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POVZETEK

Bakterijska rezistenca nas sili v odkrivanje nowlotibakterijskih dinkovin, ki bodo
delovale selektivno in ciljano, kot tudi v odkriyjamovih Sirokospektralnih protibakterijskih
ucinkovin, ki bodo namenjene zdravljenju infekcij,yaoocenih z najbolj rezistentnimi sevi.
Pri identifikaciji novih potencialnih tar protibakterijskin dginkovin je najpomembnejSa
strukturna razlika medloveskimi in bakterijskimi celicami mehansko éma celéna stena,

katere glavni gradniki so molekule peptidoglikana.

Specifétno delovanje na peptidoglikan je trenutno le deliz&oris¢eno, zato lahko
razmiSljamo o novih moznostih za razvoj protibaldkih ucinkovin, ki bi povzr@ile
poSkodbe cetne stene. Encimi, vkiieni v zgodnje citoplazemske stopnje biosinteze
peptidoglikana postajajdedalje bolj zanimive té&e za sintezo protimikrobnih¢unkovin.

Mednje spada tudi ligaza D-Ala-D-Ala.

Pri na&rtovanju naSih spojin smo v okviru magistrske nalogiporabili 2,4-
dihidroksibenzojsko kislino, kot ogrodje, ki nam ogaeta primerno prostorsko razporeditev
funkcionalnih skupin kotnih spojin. Sinteza kamih spojin je véstopenjska, zato je v
okviru magistrske naloge pripravljena tudi sinteati@tegija. Glavni namen je bila sinteza
treh intermediatov, ki bi jih lahko uporabili pingezi kortnih spojin, in sicer oksadiazolnega
derivata L-Ala, 5-(benziloksi)-2-(karboksimetoks)izojske kisline, in 5-(benziloksi)-2-

hidroksibenzohidrazida.

Sinteza vseh treh derivatov se je izkazala za amostin @inkovito. Izkoristek posameznih
reakcijskih stopenj je bil wénoma veji od 50 %, pricemer smo v u@ni primerov spojine
uspeli @istiti s prekristalizacijo, kar je pomembno predwse ekonomskega vidika. Vse
dobljene spojine so bile identificirane s pafjeosodobnih analiznih tehnik, kot so NMR, IR,
MS in HPLC, s katerimi smo tudi potrdili ustrezéistost produktov.

Magistrska naloga predstavlja pomemben prispev&ktki znanja tako na podéu sintezne
kemije kot tudi na podtgu nartovanja in sinteze protimikrobnikEumkovin.



ABSTRACT

Bacterial resistance is a driving force in the digry of new selective antibacterial drugs that
will act on validated targets, as well as for thecdvery of new broad-spectrum antibacterial
drugs that will be used for treating infections sd by the most resistant strains. In the
identification of new potential targets for antibax@al drugs, the most important difference
between human and bacterial cells is the mechdyicatong cell wall. Peptidoglycan

molecules are its main building blocks.

Specific action on the peptidoglycan is still opigrtially utilized so we can think about new
opportunities in the development of antibacterialgd that could cause damages to the
bacterial cell wall. The enzymes involved in thelyeaytoplasmic steps of peptidoglycan
biosynthesis are increasingly becoming interediamngets for the design and synthesis of new

antimicrobial drugs. D-Ala-D-Ala ligase is one bbse targets.

In the context of the master's thesis we constducteir compounds using 2,4-
dihydroxybenzoic acid as a scaffold, which allowgprapriate spatial distribution of
functional groups in the final compounds. Withie tinaster's thesis we prepared the synthetic
strategy for a multi-step synthesis of three intdliates, that may be used in the synthesis of
the final compounds, i.e. an oxadiazole derivatioethe amino acids L-Ala and L-Asp, 5-
(benzyloxy)-2-(carboxymethoxy)benzoic acid and kethybenzoyl-2tert-butoksilkarbonil-
benzoate and 5-(benzyloxy)-2-hydroxybenzohydrazide

The synthesis of all three derivatives was foundeovery efficient. The yields of most
individual reaction steps were above 50%. Noteworthe majority of compounds was
purified by means of crystallization, which is inm@nmt from the economical viewpoint. All
compounds were identified with the help of modemalgtical techniques such as NMR, IR,

MS and HPLC. All compounds were of appropriate gyuaiccording to the modern standards.

Our study represents a major contribution to th@ewedge in the field of synthetic
chemistry and the design and synthesis of new actebal drugs.



SEZNAM OKRAJSAV

LPS lipopolisaharidi

MDR ves stopenjska rezistenca na zdrawWailiple drug resistance)
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BOC terc-butiloksikarbonil
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d dublet (NMR)

dd dublet dubleta (NMR)

m multiplet (NMR)
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t triplet(NMR)

DMSO-t; devteriran dimetilsulfoksid

MS masna spektrometrija
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Rs retencijski faktor
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N-acetilmuraminska kislina
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1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidiglorid



1. UVOD

Boj proti bakterijskim infekcijam s pond sodobnih protimikrobnih dinkovin traja Ze
vec¢ kot 70 let. Mnoge patogene bakterije, kotSaphylococcus aureus, so v temc¢asu
razvile delno ali popolno rezistenco na&we antibiotikov. Iskanje novih protimikrobnih
ucinkovin se zato nikoli ne ka@a. Umrljivost zaradi bakterijskih okuzb je v razrit
svetu v 20. stoletju sicer mwa upadla, hkrati pa lahko trdimo, da so prav bgkke

okuzbe Se vedno eden glavnih krivcev za umrljig@¥${(2).

Bakterije, ki jih lahko Stejemo med MDR seve soE&gerococcus faecalias (VRE), ki
izkazuje rezistenco na vankomici®aphylococcus aureus (MRSA), ki je rezistentna na
meticilin, Actinobacter baumanni, Pseudomonas aeruginosa in Streptococcus pneumonie,

ki so rezistentne na penicilin in makrolidne antilietier mnoge druge (2) (3). Rezistenca
na antibiotike se razvija predvsem zaradi gawega obsega in nepravilne uporabe
antibiotikov, poseben primer pa predstavljajo inkmeslabljeni bolniki, pri katerih je

nevarnost za razvoj rezistentnih bakterijgmo poveéana (3) (4).

Bakterijska rezistenca nas tako sili v odkrivanpeih protibakterijskih ginkovin, ki bodo
delovale ciljano, kot tudi v odkrivanje novih Siadpektralnih protibakterijskih
ucinkovin, ki bodo namenjene najbolj rezistentnim@av(2). Vemo, da je razvoj novih
zdravilnih w&inkovin zelo drag in dolg postopek. Za prodor grakiterijske dinkovine na
trzisCe je potrebno 8 do 12 let. Farmacevtska industgjaaradi manjSega zasluzka umika
s podr@ja razvoja novih protibakterijskih¢inkovin, saj je tako zdravljenje kratkotrajno v

primerjavi z &inkovinami, ki jih uporabljamo pri krotinih boleznih (5).

