetiziranih veliko razli¢nih spojin, ki so in vitro izkazovale inhibitorni
ucinek na girazo, pa povezava med strukturo in delovanjem za posamezno mesto
interakcije z girazo $e ni popolnoma doloc¢ena. Pogosto se pri novo sintetiziranih spojinah

sre¢ujemo z nezelenimi ucinki na srce in metaboli¢no transformacijo v glukuronide, zaradi
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katerih se spojine hitreje izloCajo iz telesa in je posledicno manjSa ucinkovitost

protibakterijske uc¢inkovine.
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2. NAMEN DELA

V okviru magistrskega dela bomo sintetizirali potencialne zaviralce giraze DNA podenote
B in sicer bomo izhajali iz spojine 3-aminobenzonitrila.

S pomocjo racunalniskega programa FlexX (LeadIT 2.1.3 (BioSolvelT)) in na podlagi ze
poznane povezave med strukturo in delovanjem spojin z vezavo na B podenoto DNA
giraze smo opravili sidranje derivatov 3- in 4-aminobenzonitrila v predpostavljeno vezavno
mesto DNA giraze in na podlagi teh rezultatov smo se odlo¢ili za sintezo spojin, Kjer smo

kot osnovno izhodno spojino izbrali 3-aminobenzonitril.
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Slika 15: Leva stran: Sidranje spojine, ki jo bomo tvorili s pomoc¢jo indol-2-karboksilne kisline, v

vezavno mesto DNA giraze podenote B. Desna stran: Sidranje spojine, ki jo bomo tvorili s pomocjo

4,5-dibromopirol-2-karboksilne kisline, v vezavno mesto DNA giraze podenote B.

Najprej bomo iz 3-aminobenzonitrila s pomocjo acetilirnega sredstva, acetanhidrida
pripravili N-(3-cianofenil)acetamid. Iz te spojine bomo tvorili amidoksim N-(3-(N'-
hidroksikarbamimidoil)fenil)acetamid. V nadaljevanju bomo iz sintetiziranega amidoksima
z ustreznima postopkoma pripravili 3,5-disubstituirana-1,2,4-oksadiazola, etil 2-(3-(3-
acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il)acetat in 3-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-
il) propanojsko kislino. Sledila bo odstranitev acetamidne zas¢ite na spojini etil 2-(3-(3-
acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il)acetat, tako da jo bomo segrevali v 4 M HCI in THF
ob temperaturi vrenja. Pri tem dobimo spojino etil 2-(3-(3-aminofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-
ilJacetat. 1z te bomo tvorili amida etil 2-(3-(3-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-
karboksamido)fenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il)acetat) in etil 2-(3-(3-(1H-indol-2-
karboksamido)fenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) acetat. Na spojini 3-(3-(3-acetamidofenil)-

1,2,4-oksadiazol-5-il) propanojski kislini pa bomo zaestrili kislinsko skupino v obliki
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etilnega estra. Tako dobljeni spojini etil 3-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-
il)propanoat bomo v nadaljnje odstranili acetamidno zas¢ito in pri tem dobili etil 3-(3-(3-
aminofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il)propanoat, iz katerega bomo pripravili amida etil 3-(3-
(3-(1H-indol-2-karboksamido)fenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) propanoat in etil 3-(3-(3-(4,5-
dibromo-1H-pirol-2-karboksamido)fenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) propanoat.

Vsem sintetiziranim spojinam bomo poskusali potrditi njihovo strukturo z NMR, IR in MS
spektrometrijo, Cistoto pa z elementno analizo in dolocitvijo intervala temperature talisca.
Nekatere intermediate in kon¢ne spojine bomo ovrednotili s testiranjem na inhibicijo DNA

giraze in s tem potrdili njihovo protibakterijsko aktivnost.
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2. 1. Reakcijska shema
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a: acetanhidrid / metanol b.v.

b: NH,OH x HCI, TEA b.v. / etanol b.v.

c: TEA b.v., etil malonil klorid / diklorometan b.v., toluen b.v.

d: sukcinanhidrid, piridin, KF / DMF b.v.

e: 4 M HCI/THF

f: NaOH, EtBr

g: TCT, NMM, indol-2-karboksilna kislina / diklorometan b. v.

h: TCT, NMM, 4,5-dibromopirol-2-karboksilna kislina / diklorometan b.v.
i:4 M HCI/THF

J: TCT, NMM, indol-2-karboksilna kislina / diklorometan b. v.

k: TCT, NMM, 4,5-dibromopirol-2-karboksilna kislina / diklorometan b.v.
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3. MATERIALI IN METODE

3. 1. Materiali

Reagenti

V laboratoriju smo pri eksperimentalnem delu uporabljali reagente in topila naslednjih
proizvajalcev: Fluka, Merck, Sigma Aldrich in Acros organics. En reagent (4,5-dibromo-
pirol-2-karboksilna kislina) pa je bil sintetiziran na Fakulteti za farmacijo, Univerze v
Ljubljani. Vsi reagenti so imeli najmanj 95 % cistoto.

Poimenovanje in risanje spojin

Za poimenovanje spojin in risanje strukturnih formul smo uporabljali program

ChemBioDraw Ultra 13.0, proizvajalca Perkin Elmer.

3.2. Metode

3. 2. 1 Kromatografske metode

Tankoplastna kromatografija (TLC)

Tankoplastno kromatografijo smo uporabljali za spremljanje poteka reakcij, izolacij in
kolonskih kromatografij. Za tankoplastno kromatografijo smo uporabljali plos¢e DC
Fertigplatten Kieselgel 60 Fzs4, z 0,22 mm nanosom silikagela na aluminijastem nosilcu
velikosti 20x20 cm, ki ga proizvaja podjetje Merck. Spojine na kromatografskih plos¢ah
smo detektirali z UV svetilko z valovno dolzino 254 nm in orositvenima reagentoma
ninhidrinom in  bromkrezol zelenim. Z ninhidrinom smo detektirali amine, z
bromkrezolzelenim pa kisline.

Kolonska kromatografija

Spojine smo o€istili s kolonsko kromatografijo. Uporabljali smo steklene kolone razli¢nih
velikosti. Kot stacionarno fazo smo uporabljali Silikagel 60 (Kieselgel 60), s premerom
delcev 0,040-0,063 mm (flash silikagel), proizvajalca Merck. Kot mobilno fazo smo
uporabljali razli¢na topila.

Mobilne faze, ki smo jih uporabljali pri kolonski in tankoplastni kromatografiji:

MF 1: kloroform/metanol = 9/1

MF 2: kloroform/metanol = 20/1

MF 3: kloroform/metanol = 5/1

MF 4: acetonitril/voda = 3/1

MF 5: butanol/ocetna kislina/voda = 5/1/4
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MF 6: kloroform/metanol = 3/1

3. 2. 2. Spektroskopske metode

Jedrska magnetna resonanca (NMR)

NMR spektri so bili posneti na spektrometru Bruker UltraShield™ Plus pri 400 MHz na
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Uporabljali smo devterirani topili DMSO-ds in
CDCl3. Za racunalniSko obdelavo spektrov smo uporabili program MestRec 4.8.6.
proizvajalca Mestrelab Research.

Infrardeca spektroskopija (FTIR)

IR spektri so bili posneti na spektrometru Perkin Elmer Spectrum BX FT-IR System na
Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani.

Masna spektroskopija (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 Instititu JoZef Stefan v Ljubljani.

Elementna analiza (CHN)

Vsebnosti elementov C, H in N so bile izmerjene z analizatorjem Perkin Elmer 2400 CHN
na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani.

3.2.3 Dolocanje talis¢a

Talis$¢a spojin smo dolo¢ili s talilnim mikroskopom znamke Leica z ogrevalno mizico na

Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. TaliSc¢a niso korigirana.
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4. EKSPERIMENTALNI DEL

4.1. Sinteza N-(3-cianofenil)acetamida (1)
Reakcija

O

X

HoN. : CN HsC NH : CN

1

Postopek

V brezvodni metanol (30 mL) dodamo ob meSanju pri sobni temperaturi 3-
aminobenzonitril (40 mmol, 4,73 g). Nato pocasi dokapavamo (10 minut) acetanhidrid (42
mmol, 4 mL). Po 30 minutah od zacetka dokapavanja acetanhidrida zmes uparimo in
prelilemo z vodo (40 mL), ki smo ji dodali malo ledu. Izpadlo oborino odfiltriramo s

presesavanjem ter posusimo.

Rezultati

Izgled: rjavkasti svetleci kristali
Izkoristek: 96,8 % (6,21 g)

Rf: 0,49 (MF1: kloroform/metanol = 9/1)
Talis¢e: 129 - 133 °C

IR (KBr, cm™): 3448, 3303, 3270, 3210, 3142, 3123, 3092, 2364, 2344, 2227, 1668, 1616,
1587, 1558, 1475, 1449, 1427, 1366, 1327, 1294, 1262, 1168, 1148, 1044, 1022, 998, 964,
896, 795, 755, 738, 681, 625, 531, 475

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 2,09 (s, 3H, CH3CO); 7,48-7,54 (m, 2H, 2 H
Ar); 7,77 (d, 1H, J=7,5 Hz, 1H Ar); 8,09 (s, 1H, 1H Ar); 10,29 (s, 1H, NH)

MS (ESI): 161,1 (M+H)", Mr (izra¢unana) = 160,2

HR-MS: 161,0712 (izracunano: 161,0715)
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Elementna sestava: CoHgN,O

Elementna analiza:

Izra¢unano | Ugotovljeno

%C 67,49 | %C 67,38

%H 5,03 %H 4,86

%N 17,49 | %N 17,63

4.2. Sinteza N-(3-(N’-hidroksikarbamimidoil)fenil)acetamida (2)
Reakcija

0 O _OH

BN PN I

H3C NH CN H3C NH
NH,
—

1 2

Postopek

V brezvodni etanol (200 mL) dodamo ob mesanju hidroksilamonijev klorid (1,2 mmol,
2,08 g) in nato Se trietilamin (1,2 mmol, 4,2 mL). MeSamo tako dolgo, dokler se vse ne
raztopi (cca 14 minut). Nato dodamo spojino 1 (Immol, 4 g) in segrevamo pri temperaturi
vrenja (100°C). Ker reakcija poteka pocasi dodamo po 23 in 47 urah Se 0,42 ¢
hidroksilamonijevega klorida in 840 pL trietilamina (20 % od zacetne koli¢ine obeh). Po
72 urah konc¢amo reakcijo in reakcijsko zmes uparimo. Nato dodamo zmes ledu in vode
(150 mL) ter nastalo oborino odfiltriramo s presesavanjem in speremo z malo ledene vode

ter posusimo.

Rezultati

Izgled: kristali nezno rozaste barve
Izkoristek: 65,2 % (3,15 Q)

Rf: 0,23 (MF1: kloroform/metanol = 9/1)
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TaliS¢e: 80 — 83 °C

IR (KBr, cm™): 3489, 3386, 3266, 3110, 2363, 2344, 1668, 1649, 1618, 1588, 1566, 1428,
1388, 1322, 1296, 1270, 1098, 1084, 1021, 998, 960, 926, 890, 803, 754, 706, 674, 591,
541, 439

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 2,04 (s, 3H, CH3CO); 5,74 (s, 2H, NH,-);
7,25-7,33 (m, 2H, 2HAr); 7,59-7,64 (m, 1H, 1HAr; 7,89 (s, 1H, 1HAr); 9,63 (s, 1H, OH);
9,98 (s, 1H, NH)

MS (ESI): 194,1 (M+H)", Mr (izra¢unana) = 193,2

HR-MS: 194,0930 (izrac¢unano: 194,0930)

Elementna sestava: CoH11N30-

Elementna analiza za CoH11N30,.H,0:

Prera¢unane
Izrac¢unano | Ugotovljeno A (%) vrednosti ob A (%)
upostevanju
vode
%C 55,95 | %C 51,35 4,6 51,17 0,18
%H 5,74 %H 5,84 0,1 6,22 0,38
%N 21,75 %N 19,79 1,96 19,90 0,11

4.3. Sinteza etil 3-((((3-acetamidofenil)(amino)metilen)amino)oksi)-3-

oksopropranoata (3i)

Reakcija
o) OH o)
PR g PN
HsC NH HsC NH x O
NH, N ﬁ(\COOEt
—_—
o)
2 3i

Postopek
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V brezvodnem diklorometanu (35 mL) raztopimo spojino 2 (4 mmol, 1,5 g) in ohladimo na
0 °C ter nato dodamo trietilamin (8 mmol, 2,2 mL). Nato pocasi (10 minut) dokapavamo
etilmalonil klorid (8 mmol, 2 mL). Ob meSanju pustimo zmes, da se segreje na sobno
temperaturo. Po koncani reakciji (po 30 minutah od zacetka dokapavanja etilmalonil
klorida) topilo odstranimo z odparevanjem ter nato ostanek raztopimo v diklorometanu (30
mL) in organsko fazo speremo z vodo (3x20 mL) ter z nasi¢eno vodno raztopino NaCl (20
mL). Organsko fazo suSimo z Na,SO,4. Odfiltriramo Na,SO,4. Skupaj z Na,SO, se izobori
spojina 3i, zato suspendiramo filtrirni ostanek v vodi in filtriramo s presesavanjem.

Dobljen zaostanek posusimo.

Rezultati

Izgled: kristali bele barve

Izkoristek: 37,3 % (0,89 g)

Rf: 0,40 (MF 1 = kloroform/metanol: 9/1)
Talisée: 135-137 °C

IR (KBr, cm™): 3480, 3349, 2980, 2939, 2364, 2345, 1760, 1728, 1670, 1654, 1621, 1592,
1560, 1474, 1449, 1406, 1370, 1350, 1282, 1188, 1140, 1031, 950, 882, 801, 767, 717,
638, 613, 512, 473

IH NMR: (400 MHz, DMSO-dg): 8 [ppm] = 1,21 (t, 3H, CH3CH;; J=7 Hz); 2,06 (s, 3H,
CH3CO); 3,66 (s, 2H, -CH,-); 4,14 (g, 2H, CH,CHg; J=7 Hz): 6,88 (rs, 2H, -NH,); 7,33-
7,40 (m, 2H, 2HAT); 7,77 (d, 1H, J= 7,8 Hz, 1HAr); 7,89 (s, 1H, 1HAr); 10,11 (s, 1H,
NHCO)

MS (ESI): 308,1 (M+H)*, Mr (izraunana) = 307,3
HR-MS: 308,1239 (izracunano: 308,1246)

Elementna sestava: C14H17N305
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4.4. Sinteza etil 2-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) acetata (3)
Reakcija
i NH i N—C,
2
HsC)J\NH X O H3C)J\NH I /> \
N w/\cooa N COOEt
—_— -

o

3i 3
Postopek

V brezvodnem toluenu (15 mL) suspendiramo spojino 3i (0,89 g) in meSamo ter
segrevamo pri 80 °C. Po 22 urah k reakcijski zmesi dodamo $e 20 mL brezvodnega toluena
ter nadaljujemo segrevanje na 120 °C. Nato po 97 urah od zaCetka reakcije uparimo

suspenzijo. Preostanek (rumeno olje) ocistimo s kolonsko kromatografijo (MF 2).
Rezultati

Izgled: kristali rumenkaste barve

Izkoristek: 37,6 % (0,32 g)

Rf: 0,66 (MF 3 = kloroform/metanol : 5/1)