Pri identifikaciji novih potencialnih tarprotibakterijskih ginkovin je treba biti pozoren
na selektivno tokgnost. Osredothiti se je treba na bistvene razlike med celicami
mikroorganizmov in¢loveskimi celicami. NajpomembnejSa razlika m@&dveskimi in
bakterijskimi celicami je mehansko ®&ma celéna stena, katere glavni gradniki so
molekule peptidoglikana. Spedifio delovanje antibiotikov na peptidoglikan (¢ab
steno) Se ni v popolnosti izkoteno, zato lahko razmisljamo o novih moznostih zaoa
protibakterijskih @inkovin, ki bi povzr@ile posSkodbe v ceini steni.



Celitna

Slika 1: Prokariontska celica (6).

Nekateri antibiotiki, kot so penicilini, zavirajanéezo peptidoglikana, saj se vezejo na
encime, imenovane penicilin veé beljakovine ali transpeptidaze (7). Ti encimi
omogaajo pr&no premrezenje oligopeptidnih verig. Mutacije v ipepa transpeptidaze
lahko povzrgijo manjSo «inkovitost antibiotikov oziroma odpornost proti miji
Penicilini delujejo cilijno na bakterijske celicegjZivalske (in s tentloveske) celice ne
vsebujejo cetine stene (1).

Antibiotiki predstavljajo raznoliko skupino zdrawih Wwinkovin in jih lahko delimo po
razlicnih kriterijih:

glede na mehanizem delovanja,
glede naizvor,

glede na spekter delovanja,
glede na n&n aplikacije,

AN N NN

glede na kemijsko strukturo.
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Tabela 1: Delitev protibakterijskih u¢inkovin glede na mehanizem delovanja (8) (9).

TARCNO MESTO V BAKTERIJI VRSTA PROTIBAKTERIJSKE
UCINKOVINE

PENICILINI, CEFALOSPORINI,
KARBAPENEMI,

SINTEZA CELICNE STENE MONOBAKTAMI,
VANKOMICIN, FOSFOMICIN,
CIKLOSERIN

MAKROLIDI, TETRACIKLINI,
SINTEZA PROTEINOV AMINOGLIKOZIDI,
KLORAMFENIKOL

SINTEZA IN METABOLIZEM
NUKLEINSKIH KISLIN

KINOLONI, RIFAMPICIN

SULFONAMIDI,
TRIMETORPRIM

METABOLIZEM FOLNE KISLINE

1.1. Bakterijska celi¢na stena in peptidoglikan

Bakterijska celica je sestavljena iz ¢ak membrane, céhe stene in citoplazme, medtem
ko je zivalska celica sestavljena samo iz ¢coedi membrane in citoplazme. Gela
membrana in calha stena sta zelo pomembni za prezZivetje bakterighlice, saj
vzdrZzujeta karakteristho obliko celice (10) (1). Bakterija mora biti zaepivetje
prilagojena na razline okoljske pogoje (npr. spremembo okoljskega }lakar ji
zagotavlja polprepustna membrana, ki omi@gprehod le nekaterim snovem, sodeluje pri
rasti in delitvi celice in prepteje prebavo z gostiteljevimi encimi (11). Toge &ed
stene, ki &itijo bakterije, so méne mrezaste strukture, zgrajene predvsem iz ngeakie

heteropolimeroW- acetilglukozamina itN-acetilmuraminske kisline (12).

Bakterijo lahko okarakteriziramo s tehniko barvapgaGramu, s ponigo katere Igimo
po Gramu pozitivne in po Gramu negativne bakter{ppnenjena tehnika vklfwje

11



dodajanje barvila metilno vijaino, ki ga spiramo z raztopino joda. Ob stiku barwvl
raztopino joda se tvorijo kristali metilno vijohega, odvéno topilo pa nato speremo z
zmesjo acetona in etanola. Bakterija z debelej$i@ne steno (20 — 40 nm) absorbira
barvilo in ostane vijotine barve, definiramo jo kot po Gramu pozitivno. &®aka s tanko
celicno steno (2 — 7 nm) absorbira le zelo majhnockadi barvila, ki jo aceton spere. Ta
bakterija se obarva roznato le za kratak (nekaj sekund) in jo oztimmo kot po Gramu

negativno bakterijo (1).

Razlika v cekni steni in membrani ima Kklfino viogo pri dovzetnosti po Gramu

pozitivnih ali po Gramu negativnih bakterij za pwsane protibakterijskecinkovine (1).

b
Lipoprotein

Porini

Druge membrane

..... wogm . ° Periplazmaticni prostor in
s, | peptidoglikan

Plasma | ' atoad At S P e R ES LR SR T ID 4400 ]Plasma
'.‘ s000 ]

00
......

Bl - Gram negativna celiCna stena
Gram pozitivna celiéna stena =

Slika 2: Razlika v zgradbi bakterijske celéne stene med po Gramu pozitivno in po
Gramu negativno bakterijo (13).

1.1.1 Po Gramu pozitivhe bakterije

Po Gramu pozitivhe so bakterije, ki imajo debelwaiplastno celino steno (40 plasti) iz
peptidoglikana (150-500 A), ki obdaja citoplazemsk@mbrano. Peptidoglikan ima
bistven pomen za strukturo bakterij in njihovo tliter za prezivetje v tezkih pogojih, v
katerih le-te rastejo. Razgradimo ga lahko z ligwon, ¢loveSkim encimom, ki ga

najdemo v izlgkih, kot so solze, mleko in sluz. Proizvajajo gditbakterije in drugi
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organizmi. Lizocim katalizira hidrolizo 1,8-glikozidne vezi medN-acetiimuraminsko

kislino in N-acetil-D-glukozaminom, ki sta osnovna monomerradgika peptidoglikana.

Celicna stena po Gramu pozitivnih bakterij vsebuje poteptidoglikana Se manjSe
kolicine anionskih polimerov, kot sta teihojska in tednska kislina. Teihojska kislina je
vodotopen polisaharid, ki je kovalentno povezaregtipoglikanom. Teihuronska kislina
(lipoteihojska kislina) je sestavljena iz miaBnih kislin, ki so zasidrane v citoplazemski
membrani. Gre za anionske polimere, ki so sestaviie fosfatnih, hidroksilnih in

aminskih skupin in predstavlja ionsko izmenjevadistem, ki uravnava koncentracijo
magnezijevih ionov v celici. Ti so pomembni za piray delovanje doldenih encimov, ki

so vkljuceni v biosintezo peptidoglikana (14) (15).