Talis¢e: 100-107 °C

IR (KBr, cm™): 3473, 3413, 3303, 3118, 2988, 1740, 1670, 1638, 1618, 1559, 1515, 1491,
1449, 1401, 1375, 1334, 1324, 1306, 1287, 1258, 1204, 1163, 1115, 1082, 1033, 1017,
962, 936, 905, 874, 811, 744, 704, 692, 614, 574, 540, 494

'H NMR (400 MHz, CDCl): & [ppm] = 1,30 (t, 3H, J=7,2 Hz, CH,CH3): 2,19 (s, 3H,
CH3CO); 4,04 (s, 2H, CH,COO); 4,26 (q, 2H, J=7 Hz, CH,CHs); 7,38 (t, 1H, J=8 Hz,
1HAT); 7,76 (d, 1H, J=6 Hz, 1HAr); 7,82 (d, 1H, J=6 Hz, 1HAr); 8,07 (s, 1H, 1HAT); 8,20
(s, 1H, NH-CO)

MS (ESI): 290,1 (M+H)*, Mr (izra¢unana) = 289,3

HR-MS: 290,1136 (izracunano: 290,1141)
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Elementna sestava: C14H15N304

Elementna analiza:

Izra¢unano | Ugotovljeno

%C 58,13 | %C 58,24

%H 5,23 %H 4,90

%N 14,53 | %N 14,28

4.5 Sinteza 3-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) propanojske
kisline (4)

Reakcija
0 OH 0
PN g PN .
HsC NH HsC NH I h
NH, N COOH
—_—
2 4
Postopek

V zmesi brezvodnega dimetilformamida (5 mL) in piridina (3 mL) raztopimo spojino 2 (4
mmol, 0,77 g) in sukcinanhidrid (4 mmol, 0,41 g). Reakcijsko zmes segrevamo pri 100 °C
tri ure, nato dodamo Kalijev fluorid (0,1 g) in zmes segrevamo pri isti temperaturi $e eno
uro in pol. Reakcijsko zmes ohladimo na sobno temperaturo, dodamo vodo (20 mL) in
raztopino nakisamo s 4 M HCI do pH 3. Izpadlo oborino odfiltriramo s presesavanjem in

posusimo.

Rezultati

Izgled: beli svetleci kristali

Izkoristek: 59,1 % (0,65 g)

Rf: 0,58 (MF 4 = acetonitril / voda 3:1)

TaliS¢e: 198-201 °C
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IR (KBr, cm™): 3329, 2930, 2688, 2607, 2543, 2370, 2346, 1710, 1654, 1648, 1615, 1560,
1517, 1491, 1466, 1437, 1404, 1364, 1326, 1310, 1287, 1264, 1209, 1114, 1085, 1022,
1003, 986, 964, 925, 904, 864, 816, 746, 712, 690, 654, 636, 612, 568, 543, 508, 486, 458,
418

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 2,04 (s, 3H, CH3CO); 2,85 (t, 2H, J=6,8 Hz,
CH,CHy-); 3,20 (t, 2H, J=6,8 Hz, CH,-CH-); 7,48 (t, 1H, J=8 Hz, 1HAr); 5,66 (d, 1H, J=
8,2 Hz, 1HAr); 7,77 (d, 1H, J= 8 Hz, 1HAr); 8,29 (s, 1H, 1HAr); 10,20 (s, 1H, NH); 12,48
(s, 1H, COOH)

MS (ESI): 274,1 [M-H]', Mr (izrac¢unana) = 275,3
HR-MS: 274,0822 (izracunano: 274,0828)
Elementna sestava: Ci13H13N304

Elementna analiza:

Izra¢unano | Ugotovljeno

%C 56,72 | %C 56,56

%H 4,76 %H 4,32

%N 15,27 | %N 15,41

4.6 Sinteza hidroklorida 3-(3-(3-aminofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il)
propanojske kisline (5)

Reakcija
HsC NH I )_L HCI.NH, [
N COOH N COOH
 —
4 5
Postopek

Spojino 4 (1,60 mmol, 0,44 g) suspendiramo v 4 M HCI (1,60 mmol, 2 mL) ter THF (10

mL) in segrevamo pri temperaturi vrenja (80 °C). Po 73 urah konc¢amo reakcijo in
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reakcijsko zmes uparimo. Ostanek po uparitvi suspendiramo v dietiletru ter odfiltriramo s

presesavanjem. Filtrirni ostanek na nuc¢i posusimo.
Rezultati

Izgled: kristali bez barve

Izkoristek: 92,8% (0,40 g)

Rf: 0,59 (MF 4: acetonitril/voda = 3/1)

TaliS¢e: 170-175°C

IR (KBr, cm™): 3431, 2930, 2574, 2363, 2345, 1707, 1629, 1592, 1578, 1526, 1508, 1489,
1458, 1420, 1366, 1274, 1202, 1172, 1114, 1094, 920, 852, 835, 794, 741, 686, 638, 546,
487, 440

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 2,85 (t, 2H, J=6,8 Hz, CH,); 3,21 (t, 2H,
J=6,8 Hz, CH,); 3,7-4,2 (rs, 3H, NH3"); 7,3-7,4 (m, 1H, 1HAr); 7,52 (t, 1H, 1HAr); 7,70-
7,80 (m, 2H, 2HAr)

MS (ESI): 232,1 [M-HCI]", Mr (izra¢unana) = 269,7
HR-MS: 232,0725 (izracunano: 232,0722)

Elementna sestava: C11H12CIN3O3
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4.7 Sinteza 3-(5-metil-1,2,4-oksadiazol-3-il)anilina (6)

Reakcija
0
HNJI\CH3 NH,
—>
= '\ =
0 o
N= N§<
CH,COOCH,CHj CH,
3 6
Postopek

Spojino 3 (0,15 g) suspendiramo v 4 M HCI (2,5 mmol, 630 uL) in THF (2 mL) ter
segrevamo pri temperaturi vrenja (80 °C). Po pol ure od zacetka reakcije dodamo $e 2 mL
THF. Nato po 26 urah odparimo THF ter dodamo vodo (2 mL), nato dodamo po kapljicah
10 M NaOH (cca. 1 mL). Suspenzijo odfiltriramo s presesavanjem in filtrirni ostanek

posusimo.

Rezultati

Izgled: rumenkasti prasek

Izkoristek: 55,0 % (0,05 g)

Rf: 0,78 (MF 5: butanol/ ocetna kislina/ voda = 5/1/4)
Talis¢e: 85-90 °C

IR (KBr, cm™): 3405, 3333, 3217, 3024, 2365, 1685, 1630, 1614, 1596, 1576, 1525, 1489,
1467, 1436, 1386, 1356, 1316, 1277, 1260, 1172, 1106, 1042, 996, 906, 872, 802, 745,
714, 689, 660, 573, 537, 448

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 2,64 (s, 3H, CHs); 5,30-5,50 (rs, 2H, NHy);
6,35 (m; 1H, THAr): 7,10-7,2 (m, 2H, 2HAr); 7,22-7,24 (m, 1H, 1HAT)
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MS (ESI): 176,1 (M+H)", Mr (izra¢unana) = 175,2
HR-MS: 176,0821 (izraCunano: 176,0824)

Elementna sestava: CqHgN3O

Elementna analiza:

Izra¢unano | Ugotovljeno

%C 61,70 | %C 61,65

%H 5,18 %H 4,91

%N 23,99 | %N 23,53

4.8. Poskus sinteze N-(3-cianofenil)-1H-indol-2-karboksamida (7)
Reakcija

CN
H Ho @
N N
%COOH — WNH—@
7

Postopek

Indol-2-karboksilno kislino (3 mmol, 0,48 g) raztopimo v brezvodnem diklorometanu (15
mL) ter dodamo dve kapljici brezvodnega DMF-a in ohladimo na 0 °C. Nato po kapljicah
dodajamo oksalil klorid (3,3 mmol, 280 uL), ki smo ga raztopili v brezvodnem
diklorometanu (10 mL). Po koncu dodajanja obriSemo bucko in zmes segrevamo na oljni
kopeli 3 ure ob vrenju (40 °C). Ohladimo in dodamo trietilamin (3,9 mmol, 540 pL) ter
nato $e 3-aminobenzonitril (2,1 mmol, 0,25 g). Zmes meS$amo pri sobni temperaturi, dokler
reakcija ni koncana. Po 21 urah od prvega dodatka trietilamina in 3-aminobenzonitrila
dodamo v reakcijsko zmes Se enkrat trietilamin (3,9 mmol, 540 pL) in reakcijo zaklju¢imo
po 44 urah. Zmes uparimo. Nato prelijemo ostanek po uparitvi z destilirano vodo (15 mL)
in nastalo oborino odfiltriramo s presesavanjem ter jo posusimo.

Ciste spojine nismo uspeli izolirati.

Rezultati

Izgled: rjavo-rumeni kristali

Izkoristek: 71,7 % (0,40 g)
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Rf: 0,55 (MF 1: kloroform/metanol = 9/1)
Talis¢e: nad 300 °C

Elementna sestava: CigH11N3O

4.9 Sinteza N-(3-cianofenil)-1H-indol-2-karboksamida (7)

Reakcija
CN
H Ho @
N N
@}700% — WNH—@
7
Postopek

V brezvodnem diklorometanu (45 mL) raztopimo 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazin (TCT) (3
mmol, 0,55 g), ohladimo na ledeni kopeli (0-5 °C) in dodamo najprej N-metilmorfolin (9
mmol, 990 pL) in nato $e indol-2-karboksilno kislino (9 mmol, 1,45 g). MeSamo na ledeni
kopeli 2 uri. Nato po priblizno dveh urah od dodatka indol-2-karboksilne kisline dodamo v
reakcijsko zmes 3-aminobenzonitril (9 mmol, 1,06 g). Buc¢ko vzamemo iz ledene kopeli in
pustimo mesati reakcijsko zmes na sobni temperaturi. Reakcijo konéamo po 70 urah od
dodatka 3-aminobenzonitrila in uparimo reakcijsko zmes do suhega trdnega ostanka, ga
prelijemo z destilirano vodo (20 mL) in nastalo oborino odfiltriramo s presesavanjem.
Postopek Se enkrat ponovimo in filtrat speremo z dietiletrom (15 mL). Ostanek posusimo v

suSilniku.

Rezultati

Izgled: rumeni kristali

Izkoristek: 94,1 % (2,21 g)

Rf: 0,74 (MF 3: kloroform/metanol = 5/1)

Talisce: 255-259 °C
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IR (KBr, cm™): 3904, 3854, 3840, 3822, 3808, 3752, 3378, 3317, 3082, 2363, 2345, 2228,
1793, 1773, 1735, 1718, 1684, 1660, 1622, 1588, 1544, 1508, 1476, 1458, 1433, 1421,
1376, 1343, 1329, 1314, 1288, 1239, 1207, 1175, 1142, 1118, 1001, 949, 930, 890, 794,
766, 744,679, 611, 560, 596, 470, 430

'H NMR (400 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 7,09 (t, 1H, J=7,5 Hz, 1HAr); 7,24 (t, 1H,
J=7,5Hz, 1HAr); 7,43-7,50 (m, 2H, 2HAr); 7,54-7,61 (m, 2H, 2HAr)

; 7,71 (d, 1H, J=8 Hz, 1HAr); 8,09 (d, 1H, J=8 Hz, 1HAr); 10,53 (s, 1H, NH-indol); 11,84
(s, 1H, NH-amid)

MS (ESI): 260,1 [M-H]', Mr (izra¢unana) = 261,3
HR-MS: 260,0821(izracunano: 260,0824)
Elementna sestava: C1gH11N3O

Elementna analiza za C15H11N30.0,25 H,O

Izrac¢unano | Ugotovljeno Prerac¢unane
A (%) vrednosti ob A (%)
upoStevanju
vode
%C 73,55 | %C 72,67 0,88 72,29 0,38
%H 4,24 %H 4,07 0,17 4,37 0,3
%N 16,08 | %N 15,81 0,27 15,81 0
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4.10 Sinteza N-(3-(N'-hidroksikarbamimidoil)fenil)-1H-indol-2-
karboksamida (8)

Reakcija

@% 5(

V brezvodni etanol (60 mL) dodamo hidroksilamonijev klorid (6,98 mmol, 0,49 g) in nato

Postopek

Se trietilamin (6,98 mmol, 975 uL). Zmes mesamo 10 minut. Nato dodamo spojino 9 (5,82
mmol, 1,52 g) in segrevamo pri temperaturi vrenja (90 °C). Po priblizno 46 urah od zacéetka
segrevanja dodamo v reakcijsko zmes $e 0,10 g hidroksilamonijevega klorida in 195 pL
trietilamina. Dodatek istih reagentov ponovimo $e po 91 urah (0,15 g hidroksilamonijevega
Klorida in 295 puL trietilamina). Po 116 urah segrevanja uparimo reakcijsko zmes. Ostanek
nato prelijemo z zmesjo ledu in vode (80 mL). Nastalo oborino odfiltriramo s

presesavanjem, speremo z malo ledene vode in posusimo.
Rezultati

Izgled: svetlo rjavi kristali

Izkoristek: 92,5 % (1,58 g)

Rf: 0,39 (MF 3: kloroform/metanol = 5/1)

Talis¢e: 210-214 °C

IR (KBr, cm™): 3905, 3854, 3808, 3276, 1774, 1648, 1587, 1546, 1508, 1490, 1444, 1376,
1342, 1314, 1242, 1199, 1147, 1119, 1001, 935, 895, 794, 747, 702, 621, 583, 499, 472,
433
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'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 5,80 (s, 2H, NH,); 7,08 (t, 1H, J=7,8 Hz,
1HAN); 7,23 (t, 1H, J=7,8 Hz, 1HAT); 7,40 (rs, 2H, 2HA); 7,47 (rs, 2H, 2HAr); 7,69 (d,
1H, J= 5,4 Hz, 1HAT); 7,87 (rs, 1H, 1HAr); 8,09 (s, 1H, 1HAr); 9,66 (s, 1H, OH); 10,29 (s,
1H, NH); 11,74 (s, 1H, NH)

MS (ESI): 295,1 (M+H)", Mr (izra¢unana) = 294,3
HR-MS: 295,1192 (izraCunano: 295,1195)

Elementna sestava: CigH14N4O,

4.11. Sinteza 4,5-dibromo-N-(3-cianofenil)-1H-pirol-2-karboksamida (10)

CN CN
@ — @ :
NH N
2 H \

10 Br

Reakcija

N
Br
/

Postopek

V brezvodnem diklorometanu (30 mL) raztopimo 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazin (TCT) (2
mmol, 0,37 g). Ohladimo na ledeni kopeli (0-5 °C) in dodamo N-metilmorfolin (6 mmol,
660 pL) ter nato dodamo Se 4,5-dibromopirol-2-karboksilno kislino (6 mmol, 1,61 g). Po
treh urah mesanja na ledeni kopeli dodamo v reakcijsko zmes 3-aminobenzonitril (6 mmol,
0,71 g). Nato po priblizno petih minutah od dodatka 3-aminobenzonitrila vzamemo
reakcijsko zmes iz ledene kopeli in jo pustimo mesati na sobni temperaturi. Po 68 urah od
dodatka 3-aminobenzonitrila dodamo v reakcijsko zmes se 30 % prvotne koli¢ine N-
metilmorfolina (200 pL). Mesamo Se dve uri in reakcijsko zmes uparimo. Ostanek
prelijemo z destilirano vodo (20 mL) in dodamo malo ledu. Vodo oddekantiramo in

zaostanek prelijemo z dietiletrom, odfiltriramo s presesavanjem. Zaostanek posusimo.
Rezultati