L-alanin

D-glutamin

L-lizin
D-alanin

Nou,

interpeptidni
most

N-acetil muraminska kislina

N-acetil glukozamin

Slika 3: Zgradba peptidoglikana pri po Gram-pozitivnih bakterijah (16).
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1.1.2 Po Gramu negativne bakterije

Zgradba celine stene po Gramu negativnih bakterij je bolj kagkpha od zgradbe
celicne stene po Gramu pozitivnih bakterij. Sestavljena dveh plasti peptidoglikana, ki
predstavlja 5-10 % mase bakterijske @sd stene. Za razliko od po Gramu pozitivnih
bakterij v po Gramu negativnih bakterijah ni tesig in teihuronske kisline. Obrje
med zunanjo povrSino citoplazemske membrane imrangtrpovrSino zunanje membrane
se imenuje periplazemski prostor. Ta prostor jel@reki vsebuje raztne hidroliténe
encime, kot so proteaze, lipaze, fosfataze, nukl@azylikozidaze, ki so pomembni pri

presnovi velikin makromolekul (16, 17).

Kot smo ze omenili, imajo po Gramu negativne bajeerdinstveno strukturo, saj imajo
poleg notranje membrane &&sto zunanjo membrano, sestavljeno iz lipopolisaioa,
fosfolipidov in proteinov. Zgrajena je kot asimeii lipidni dvosloj kar pomeni, da je
notranji sloj iz fosfolipidov, zunaniji sloj pa iapbpolisaharidov, v katerega so ujeti
razlicni proteini. Lipopolisaharidi (LPS) so zili samo za ta tip bakterij, pogosto jih
imenujemo tudi endotoksini, saj so &0 stimulator imunskega odziva. LPS aktivirajo
celice B in inducirajo makrofage ter druge celiceunskega sistema, ki sprostijo
interlevkin-1 in interlevkin-6 ter nekatere drugedmtorje. LPS povzt@jo vraéino in v
nekaterih primerih tudi Sok. Stevilni proteini peelajo celotni dvoplastni lipidni sloj,
imenujemo jih transmembranski proteini oz. porifiso zelo pomembni saj tvorijo pore,
ki omogaajo prehajanje razinih snovi skozi membranvec¢ina porinov, ki so v zunanji
membrani po Gramu negativnih bakterij, je sestad]iz treh enakih podenot, v sredini
tvorijo odprtino, ki meri okoli 1 nm v premeru. Skge lahko prehajajo snovi po principu
difuzije. Pore se lahko odpirajo in zapirajo, karkjjucnega pomena za odpornost proti
antibiotikom (18). Zunanja membrana in porinski &aonmoga&ajo prehod metabolitov in
majhnih hidrofilnih antibiotikov. Vendar pa zunanjeembrana hkrati predstavlja oviro za

velike molekule oz. hidrofobne antibiotike in priote (15).
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N-acetil-muraminska kislina

N-acetim-glutamin

Slika 4: Zgradba peptidoglikana pri po Gramu negativnih bakterijah (16).

1.2. Zgradba peptidoglikana

Peptidoglikan ali murein je polimer, zgrajen izdiarnih komponent in peptidnih verig,
ki skupaj tvorijo linearne glikanske polimere nananji strani citoplazemske membrane.
Taka struktura daje bakterijski aali steni obliko in trdnost ter prepige, da bi bakterija
paocila v okolju z nizjim osmoznim tlakom kot je tlak motranjosti bakterije (19).
Peptidoglikan je vkljgen tudi v delitev bakterijskih celicdasu razmnozevanja. Najdemo
ga samo Vv bakterijah, evkariontske celice ga nim&eptidoglikan zato predstavlja

idealno tako za protimikrobne ginkovine (15).

Sladkorne komponente so izm&m povezane B-(1,4) glikozidnimi vezmi, sestavljene
So iz ponavljajoih se ostankowW-acetilglukozamina (Glc-NAc) ilN-acetilmuraminske
kisline (MurNac).N-acetilmuraminska kislina je derivét-acetilglukozamina, ki ima na

C-3 atomu z etrsko vezjo pripeto @ kislino (20). Aminokisline, ki sestavljajo
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tetrapeptide, imajo L in D konfiguracijo (D-amingkhe so v naravi redke, i@oma jih
najdemo v peptidoglikanu), njihovo zaporedje jealanin, D-glutaminska kislinaynezo-
diaminopimelinska kislina in D-alanin (aiajno pri po Gramu negativnih bakterija) oz. L-

lizin (pri po Gramu pozitivnih bakterijah) in D-adan (21).

(a) Gram-pozitivna celi¢na stena (b) Gram-negativna celi¢na stena

J-acetilm insk: -
s G0 TP -Q@ 9: 959
— " - o L\ r—,'..'-._.,'_'" L W
N-acetilglukozamin —é Q Q ?
(NAG) .’:"ll | \ ",. | II\Q
.ﬁ-? o 1| J I",\. B "‘-?I"__' 5

Pentaglisin povezava Direktna povezava

Slika 5: Razlika med pratnimi povezavami peptidoglikanskih vlaken pri po Granu
pozitivnih in po Gramu negativnih bakterij (21).

Peptidoglikan je pri po Gramu pozitivnih bakterijdébelejSi za 20 do 80 nm od
peptidoglikana po Gramu negativnih bakterij, kjgaidebelino 7-8 nm. Pri po Gramu
negativnih bakterijah je ptao premrezenih samo 20 % vseh peptidnih verig

peptidoglikana, pri po Gramu pozitivnih pa lahkdituec kot 90 %.

1.3 Biosinteza peptidoglikana

Biosinteza peptidoglikana je kompleksen procegasgsn priblizno iz 20 reakcij, ki

jih lahko razdelimo v tri stopnje:

v’ Sinteza prekurzorjev v citoplazmi (8)
v" Prenos prekurzorjev do lipidnega nosilca, ki jienm@setez membrano (22)
v" Prehod prekurzorjev v cého steno in vgraditev v Ze obstéj@eptidoglikan

(23).
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Biosinteza peptidoglikana je &gtopenjski proces. V prvi sintezni fazi, ki poteka
citoplazmi, se najprej sintetizira UPR-acetilglukozamin in UPDN-
acetilmuramilpentapeptid v Stirih stopnjah iz frode-6-fosfata (24). Prva sintezna pot
je prenos enolpiruvata na polozaj 3 UREacetilglukozamina s pond encima

MurA. Temu sledi redukcija s porjo encima MurB, pri kateri pride do pretvorbe
enolpiruvatnega dela do D-laktata, emer nastane UPN-acetilmuraminat. Niz od
ATP odvisnih aminokislinskih ligaz (MurC, MurD, Meiin MurF) sintetizira koni
citoplazemski prekurzor UDP-MNAc-pentapeptid (23).