Izgled: sivi kristali
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Izkoristek: 39,2 % (0,87 g)
Rf: 0,71 (MF 3: kloroform/metanol = 5/1)
Talis¢e: nad 300 °C

IR (KBr, cm™): 3904, 3854 , 3840, 3807, 3752, 3390, 3168, 2957, 2659, 2364, 2345,
2222, 1665, 1589, 1558, 1538, 1478, 1458, 1433, 1398, 1331, 1289, 1256, 1232, 1202,
1178, 986, 972, 947, 890, 850, 809, 789, 760, 746, 678, 615, 570, 547, 470, 439

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 7,26 (s, 1H, 1HAr); 7,50-7,60 (m, 2H, 2HAT);
9,76 (d, 1H, J=5,5 Hz, 1HAr); 8,20 (s, 1H, 1HAr); 10,17 (s, 1H, NH- pirol); 13,04 (s, 1H,
NH- amid)

MS (ESI): 367,9 [M-H]', Mr (izra¢unana) = 369
HR-MS: 367,8869 (izra¢unano: 367,8878)

Elementna sestava: C1oH7Br,N;O

4.12 Sinteza 4,5-dibromo-N-(3-(N'-hidroksikarbamimidoil)fenil)-1H-pirol-
2-karboksamida (11)

Reakcija

N\ NH,

”J\E%/Bf J\Eg/
10 Br

V brezvodni etanol (20 mL) dodamo hidroksilamonijev klorid (2,49 mmol, 0,17 g) in nato

Postopek

Se trietilamin (2,49 mmol, 350 uL). Mesamo, dokler se vse spojine ne raztopijo (10 minut).

Nato dodamo spojino 10 (2,07 mmol, 0,77 g) in segrevamo pri temperaturi vrenja (90 °C).
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Po 49 urah dodamo v reakcijsko zmes $e 20 % hidroksilamonijevega klorida (0,04 g) in 20
% trietilamina (70 pL). Po 72 urah od zacetka segrevanja koncamo reakcijo in uparimo
reakcijsko zmes. Ostanek po uparitvi prelijemo z zmesjo ledu in vode (15 mL). Nastalo
oborino odfiltriramo s presesavanjem ter speremo z malo ledene vode. Nato filtrirni
ostanek prelijemo z destilirano vodo (10 mL) in zmes meSamo 20 minut. Filtriramo s

presesavanjem in filtrirni ostanek posusimo.
Rezultati

Izgled: sivi kristali

Izkoristek: 84,4 % (0,70 g)

Rf: 0,36 (MF 3: kloroform/metanol = 5/1)
TaliS€e: 247-254 °C

IR (KBr, cm™): 3905, 3854, 3840, 3822, 3808, 3752, 3393, 3179, 2956, 2864, 2346, 2222,
1718, 1654, 1638, 1590, 1552, 1528, 1508, 1490, 1458, 1436, 1388, 1331, 1241, 1194,
1145, 974, 947, 891, 866, 790, 759, 680, 615, 470, 443

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 5,89 (rs, 2H, NH,); 7,26 (s, 1H, 1HAr); 7,37
(m, 2H, 2HAr); 7,81 (m, 1H, 1HAr); 9,72 (s, 1H, 1HAr); 9,96 (s, 1H, OH); 12,90 (s, 1H,
NH amid)

MS (ESI): 400,9 [M+H]", Mr (izra¢unana) = 402
HR-MS: 400,9245 (izracunano: 400,9249)

Elementna sestava: C1oH1oBroN4O-
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4.13 Poskus sinteze 3-(3-(3-(1H-indol-2-karboksamido)fenil)-1,2,4-
oksadiazol-5 il) propanojske kisline (12)

Reakcija
0o
NH,.HCI HN =
HN
N /N\
e \O O
N= N=
5 COOH 12 COOH
Postopek

V brezvodnem diklorometanu (15 mL) raztopimo 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazin (0,43 mmol,
0,08 g). To ohladimo na ledeni kopeli (0-5 °C) in dodamo N-metilmorfolin (2,59 mmol,
285 ulL) ter nato Se indol-2-karboksilno kislino (1,30 mmol, 0,21 g). Vse to pustimo
mesati. Na ledeni kopeli meSamo dve uri in nato dodamo Vv reakcijsko zmes spojino 5 (1,17
mmol, 0,31 g). Buc¢ko vzamemo iz ledene kopeli ter pustimo mesati reakcijsko zmes na
sobni temperaturi. Po 70 urah od dodatka spojine 5 dodamo v reakcijsko zmes Se 50 %
zaCetne koli¢ine N-metilmorfolina (145 uL). Po 93 urah od dodatka spojine 5 uparimo
reakcijsko zmes. Nato uparjeno reakcijsko zmes prelijemo z destilirano vodo (15 mL) in
nakisamo s 4M HCI do pH 3. Nastalo oborino odfiltriramo s presesavanjem in jo posusimo
ter o¢istimo s kolonsko kromatografijo (MF 6).

Rezultati

Izgled: svetlo rjavi kristali

Izkoristek: 67,59% (0,294 g)

Rf: 0,20 (MF 3: kloroform/metanol = 5/1)
Talis¢e: 90-95 °C

Elementna sestava: CygH15N404
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4.14. Sinteza 3-(3-(3-(1H-indol-2-karboksamido)fenil)-1,2,4-oksadiazol-5-
il) propanojske kisline (13)

Reakcija
H H
N HN N HN
(0~ —
o} N—OH o} —N
\
H,N NQ O
8 13 CH,CH,COOH
Postopek

V brezvodni DMF (10 mL) dodamo piridin (2,6 mL) in nazadnje $e spojino 8 (3,40 mmol,
1,00 g) ter sukcinanhidrid (3,40 mmol, 0,34 g). Reakcijsko zmes segrevamo pri 100 °C stiri
ure in nato dodamo katalizator KF (0,10 g). Zmes $e dalje segrevamo eno uro pri 100 °C,
nato pa znizamo temperaturo segrevanja na 80 °C. Pri tej temperaturi segrevamo se 17 ur
in nato izklopimo segrevanje in mesamo pri sobni temperaturi $e 3 dni. Nato segrevamo pri
80 °C $e 2 dni in nato ohladimo ter v reakcijsko zmes dodamo destilirano vodo (19 mL).
Raztopino nakisamo do pH 3 s 4 M HCI. Zmes ekstrahiramo z etilacetatom (3x15 mL). Po
suSenju z natrijevim sulfatom organsko fazo uparimo in zaostanek ocistimo s kolonsko
kromatografijo (MF 3).

Rezultati

Izgled: belorumenkasti kristali
Izkoristek: 80,54 % (1,033 g)

Rf: 0,20 (MF 3: kloroform/metanol = 5/1)
Talis¢e: 210-214 °C

IR (KBr, cm™): 3854, 3426, 3219, 2366, 2345, 1734, 1713, 1685, 1654, 1601, 1582, 1550,
1522, 1509, 1458, 1418, 1376, 1340, 1317, 1276, 1240, 1211, 1196, 1176, 1148, 1086,
1028, 912, 886, 835, 798, 764, 745, 684, 632, 575, 533, 506, 461, 431

'H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5 [ppm] = 2,80 (t, 2H, J=6,7 Hz, CH,CH,): 3,18 (t, 2H,
J=6,7 Hz, CH,CH,); 7,09 (t, 1H, J=7,8 Hz, 1HAr); 7,23 (t, 1H, J=7,8 Hz, 1HAT); 7,49 (m,
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2H, 2HAr); 7,56 (t, 1H, J= 7,8 Hz, 1HAr): 7,68-7,72 (m, 2H, 2HAT); 8,11 (d, 1H, J=6,1
Hz, 1HAr); 8,51 (s, 1H, 1HAT); 10,52 (s, 1H, NH-indol); 11,85 (s, 1H, NH)

MS (ESI): 375,1 [M-H]’, Mr (izra¢unana): 376,4
HR-MS: 375,1102 (izra¢unano: 375,1093)

Elementna sestava: CygH15N404
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

Iz 3-aminobenzonitrila smo sintetizirali spojine, ki bi se lahko vezale na podenoto B DNA
giraze. Z racunalniskim programom FlexX (LeadlT 2.1.3 (BioSolvelT)) smo sidrali
spojine v vezavno mesto giraze in se na podlagi rezultatov odlocili za sintezo spojin.