Preko amidne vezi se na prosto karboksilno skulaikimilnega etra UDP-MurNAc
zaporedoma vezejo L-alanin (MurC), D-glutaminskglika (MurD), mezo-
diaminopimelinska kislina ali L-lizin (MurE) in dgptid D-Ala-D-Ala (MurF). V
bakterijski celici istéasno poteka sinteza D-aminokislin, ki jih najdemw |
prokariontskih celicah. Le-te sintetizirajo D-amkinsline na dva néna oz. po dveh

biosinteznih poteh:

1. Racemizacija na--C atomu L-aminokislin s pond ustrezne aminokislinske
racemaze. Tako nastaneta D-Ala in D-Glu s pgmnglutamat-racemaze (Murl).

2. Po drugi poti lahko v bakterijski celici nastane G4, in sicer preko
stereoselektivne redukcijp-ketokislin. D-aminokislinska aminotransferaza (D-
AAT) pretvori B-ketoglutarat v D-glutamat in istasno pretvori piruvat v D-alanin
(11, 23,25,26).

Preostala dva aminokislinska ostanka (D-Ala-D-Ala)s pomgo encima MurF
pripneta na tretjo aminokislino, kot ze prej tvorgipeptid D-alanin-D-alanin.
Omenjeni peptid nastane z racemizacijo, kjer séah#a pretvori v D-alanin, nato pa
D-alanil-D-alanil-ligaza (Ddl) katalizira nastandipeptida D-Ala-D-Ala (11) (23).

Encimi MurC, MurD, MurE in MurF so speatfii za sintezo prekurzorjev

peptidoglikana, ki je prikazana na Sliki 6 (25).
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gl 7016 5F Meonomicin
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Slika 6: Sinteza peptidoglikana priE.coli z navedenimi zaviralci posameznih encimov

(25).

Naslednjo stopnjo predstavlja vezava UDP-MurNActppaptida na lipidni
prenaSalec, kjer sodelujeta MraY in MurG in preskezi celtno membrano. Sledi
transpeptidacija, pri kateri se peptidna vez medldhinskima ostankoma pretrga in
odcepi se terminalni D-alanin (27). Poleg monofuoRkalnih glikoziltransferaz in
transpeptidaz najdemo v prakto vseh bakterijah tudi bifunkcionalne polimeraze o
visokomolekularne PBD (Penicillin-Binding Proteir{Sjika 6) (25).

Funkcija encima D-alanin-karboksipeptidaza je, davobava préno premrezenost
peptidoglikana pri po Gramu pozitivnih in po Gramegativnih bakterijah. Stopnja

preine premrezenosti se med posameznimi vrstami bpkéalikuje. Z omenjenim
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encimom se katalizira odcep terminalnega D-alamr@eptidni verigi, kar prepte
precno povezavo. Transpeptidaza za svoje delovanjeelpgie D-alanin-D-alanin na
koncu pentapeptidne verige (Slika 7) (28) (22) (29)

%&fﬁ}:ﬁa

NHAGC

. Transpeeptidaciia a0 ©
i g DA o
o-Ala I - D-Glu

DAP n Na W""Dlﬂp it
s mDAP H2N i) D-Ala

+D-Gly rlbu [ D!qu
| 1-D-G o-Ala me

L-Ala

Le Na F-D- ('llu

E—-—Uﬁl_‘ ?ﬁ ﬁoﬁ, s / Transkh'kosﬁacqa\ Lpﬁ%’m
mmo ~P-0~ n- 0 -Z?‘ZJEU'D &

T O
g

HO
HO.
I
e TP P52,
. PO o 1 NHMGEO?d. {0 o
HO O v (LNH L-Aa © & U :ﬂo 0:P=0-P-0
o o/0" A ! LA (s I
D LT 74 SN o e Y E
-0 Gl . S o-Alla "*‘D;w
= D!ﬂ.l‘i Nukleotidi o-Ala u-Allq
1 D-Ala
D-Al-a
L 1. MurC, ATP, L-Ala o "
2. MurD, ATP, D-Glu
Y i 18] 0
3. MurE. ATP, m-DAP Ig“ﬂﬁ'{ ). MurA, PEP Homﬁ
4. MurF, ATP NHAC 2. MurB, NADPH NHAC
' uoP UDP
D-Ala-D-Ala HOTTO
Tams, ATP
D-Ala + p-Ala

Slika 7: Shematski prikaz biosinteze peptidoglikand30).
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1.4 D-alanil-D-alanin ligaza

Kot je predstavljeno na sliki 8 ima D-Ala-D-Ala pembno vlogo pri biosintezi
bakterijske cetine stene. Preko omenjenega dipeptida nammeka premrezenje
pentapeptidnih verig(31) (32). Na terminalni del RAMumMAc-pentapeptidnega
prekurzorja pripne dipeptid D-Ala-D-Ala ligaza MBr(11).

—7 Peptidoglikan

-
L-Ala -
B
Rar:e acl]a anilina UDP-NAM-tripeptid -(D-ala),
.A]a D-cllduserm P T
AT hDF: h
D-Ala-D-Ala ligaza ‘\1 D-AlaD-Ala dodajanje encima
ADP /
Ay
-AIa-D-AIa

Slika 8: Sinteza dipeptida D-Ala-D-Ala (32) .

Vankomicin spada v skupino glikopeptidnih antibiotr, ki so &inkoviti proti po Gramu

pozitivnim in nekaterim po Gramu negativnim bakten. Nekatere po Gramu negativne
bakterije so odporne na glikopeptidne antibiotikerazli njihove neprepustne zunanje
membrane. Glikopeptidni antibiotiki so sestavljelzi osrednjega heptapeptida, ki je
substituiran s 5-7 aromatskimi obren razlicnimi sladkornimi komponentami. V nasprotju s
penicilini, ki se veZejo neposredno v aktivho mdasamspeptidaze, se vankomicin veze na D-
Ala-D-Ala, ki je substrat encima. S to vezavo aljiprepréimo nadaljnje delovanje

transpeptidaz in transglikozilaz (33).
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Slika 9: Struktura a) vankomicin, b) kloroeremomicin in c) teikoplanin (36).