V nadaljevanju bomo opisali sintezne postopke, ki smo jih izvedli pri eksperimentalnem

delu.

5.1. Uvedba acetamidne zas¢ite v 3-aminobenzonitril

Najprej smo iz 3-aminobenzonitrila sintetizirali amid s pomoc¢jo derivata karboksilnih
kislin, acetanhidrida. Amidno skupino smo tvorili zaradi za$¢ite aminske skupine, ki bi
lahko v nadaljnjih stopnjah sinteze kon¢nih spojin reagirala in tvorila stranske produkte.
Zascitne skupine uvajamo v spojine prav z namenom, da Se izognemo stranskim
produktom, ko pretvorimo funkcionalne skupine, ki naj bi ostale med stopenjsko sintezo
spojin nespremenjene, v manj reaktivne (21).

Amini so odli¢ni nukleofili in jih moramo zas¢ititi, kadar imamo v reakcijski zmesi
elektrofile ali kisle reakcijske pogoje (21).

Za reakcije N-acetiliranja pa najveckrat uporabljamo acetanhidrid ali pa acetil Klorid kot
aktivirano obliko ocetne Kisline ter ustrezen amin. Izkoristki reakcij so boljsi, ¢e tovrstne
reakcije izvajamo v brezvodnih pogojih (22).

Acetiliranje 3-aminobenzonitrila z acetanhidridom je poteklo hitro (30 minut) z visokimi
izkoristki (96,8 %).

5.2. Tvorba amidoksimov 2, 8 in 11

Amidoksime 2, 8 in 11 smo pripravili po splosnem postopku za tvorbo amidoksimov iz
ustreznega nitrila in hidroksilamonijevega klorida (NH,OHxHCI) (23).

Amidoksime lahko pripravimo na razlicne naéine, ena najpogostej$ih metod za pripravo
amidoksimov je priprava iz nitrilov in hidroksilamina (25).

Iz nitrilov smo z nukleofilno adicijo hidroksilamina na polarno heterogeno multiplo vez
pripravili amidoksime, za katere velja, da se lahko nahajajo v dveh tavtomernih oblikah
(slika 16) (26, 27).
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Slika 16: Nastanek amidoksima (24)
V reakcijsko zmes smo dodali trietilamin, da pretvorimo hidroksilamonijev klorid v prosti

hidroksilamin, ki reagira kot nukleofil. Kot reagent se uporablja hidroksilamonijev klorid
zato, ker je v taki obliki bolj obstojen in s tem primernejsi za shranjevanje (27). Namesto
baze trietilamina bi lahko uporabili tudi natrijev karbonat, natrijev ali kalijev hidroksid ali
natrijev etoksid. Vendar pa pri reakciji med natrijevim karbonatom in HCI nastane voda, ki
ni zazelena, ker nitrilna skupina ob prisotnosti vode lahko hidrolizira in nastane
karboksamid kot stranski produkt reakcije (27). Da zagotovimo ¢im bolj brezvodne pogoje,
smo kot topilo uporabili brezvodni etanol.

Hidroksilamonijev klorid smo pred samo reakcijo razdrobili s pestilom v terilnici in ga
susili v suSilniku, saj je zelo higroskopen. Tudi s tem postopkom smo skusSali zagotoviti
¢im bolj brezvodne pogoje (26).

V splosnem predpisu za sintezo amidoksimov s hidroksilamonijevim kloridom navajajo
reakcijske Case od 3 do 24 ur. Kljub 20 % dodatku hidroksilamonijevega klorida in
trietilamina po 23 in 47 urah segrevanja in mesanja reakcija amidoksima 2 tudi po 72 urah
ni potekla do konca, saj smo na TLC plos¢ici Se lahko detektirali izhodni acetiliran 3-
aminobenzonitril. Ker smo ocenili, da je izhodna spojina prisotna v zelo majhni koli€ini,
smo se po tem ¢asu odlo¢ili za izolacijo. Na kromatogramu smo opazili $e dodatno 1iso, Ki
je po vsej verjetnosti karboksamidni stranski produkt kljub temu, da smo se trudili
vzpostaviti ¢im bolj brezvodne pogoje. Optimalno bi bilo izvajati to reakcijo v atmosferi
argona. lzolacija je bila enostavna, saj je amidoksim 2 izpadel iz zmesi vode in ledu.
Oborino smo odfiltrirali s presesavanjem in tako izolirali ¢ist produkt, izkoristek reakcije
pa je bil kljub zgoraj omenjenim tezavam primeren (65, 21 %).

Podobno smo postopali tudi pri sintezi amidoksima 8. Reakcija je potekla v 116 urah od
zaCetka segrevanja. Kot je pokazala tankoplastna kromatografija, je reakcija potekla do
konca, saj na kromatogramu v reakcijski zmesi ni bilo ve¢ lise izhodne spojine. Tudi pri
sintezi spojine 8 smo po 46 in 90 urah od zacetka segrevanja dodali v reakcijsko zmes $e

po 20 % zacetne koli¢ine hidroksilamonijevega klorida in trietilamina. lzolacijo
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amidoksima 8 smo izvedli na enak nacin kot pri spojini 2, izkoristek pa je bil visji kot pri
spojini 2 (92,46 %).

Vec tezav smo imeli pri sintezi amidoksima 11, saj tudi v tem primeru reakcija ni potekla
do konca niti po 72 urah, kljub ponovnemu dodatku hidroksilamonijevega klorida in
trietilamina po 49 urah od zacetka segrevanja. Prekinili smo segrevanje in skusali izolirati
produkt po ustaljenem postopku. lIzolirali smo ¢ist amidoksim 11 z dokaj visokim
izkoristkom (84,4 %), ki bi ga lahko morda izboljSali z izvajanjem reakcije v argonovi

atmosferi in s podaljSanjem casa izvajanja reakcije.

5.3. Tvorba 3,5-disubstituiranih-1,2,4-oksadiazolov 3, 4 in 13

Oksadiazoli so petclenski heteroaromatski obro¢i, ki vsebujejo dva ogljikova, dva dusikova
in en kisikov atom. V starejSi literaturi se pojavljajo oksadiazoli tudi pod imenom
furodiazoli (28, 29). Odvisno od polozaja dusikovih in kisikovih atomov v obrocu so
oksadiazoli razvrs¢eni v S§tiri razlicne skupine. Tako poznamo 1,2,3-oksadiazole, 1,2,5-
oksadiazole, 1,3,4-oksadiazole in 1,2,4-oksadiazole (28). Med najbolj optimalnimi
spojinami, Ki so se po nasi analizi derivatov 3-aminobenzonitrila umestile v vezavno mesto
giraze, so bili tudi derivati 1,2,4-oksadiazolov, ki jih lahko sintetiziramo iz amidoksimov 2,

8 in 11. Za pripravo amidoksimov lahko seveda uporabimo ve¢ razli¢nih metod (27, 28).
R N
T \>7R2
N5

Slika 17: Struktura 3,5-disubstituiranih 1,2,4-oksadiazolov(28)

Prvo sintezo 1,2,4-oksadiazolov sta leta 1884 izvedla Tiemann in Kruger (30). Poznavanje
metod priprave 1,2,4-oksadiazolov je pomembna za farmacevtske kemike, saj se 1,2,4-
oksadiazolna skupina pogosto uporablja kot bioizosterna zamenjava za amidno ali estersko
skupino in se zato pojavlja tudi v nekaterih zdravilnih u¢inkovinah (31).

Najbolj pogosto se 1,2,4-oksadiazoli sintetizirajo iz amidoksimov in derivatov karboksilnih
kislin v dveh stopnjah (32). Amidoksim reagira z aktiviranim Kislinskim derivatom, kot so
estri, kislinski kloridi, anhidridi ali ortoestri, pri tem dobimo intermediat, O-aciliran
amidoksim, ki z intramolekularno ciklodehidracijo daje 3,5-disubstituirane 1,2,4-
oksadiazole (slika 18) (27, 28, 32, 33).
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Slika 18: Sinteza 3,5-disubstituiranih 1,2,4- oksadiazolov iz amidoksimov (28)

Ker smo amidoksimske prekurzorje 2, 8 in 11 za sintezo 3,5- disubstituiranih oksadiazolov
3, 4 in 13 lahko pripravili z visokimi izkoristki, smo se odlo¢ili tudi mi za prej opisan
postopek sinteze teh heterociklov.

Pri sintezi spojine 3 smo izhajali iz amidoksima 2 in etilmalonil klorida, pri ¢emer smo
amidoksim najprej raztopili v diklorometanu, reakcijsko zmes ohladili na 0 °C in nato
zaceli z dokapavanjem kislinskega klorida. Po vsem dodatku smo temperaturo dvignili na
sobno in mesali $¢ 30 minut. Na ta nac¢in smo dobili O-aciliran amidoksim (3i). Pri izolaciji
smo imeli nekaj tezav, saj se je spojina po ekstrakciji in susenju organske faze s suSilnim
sredstvom zacela izobarjati. Tako smo skupaj s suSilnim sredstvom odfiltrirali iz organske
faze tudi spojino 3i. Izolirali smo jo tako, da smo zmesi dodali vodo, v kateri se je susilno
sredstvo raztopilo, spojina 3i pa ne. Po filtraciji z odsesavanjem smo dobili ¢isto spojino
3i, le izkoristek ni bil najbolj optimalen (37,3 %). Ciklizacijo spojine 3i v Zelen 1,2,4-
oksadiazol 3 smo izvedli v toluenu s 37,6 % izkoristkom.

Sintezo 1,2,4-oksadiazola 4 smo izvajali nekoliko drugace, saj smo izbrali drugo topilo
(DMF), kot kislinski prekurzor pa smo izbrali sukcinanhidrid, saj smo Zeleli na 5-mestu v
oksadiazolu uvesti propanoilni substituent. Najprej je iz spojine 2 s sukcinanhidridom
nastal O-aciliran intermediat, ki smo ga s pomoc¢jo katalizatorja KF naprej ciklizirali do
spojine 4. Nadaljnja izolacija je sorazmerno enostavna, saj ob dodatku vode in nakisanju
izpade Cista spojina 4 in je ni potrebno dodatno cistiti, izkoristek dvostopenjske reakcije pa
je zadovoljiv (59,05 %).

Po istem postopku kot spojino 4 smo sintetizirali $e spojino 13. Aktivacijo v O-aciliran
intermediat smo izvajali 4 ure in nato dodali KF ter segrevali 1 dan pri temperaturi vrenja,
nato pa Se mesali pri sobni temperaturi 3 dni. Prilagodili smo tudi izolacijo. Ker spojina po
dodatku vode in nakisanju ni izpadla, smo vodno zmes ekstrahirali z etilacetatom,
organsko fazo uparili in zaostanek ¢istili s kolonsko kromatografijo, pri cemer smo dosegli

dober izkoristek reakcije, ki je bil 80,54 %.
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5.4. Poskus sinteze amida 7 preko kislinskega klorida

Amid 7 smo sintetizirali v dveh stopnjah. V prvi stopnji smo iz kisline (indol-2-karboksilne
kisline) s pomocjo oksalil klorida sintetizirali kislinski klorid, pri ¢emer so nastali Se
stranski produkti ogljikov dioksid, ogljikov monoksid in HCI. Splo$ni prikaz sinteze je na

spodnji sliki 19.

o) o) o)
)J\ Cl —>DMF )J\
R OH + Cl R cl + €O, + CO 4+ HC

)
Slika 19: Sinteza kislinskih kloridov iz Kislin s pomo¢jo oksalil klorida (34)

Te reakcije se pogosto pospeSi z dodatkom kapljice dimetilformamida (DMF). Poleg
oksalil klorida se obi¢ajno za sintezo kislinskih kloridov iz kislin uporabljajo tionil klorid
(SOCIy), fosforjev triklorid (PCls), fosforil klorid (POCI3) in fosforjev pentaklorid (PCls)
(14). V drugem koraku kislinski klorid reagira z aminom (v naSem primeru 3-
aminobenzonitrilom) in nastane amid 7. Reakcija splo$ne sinteze amidov iz kislinskih

kloridov je prikazana na spodniji sliki 20.

O O

)L baza )J\ '

R Cl + R—NH, R |
H

Slika 20: Sinteza amida iz kislinskega klorida in amina (34)

+ baza. HCI

Zaradi nastale HCl moramo dodati v reakcijsko zmes $e bazo (v naSem primeru dodamo
trietilamin), da le-ta zreagira s HCl in s tem preprec¢imo pretvorbo amina v nereaktivno sol
(34).

Sinteza amida 7 nam je uspela, vendar nam ni uspelo ocistiti te spojine, saj je bila zelo
slabo topna v vseh topilih. 1z kromatograma je bilo razvidno, da je v reakcijski zmesi bila
Se vedno prisotna izhodna spojina (3-aminobenzonitril). 1zkoristek reakcije je bil 71,73 %,

vendar je bilo tezko oceniti delez zelene acilirane spojine.
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5.5. Tvorba amidov 7, 10 in 12 z 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazinom

Ker nam reakcija tvorbe amida 7 preko kislinskih kloridov ni uspela, smo za sintezo te
spojine skusSali uporabiti sklopitveni reagent 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazin (cianuril klorid,
TCT). To je zelo reaktivna organska spojina, ki se pridobiva s trimerizacijo cianogen
klorida (35). Splosen mehanizem reakcije aktivacije s TCT je prikazan na sliki 19.

V prvi stopnji smo iz terciarnega amina (NMM) in TCT pripravili ustrezno kvarterno
amonijevo sol. Ta sol izpade iz organskega topila kot beli kristali. Nato dodamo kislino in
indikator, da nastaja aktiviran ester, je izginevanje oborine (kvarterne amonijeve spojine).
Ker sta oba intermediata neobstojna pri visjih temperaturah, izvajamo reakcijo pri nizki
temperaturi (0-5 °C). Po dodatku amina (v nasem primeru 3-aminobenzonitril) vzamemo

reakcijsko zmes iz ledene kopeli in pustimo mesati na sobni temperaturi (23).

|+CI o il e O0«_O_ _N._ _O__O
| Ny @ 0 05°C | \\( Pon | Y \f Y
_N + [ j NN R \f R
| : 0
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OH

HO\( [ ;(
\f
\g/

Slika 21: Sinteza amidne vezi z 2,4,6-trikloro-1,3,5-triazinom (23)

Sinteza spojine 7 preko cianuril klorida (TCT) ni potekla ¢isto do konca, saj smo na TLC
ploscici detektirali izhodno spojino (3-aminobenzonitril). Ker lisa na TLC plos¢ici ni bila
zelo intenzivna, smo se po 70 urah od dodatka 3-aminobenzonitrila odlo¢ili za izolacijo.
Reakcijsko zmes smo uparili in suh trdni ostanek prelili z vodo in filtrirali z odsesavanjem.
Kot metoda izolacije je v splosnem postopku navedena ekstrakcija, vendar smo mi izbrali
lazjo, prej omenjeno izolacijo, ki se je izkazala kot odli¢na, saj smo dobili zelo visok

izkoristek reakcije (94,09 %).
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Pri sintezi spojine 10 smo imeli nekaj ve¢ tezav. Reakcija tudi po 68 urah ni potekla do
konca, zato smo dodali e 30 % NMM. Dve uri po tem dodatku pa je bila reakcija konéana,
saj na TLC ploscici nismo opazili lise izhodnega 3-aminobenzonitrila, zato smo se odlo¢ili
za izolacijo. Reakcijsko zmes smo uparili in trdni ostanek prelili z vodo. Zaostanek je bil
mazav, zato smo vodni del oddekantirali od zaostanka in le tega prelili z dietiletrom,
oddekantirali in spet dodali vodo. Ker je $e vedno zaostajal mazav zaostanek Zzelene
spojine zaradi njene slabe topnosti, kot tudi necistot, nismo mogli izolirati.