Analiza dipeptidnih substratov ligaz D-Ala-D-x (kje x=alanin, serin ali laktat) je pokazala,
da naddruzino bakterijskih ligaz, sestavlja petdvadin: dve D-Ala-D-Ala ligazi; dve D-Ala-
D-Lac ligazi in D-Ala-D-Ser ligaza (32). DALB je geki je bil uspeSno kloniran iz
Escherichia coli , in ki so mu doleili aminokislinsko zaporedje, ki ga ta gen kodiG).
Dokazano je bilo, da je gen DdIB esencialen zaipegg bakterij in spada v druzino Ddl, D-
Ala-D-Ala in D-Ala-D-Ser ligaz (VanC).
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Slika 10: Kristalana struktura DdIB iz E. coli v kompleksu z ADP in fosforil fosfatnim

inhibitorjem (35)

Zaradi svoje esencialnosti je raziskana DdIB izdmeoblika. Molekulska masa omenjenega
encima, ki obstaja kot dimer, je 63-65 kDa. Segtave iz treh domen in sicer iz N-
terminalne, centralne in C-terminalne domene. \goye strukturi pa najdemo Se ATP-
vezavno podrge (Slika 10) (36).
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2. NAMEN DELA

Namen magistrske naloge je sinteza novih potenhiaaviralcev encima ligaze D-Ala-D-
Ala. Encimi, vkljweni v zgodnje, citoplazemske stopnje biosintezdigeglikana postajajo
cedalje bolj zanimive t&e za sintezo protimikrobnih¢inkovin. Mednje sodi tudi ligaza D-
Ala-D-Ala. Pri n&rtovanju naSih spojin bomo kot ogrodje uporabii-g2jhidroksibenzojsko
kislino (1, Slika 11), ki nam omog@ primerno prostorsko razporeditev funkcionalnibshk
koncnih spojin. Sinteza kamih spojin bo veéstopenjska, zato je v okviru magistrske naloge

pripravljena tudi sintezna strategija.

Glavni namen naSega raziskovalnega dela je sirfgeh intermediatov, ki bi jih lahko
uporabili pri sintezi koénih spojin, in sicer 4-(benziloksi)-2-hidroksibemidrazida (4), 2-(5-
(benziloksi)-2-(metoksikarbonil)fenoksi)ocetne kisl (5) in 4-(benziloksi)-2-
(karboksimetoksi)benzojske kisline (7, prva sintepot) ter sinteza oksadiazolnega derivata

aminokisline L-Ala {2, druga sintezna pot).

2.1. Prva sintezna pot

Pri prvi sintezni poti bomo izhajali iz 2,4-dihicksibenzojske kislinel)), pri kateri bomo
najprej selektivno z&gili posamezne funkcionalne skupine, ki bi lahkeirale nadaljnjo
sintezo. Reakcijo zelimo izvajati na st&w ovirani in manj reaktivni fenolni -OH skupini,

zato moramo predhodno Z@#i fenolno skupino na mestu 4 in karboksilno pkw.

Karboksilno skupino bomo pretvorili v metilni esteralkilirali stericno manj ovirano fenolno

skupino metil 2,4-dihidroksibenzoate?)(z benzilbromidom. Sele nato bomo izvedli
alkiliranje s tercbutilnim estrom bromocetne kislima preostali fenolni skupini. Estrski
skupini uvr§amo v razkna ortogonalna seta zafiih skupin, zato bomo posamezni estrski
skupini lahko selektivno hidrolizirali, nakar bo aadnji stopnji sledila Se tvorba amidov

oziroma hidrazidov.
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Zascita OH skupine

Alkiliranje O NHNH
A 2
OH coon COOMe COOMe ¢
OH OH . OH
H2S04 Benzil bromid HaN2"H20
MeOH g
Aceton EtOH T=80-90°C
OH OH o)
1
2
3 4
0
B Y \{/ K,CO, | Alkiliranje
o)
DMF
COOMe o COOMe COOH
O._COOH Hidroliza 0._CootBy  Hidroliza O._COOH
CF4COOH NaOH
o) - 0 ~ 0
CH,Cl,
5 6 7

Slika 11: Tvorba 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzohidazida (4), 2-(5-(benziloksi)-2-
(metoksikarbonil)fenoksi)ocetne kisline (5) in 4-(bnziloksi)-2-

(karboksimetoksi)benzojske kisline (7)
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2.2. Druga sintezna pot

Namen druge sintezne poblka 12) je sinteza oksadiazolov na aminokislinskih deriva
Opticno ciste a-amino-4-(1,2,4)oksadiazol-5-one bomo pripravili ézaminokislin v petih
sinteznih stopnjah. Oksadiazol se sicer uporabljdi tkot bioizosterna zamenjava za
karboksilno skupino. V naSem primeru ga bomo upbrkbt zagiten prekurzor amidinske

funkcionalne skupine, ki se ga da enostavno odstsakatalitskim hidrogeniranjem.

Da bi zasitili karboksilno skupino, bomo le-to pretvoriliamid z amoniakom. Nastali amid
bomo z dehidratacijo pretvorili v nitril z uporalddorida cianuréne kisline v DMF. S
hidroksilaminom v etanolu in vodi bodo nitrili raemi do amidoksimov, ki jih bomo

pretvorili v kortne produkte z uporabo karbonildiimidazola v THF.

Cl

Vezava amino skupine )\
P N Dehidratacija do nitrila

EDC,HOBt NH Cl)l\N/)\CI
NH3g), THF  BocNH 2

BocNH™ ~CO,H —_—
O DMF, T=OoC BOCNH CN
8 9 10
NH,OH 50% aq CDI THE
NH
EtOH BocNHJﬁf 2 Refluks BocNHJ\{ /Eo
NOH
1 Ciklizacija 12

Slika 12: Mehanizem nastanka oksadiazol 12
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. Materiali

Uporabili smo reagente in topila proizvajalcev Agréldrich, Alkaloid, Fluka, Janssen,
Kemika in Merck.

3.2. Aparature
Uporabljali smo standardno laboratorijsko oprenatavapor, laboratorijsko tehtnico, UV-

lucko, magnetni mesSalnik, eksikator, mikrovalovni reak

3.3. Metode

Tankoplastna kromatografija (TLC)

Uporabljali smo plo& Merck DC Fertigplatten Kieselgel 60 ¢kz nanosom silikagela
debeline 0,25 mm na aluminijastem nosilcu. Spagim@ detektirali s ponigo UV svetilke z
valovno dolzind\ = 254 nm in z orositvenimi reagenti: ninhidrinplnkrezolno zeleno, Fegl

in fosfomolibdenska kislina.