Tudi sintezo spojine 12 smo izvedli s cianuril kloridom podobno kot pri sintezi spojine 10.
Ocenili smo, da je reakcija po 90 urah potekla do konca. Izolacijo smo izvedli tako, da smo
reakcijsko zmes uparili in prelili z vodo. Ker oborina ni nastala, smo zmes nakisali s 4 M
HCI na pH 3. Po nakisanju smo dobili oborino, ki smo jo filtrirali z odsesavanjem in pri
tem dobili 67, 59 % izkoristek. Spojine nam Zal ni uspelo odistiti s kolonsko
kromatografijo.

Vseeno pa lahko potrdimo, da je za tvorbo amidov na aminski skupini 3-aminobenzonitrila

najustreznejsa sinteza s sklopitvenim reagentom cianuril kloridom.

5.6. Hidroliza amidne vezi — sinteza spojin 5in 6

Amidi se lahko hidrolizirajo do karboksilnih kislin s kislinami ali z bazami kot
katalizatorji. V nasem primeru smo uporabili kislinsko katalizirano hidrolizo amidne vezi.
Za hidrolizo primarnih, sekundarnih in terciarnih amidov je potrebno segrevanje v mo¢no
koncentrirani Kislini (36). V naSem primeru smo se odlo¢ili za 4 M HCI v THF. Bolj ostrih
pogojev nismo izbrali, ker smo predvideli, da lahko hidrolizira tudi oksadiazolni obro¢.

Pri hidrolizi amidov gre za preprosto nukleofilno substitucijo. Kot topila se lahko
uporabijo dioksan, THF, voda ali etanol (26).

V nadaljevanju navajamo mehanizem kisle hidrolize amidov.

Najprej pride do protoniranja karbonilnega kisika, tvori se konjugirana kislina. Nato sledi
napad nukleofila (vode) na protonirano karbonilno skupino v amidu in nastanek
tetraedricnega protoniranega intermediata. Izguba protona v tem tetraedricnem
intermediatu omogoci protoniranje na dusiku. Dusikov atom ni ve¢ vezan na karbonilno
skupino, zato postane dosti bolj bazicen kot kisikovi atomi. lzstopi amin, Ki reagira z

nastalim protonom in to omogoc¢i regeneracijo karbonilne (karboksilne) skupine (36).
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Slika 22: Kisla hidroliza sekundarnega amida (26)

Hidrolizo acetamidne vezi spojine 4 smo izvajali ob vrenju v THF z ekvivalentno koli¢ino
4 M HCI 72 ur. Ceprav smo s TLC kromatografijo po tem ¢asu $e vedno zaznali rahlo liso
izhodne spojine, smo reakcijsko zmes najprej uparili, nato pa suspendirali v dietiletru.
Izhodna spojina je v etru topna, nastala spojina 5, ki je sol pa je v etru netopna, zato smo jo
zlahka izolirali ¢isto in z dobrim izkoristkom 92,79 %.

Zal pa hidroliza acetamidne skupine spojine 3 ni potekla v Zeleno smer (slika 23).

O
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Slika 23: Hidroliza spojine 3 v prosti amin, ki je potekla v nepredvideno smer (spojina 6)

Ceprav smo postopali tako kot pri sintezi spojine 5, pa so visoka temperatura segrevanja in
kisli pogoji povzroc€ili hidrolizo esterske skupine vezane preko metilenske skupine na

mestu 5 v oksadiazolnem obrocu. Ko v reakcijski zmesi ni bilo ve¢ izhodne spojine, smo
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reakcijo prekinili, odparili topilo, dodali vodo in naalkalili zmes do pH 10. Izpadla je
oborina (spojina 6). Strukturo spojine 6 smo potrdili z vsemi spektroskopskimi metodami.
To je bil tudi vzrok, da smo zeleli izvesti sintezo kon¢nih spojin po drugi poti, kjer smo
najprej acilirali 3-aminobenzonitril z ustrezno kislino v prisotnosti sklopitvenega reagenta
TCT, sele nato pa ciano skupino pretvorili v amidoksim in tega ciklizirali v 3,5-
disubstituirane 1,2,4- oksadiazole (3, 4 in 13).
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6. SKLEPI

V okviru magistrske naloge smo uspes$no sintetizirali naslednje derivate 3-
aminobenzonitrila:
o etil 2-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) acetat (3),
e 3-(3-(3-acetamidofenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) propanojsko kislino (4) in
e 3-(3-(3-(1H-indol-2-karboksamido)fenil)-1,2,4-oksadiazol-5-il) propanojsko kislino
(13).

Acetiliranje 3-aminobenzonitrila (spojina 1) je potekla zelo hitro (30 minut). Tudi izolacija
spojine je bila dobro izbrana, saj smo dobili ¢isto spojino, kar je potrdila tudi elementna
analiza spojine 1. 1z tega lahko sklepamo, da je acetiliranje 3-aminobenzonitrila z
acetanhidridom ustrezna metoda za pripravo spojine 1.

Ze uveljavljen postopek za sintezo amidoksimov iz nitrilov in hidroksilamonijevega
klorida smo za pripravo spojin 2, 8 in 11 modificirali tako, da smo podaljsali reakcijski ¢as,

na vsaj 4 dni. Nujno pa je reakcijo izvajati v brezvodnih pogojih.

Oksadiazole 3, 4 in 13 smo uspesno sintetizirali po dveh razli¢nih postopkih. Oksadiazol 3
smo pripravili s pomocjo etilmalonil klorida, medtem ko smo oksadiazola 4 in 13 pripravili
z sukcinanhidridom. Sinteza spojine 3 je potekla v dveh stopnjah. Ugotovili smo, da
reakcijski ¢asi navedeni v obeh postopkih niso ustrezni, saj je bilo le te potrebno podaljsati.

Ker nam ni uspelo sintetizirati amida 7 po postopku tvorbe amida preko Kislinskega
klorida, smo izbrali za sintezo te spojine drug sklopitveni reagent. Kot uspeSen se je
izkazal postopek tvorbe amida s TCT. Ugotovili smo, da je ta sklopitveni reagent

optimalen tudi za sintezo amidov 10 in 12.
Odstranjevanje acetamidne za$¢ite skupine pri spojini 4 je bilo uspe$no, medtem ko pri

spojini 3 ni potekla reakcija v Zeleno smer. Potekla je dekarboksilacija esterske skupine na

oksadiazolnem obrocu.
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Kon¢ne spojine 3, 4 in 13 so bile testirane na inhibicijo DNA giraze. Spojina 3 ni
izkazovala inhibicije, spojina 4 pa je izkazovala minimalno inhibicijo pri 100 uM
koncentraciji. Rezultati za spojino 13 so preliminarni in kaZejo od vseh spojin najvecjo
inhibitorno aktivnost.
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