Kolonska kromatografija pod poviSanim tlakom (FLASH)

Nekatere spojine smaistili s pomajo kolonske kromatografije. Za stacionarno fazo smo
uporabili silikagel proizvajalca Merck z velikost@ielcev 0,04— 0,063 mm ali 0,063- 0,200

mm. Kot mobilne faze smo uporabili naslednja topilaneSanice topil:
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Mobilna faza Oznaka
heksan/etilacetat 1:1 MF(1)
heksan/etilacetat 2:1 MF(2)
Etilacetat MF(3)
diklorometan/metanol 9:1 MF(4)
diklorometan/metanol 40:1 MF(5)
Diklorometan MF(6)
heksan/etilacetat 5:1 MF(7)
heksan/etilacetat 10:1 MF(8)
diklorometan/metanol 7:1 MF(9)
heksan/etilacetat 6:1 MF(10)
heksan/etilacetat 4:1 MF(11)
diklorometan/metanol 7:1 + 1% ocetne kisline MF(12)
diklorometan/metanol 1:1 + 1% ocetne kisline MF(13)

Jederska magnetna resonanca (NMR)

H NMR spektri so bili posneti z instrumentom Brunkerance DP o0 na Fakulteti za
farmacijo, ki deluje v okviru Centra za jedrsko matno resonanco visokeclpvosti. Kot
topilo smo uporabljali DMSO«l CDCk. Spektri so bili posneti pri 400 MHz.

Masna spektrometrija (MS)

Masne spektre so nam posneli na InStitutu JozédusteLjubljani s pomgjo spektrometra
Varian- MAT 311 A z ElI, ESI tehniko.
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Tekoéinska kromatografija (HPLC)

Spojine smo analizirali tudi z metodo HPLC na Fé&itilza farmacijo v Ljubljani s pond
HPLC sistema Agilent Series 1100 (kolona AgilenlifisePlus C18, 150x4.6 mm, pretok 1.0
ml/min, Vinj 5 ul, 25 °C, 220 in 254 nm).

Reakcijske sheme in posamezne strukture so narsspom@jo racunalniSkega programa
Symyx Draw 4.0.

IR spektroskopija (IR)

IR spektri so bili posneti s spektrometrom Perkim& 1600 FT-IR na Fakulteti za farmacijo

v Ljubljani.

TaliSée

Talis¢e spojin smo dokevali s Koflerjevim mikroskopom z ogrevalno miziceica.
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4. EKSPERIMENTALNO DELO

4.1. PRVA SINTEZNA POT

4.1.1. Sinteza metil 2,4-dihidroksibenzoata (2)

COOH
OH

COOMe
H,SO, OH

MeOH

OH OH

12,0 g 2,4-dihidroksibenzojske kisline smo raziopt0 mL MeOH, dodali 5 mL bSOy ter
segrevali pri temperaturi vrenja 24 h. Ko smo vseliiike zlili na ledeno kopel, so nastali

beli kristali, ki smo jih odfiltrirali s presesavj@m in posusili na zraku..

Izkoristek: 76%

Elementna sestavaCgHgOa4

M = 168,15 g/mol

R = 0,44 (MF 1)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 3.85 (s, 3H, Ch), 6.30 (dJ = 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 6.37
(dd,J= 8.7, 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 7.64 (d,= 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 10.48 (s, 1H, OH), 10.72 (s,
1H, OH) ppm.
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4.1.2. Sinteza metil 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzoata (3)

COOMe COOMe
OH  Benzil bromid, K,CO3 OH

Aceton
OH (e}

10,3 g (61,2 mmol) metil 2,4-dihidroksibenzoa®x §mo raztopili v56 mL acetona in dodali
12,0 g (61,0 mmol) KCOs ter bieko prepihali z Ar. Pri 0 °C smo nato po kapljicatddli 7,3
mL benzilbromida. Po kani reakciji smo pod znizanim tlakom odstranili etho topilo.
Surovo reakcijsko zmes smo raztopili v 120 mL EtGAcsprali s 70 mL destilirane 20.
Vodno fazo smo nato ekstrahirali z EtOAc (5%40 rtdr)sprali zdruZene organske frakcije z
20 mL nastene vodne raztopine NaCl. Organsko topilo smo sa$di z brezvodnim N&Oy

in pod znizanim tlakom susili do suhega.cBo z vsebino smo ohladili na vodni kopeli, kjer
nastanejo beli kristali.

Izkoristek : 69%

Elementna sestavaCisH1404

M = 258,27 g/mol

Rf = 0,14 (MF 7)

1H NMR (400 MHz, CDCls): 8 3.94 (s, 3H, Ch), 5.11 (s, 2H, Ch), 6.57-6.54 (m, 2H, Ar-
H), 7.46-7.34 (m, 5H, Ar-H), 7.77 (dd= 8.6, 0.6 Hz, 1H, Ar-H), 10.99 (s, 1H, OH) ppm.
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4.1.3. Sinteza 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzohidrazida (4)

Os,NHNH,
COOMe C
O._COOH OH
H4N*H,0
o EtOH, T=80-90°C o

100 mg (0,268 mmol) 2-(5-(benziloksi)-2-(metoksl@mil)fenoksi)ocetne kislinedbf smo
raztopili v 5 mL brezvodnega EtOH in ¢asi dokapavali 0,1 mL (2 mmol) hidrazin hidrata.
Reakcijo smo izvajali pod refluksom pri T=80-90 ®& kortani reakciji smo odfiltrirali

nastale kristale in jih posusili na zraku.

Izkoristek: 15%

Elementna sestavaCi4H14N203

M= 258,27 g/mol

Rf = 0,71 (MF 13)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 4.54 (s,1H, Ar-H), 5.12(s, 2H, Ar-H), 6.52-6.56, 2H,
CHy), 7.74-7.32 ( m, 5H, Ar-H), 9.89 (dd, 1H, OH), 10.(s,1H,NH), 13.32 (s,1H, N
ppm.

MS (ESI): 258 (M+H,100)

IR: 2979, 1759, 1633, 1600, 1572, 1128, 1009, 810, 87 cm'

TaliS¢e: 190-195 °C

HPLC: 93%¢istost,A=220nm, &= 5,1 min (CHCN/H0 , gradient 40% C4CN do 90%
CHsCN v 15 min, CHCN na 95% v 17,5 min, post time 6 min).
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4.1.4. Sinteza metil 4-(benziloksi)2-(24erc-butoksi)-2-oksoetoksi)benzoata (6)

COOMe COOMe OX
OH o) ng
Br/\[( 0
O K,CO3

0] DMF, T=0°C, Ar(g) o

Natehtali smo 4,0 g (15,5 mmod)(benziloksi)-2-hidroksibenzoat¢B) in dodali 2,4 g (17
mmol) KxCOsz. Po 3 minutah prepihovanja ke z Arg na ledeni kopeli smo dodali 36 mL
DMF in pctasi dokapavali 2,5 mL (1,1 ekvtgrc-butilbromoacetata ter pustili, da se je
reakcijska zmes med meSanjem v 24 urah segrelaldesemperature. Po k&ami reakciji je
sledila ekstrakcija. V hiko smo dodali 200 mL EtOAc, in sprali z 20 mL déstne HO,
2x20 mL 10% citronske kisline in z 20 mL ng&sie raztopine NaCl. Po suSenju organske
faze z brezvodnim N&Qs smo bwko z vsebino hladili na vodni kopeli, odfiltrirafiastale

majhne bele kristale s presesavanjem in jih pasusitraku.

Izkoristek: 85%

Elementna sestavaCz1H240e

M= 372,41 g/mol

Rt = 0,20 (MF 8)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 1.42 (s, 9H, Boc), 3.75 (s, 3H, @H4.76 (s, 2H, Cb),
5.16 (s, 2H, CH), 6.61 (dJ= 2.2 Hz, 1H, Ar-H), 6.71 (ddl = 8.7, 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 7.30-
7.50 (m, 5H, Ar-H), 7.71 (d] = 8.7 Hz, 1H, Ar-H) ppm.

MS (ESI): m/z (%)372 (M+H, 100)

IR: 1759, 1693, 1600 1298, 1200, 1127, 750, 699 cm

TaliS¢e: 68-70 °C

HPLC: 95%cistost,A=220 nm, & 14,9 min (CHCN/H-0O, gradient 20% C§CN do 90%
CHzCN v 15 min, CHCN na 95% v 17,5 min, post time 6 min)
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4.1.5. Sinteza 2-(5-(benziloksi)-2-(metoksikarbonil)fenok$ocetne kisline (5)

COOMe O>4 COOMe

OVKO O._COOH
CF3COOH
o CH,Cl,

Natehtali smo 100 mg (0,268 mmol) metil 4-(benzsipi2-(2-ter c-butoksi)-2-
oksoetoksi)benzoatd)in dodali 6 mL CHCI. in 2 mL CRCOOH (volumsko razmerje 3:1).
Po kortani reakciji smo odparili topilo in izvedli prektadizacijo iz EtOAc. Nastali so svetlo

rumeni kristali.

Izkoristek: 93%

Elementna sestavaCi7H1¢0e

M= 316,31 g/mol

Rt = 0,81 (MF 4)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dg): 8 3.72 (s, 3H, Ch), 4.78 (s, 2H, Cb), 5.14 (s, 2H, Ch),
6.63 (d,J = 2.27 Hz, 1H, Ar-H), 6.72 (ddl = 8.7, 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 7.33-7.49 (m, 5H, Ar-
H), 7.72 (dJ = 8.7 Hz, 1H, Ar-H), 12.9 (br, 1H, COOH) ppm.

MS (ESI): m/z (%) 316 (M+H, 100)

IR: 2949, 1747, 1709, 1601, 1577, 1508, 1241, 1138211006, 817, 772, 704 ¢m
Talis¢e: 110-120 °C

HPLC: 96%¢istost,A=220nm, &= 5,1 min (CHCN/H2O, gradient 40% C,CN do 90%
CHsCN v 15 min, CHCN na 95% v 17,5 min, post time 6 min).
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4.1.6. Sinteza 4-(benziloksi)-2-(karboksimetoksi)benzojskkisline (7)

COOH o/% COOH

o O._-COOH
NaOH
o T=90°C

100 mg (0,268 mmol) metil 4-(benziloksi)-2- (@¥c-butoksi)-2-oksoetoksi)benzoatd) 6mo
raztopili v 2 mL 1M NaOH in segrevalez n@& pod refluksom pri T = 90°C. Po ké&emi
reakciji smo dodali 10 mL ¥ in sprali z 2x20 mL EtOAc. Vodno fazo smo natéisali z

1M HCI, do pH = 1. Oborino, ki ob tem nastane smefiftrirali in susili v susSilniku.

Izkoristek : 53%

Elementna sestavaCieH140e

M= 302,28g/mol

Rf = 0,417 (MF1)

1H NMR (400 MHz, DMSO-dg) 8 4.81 (s, 2H, CH), 5.15 (s, 2H, Ch), 6.65 (d,J = 2.2 Hz,
1H, Ar-H),6.72 (dd,) = 8.7, 2.3 Hz, 1H, Ar-H), 7.33-7.49- (m, 5H, @H7.74 (dJ = 8.7 Hz,
1H, Ar), 11.5-14.0 (s, 2H, COOH) ppm.

MS (ESI): m/z (%) 302 (M+H, 100)

IR: 3342, 1795, 1738, 1682, 1515, 1296, 948, 750,062Y

TaliS¢e: 155-160 °C
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4.2. DRUGA SINTEZNA POT

4.2.1. Sintezaterc-butil (S)-(1-amino-1-oksopropan-2-il)karbamata (9)

1. iBuOCOCI, Et3N, THF

eI 2. NHis eI
(@] NH COOH O NH CONH,

10,00 g (58,3 mmol) Boc-L-alanin&)(in 8,0 mL (60 mmol) BN smo raztopili v 200 mL
brezvodnega THF in prepihali z Ar pri -10 °C. K ajeini raztopini smo nato po kapljicah

med meSanjem dodali iBUOOCCI in po 1 uriela z uvajanjem plinastega NHPo 20
minutah smo vsebino bke prenesli v lij Iénik, dodali 200 mL EtOAc in sprali z 2x50 mL
10% citronske kisline, 2x50 mL NaHG@ 50 mL nasiene raztopine NaCl. Organsko fazo
smo susSili z brezvodnim N&Q in po filtraciji odparili topilo pod znizanim tlakn, da smo

dobili bele kristale.

Izkoristek: 40%

Elementna analiza CgH16N203

M = 188,22 g/mol

Ri= 0,27 (MF 3)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 61.16 (d,J= 7.2 Hz, 3H, CH), 1.38 (s, 9H, t-Bu), 3.88
(qd,J= 7.2 Hz, 7.7 Hz, 1H, CH), 6.78 (d= 7.7 Hz, 1H, NH), 6.92 (s, 1H, N} 7.22 (s,
1H, NH) ppm.
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4.2.2. Sintezaterc-butil (S)-(1-cianoetil)karbamata (10)

Cl

N&N
J\ Cl)l\N/)\CI

BocNH™ “CONH, DME, T=0°C BocNHJ\CN

1,05 g amida9q) smo raztopili v 30 mL brezvodnega DMF incko prepihali z Ar. Nato smo
na 0 °C postopoma dodali 1,37 g (5,31 mmol) klog@aurtne kisline. Po 1h meSanja smo
dodali 100 mL 0,5 M NaOH in izvedli ekstrakcijo. #iwmo fazo smo spirali s 3x50 mL EtOAc
in susili z brezvodnim N&Q:. Odveno topilo smo odparili in izvedli prekristalizacijo
Nastali so beli ighiasti kristali.

Izkoristek: 96%

Elementna analiza CgH14N202
M = 170,21 g/mol
Rt = 0,67 (MF 3)

1H NMR (400 MHz, CDCls): & 1.47 (s,1H, Boc), 1.55 (d,= 7.1 Hz, 3H, CH), 4.63 (qJ =
7.1 Hz, 1H, CH), 4.80 (s, 1H, NH) ppm.

4.2.3. Sinteza terc- butil (S,Z)-(1-amino-1-(hidroksiimino)propan-2-
i)karbamata (11)

NH,OH*H,0

J\ NH,
BocHN |

BocHN™ 'CN
oc NaOH, H,O, EtOH N— OH

200 mg (1,17 mmolerc-butil (S)-(1-cianoetil)karbamatd @) smo raztopili v 2,6 mL EtOH,
ohladili na ledeni kopeli in dodali 0,4 mL (7,4 mihoaztopine hidroksilamina. Po k&ani
reakciji smo odvéno topilo odparili pod znizanim tlakom in dobili Ieekristale, ki smo jih

raztopili v 25 mL vode. Spojino smo nato ekstrdhiga spiranjem s 5x20 mL EtOAc,
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zdruzene organske frakcije pa smo nato susili zvim@nim NaSQu. Po filtraciji smo topilo
odstranili pod znizanim tlakom, aiemer so nastali beli kristali

Izkoristek: 14%

Elementna sestavaCgH17N304
M = 204,13 g/mol

Rt = 0,61 (MF 9)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 51.18 (d,J = 7.1 Hz, 3H, CH), 1.37 (s, 9H, BOC), 4.03
(dg,J= 9.0, 7.1 Hz 1H, CH), 5.24 (s, 2H, NH6.81 (d,J = 8.6 Hz, 1H, NH), 8.94 (s, 1H,
OH) ppm.

MS (ESI): m/z (%) 204 (M, 100)
IR: 3342, 1797, 1739, 1682, 1515, 1297, 753'cm
TaliS¢e: 140-150°C

HPLC: 97%¢istost,A= 220nm, = 10,2 min (CHCN/H.0, gradient 30% C,CN do 50%
CHzCN v 15 min, 95% CECN v 17 min, post time 6 min)

4.2.4. Sintezaterc-butil (S)-(1-(5-okso-4,5-dihidro-1,2,4-oksadiazoB-
iletil)karbamata (12)

NHy, — - o)
BocNH
BocNH™ ™Y, THE \/V/

N—OH N-o

50 mg (0,25 mmoljerc-butil-S-(1-amino-1-(hidroksiimino)propan-2-il)kaamata {1) smo
raztopili v 4,7 mL (0,32 mmol) brezvodnega THF, dbd?8 mg (0,48 mmol) CDI in nato
reakcijsko zmes segrevali pri temperaturi vrenjar24o kowani reakciji smo reakcijsko
zmes raztopili v 30 mL EtOAc, ekstrahirali z 2x2Q 1M NaOH in zdruzene vodne frakcije
nakisali z 1M HCI do pH=3-4. Vodno fazo smo natstekhirali z 2x20 mL EtOAc in nato
zdruzene organske frakcije sprali z 20 mL &ase vodne raztopine NaCl. Organsko fazo
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smo susSili z brezvodnim N&Qy, filtrirali in izvedli prekristalizacijo s petroteom. Buwko
smo dali v zmrzovalnik, kjer so &i nastajati svetlorumeni kristali, ki smo jihefiiftrirali.

Izkoristek: 29%

Elementna sestavaCoH15N304

M = 229,23 g/mol

Rt = 0,65 (MF 9)

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): 4 1.33 (d,J= 7.0 Hz, 3H, CH), 1.40 (s, 9H, Boc), 4.53
(dg,J=7.57.0 Hz 1H, CH), 7.44 (A= 7.5 Hz, 1H, NH), 12.34, 11.98 (s, 1H, OH) ppm.
MS ESI: m/z (%) 228 (M-H100).

HPLC: 95% cistost,A=220nm, &= 5,1 min (CHCN/H0O , gradient 40% C{CN do 90%
CHzCN v 15 min, CHCN na 95% v 17,5 min, post time 6 min).
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5. RAZPRAVA IN REZULTATI

5.1. Rezultati

V okviru magistrske naloge smo sintetizirali nasiedspojine:

STEVILKA
STRUKTURA SPOJINE SPOJINE
OH
COOH
1
OH
COOMe
OH
2
OH
COOMe
ﬁj "
E) |
Os - NHNH,
ﬁj "
4

S
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COOMe
O._ COOH

COOMe OX

0
o)
o)
COOH
O._ COOH
o)
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BocNH

CN

10

11

12
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5.2. Razprava o prvi sintezni poti

5.2.1. Sinteza metil-2,4-dihidroksibenzoata (2)

Zagetna stopnja sinteze je estrenje 2,4-dihidroksibpsike kisline. Ester je kemijska spojina,
za katero je zrmdna —COO- funkcionalna skupina, ki nastane ob cgaklkoholov in
karboksilnih kislin. Pri reakciji, ki je reverzilm in kislinsko katalizirana, poleg estra nastaja
tudi voda Glika 13). Hitrost, s katero se vzpostavi ravnotezje, jgisih tako od strukture
uporabljene kisline kot od alkohola. Kot pri vseavmoteznih reakcijah lahko tudi tu
pomaknemo ravnotezje proti desni z uporabo prebdkaohola ali z odstranjevanjem
produktov iz reakcijske zmesi. Zato smo spojinaopii v vegji koli¢ini MeOH in paasi
dodajali HSQy, ki deluje kot katalizator. Ob raztapljanj,$: v MeOH se temperatura
reakcijske zmesi dvigne, saj je reakcija solvagatkSQs eksotermna. Biko, ki smo jo
opremili s povratim hladilnikom, smo prepihovaliaagonom 15 minut, da bi odstranili
prisotno vlago in kisik. Vsebino v Bki smo mesSali pod refluksom in pustili, da reakcija
potete v ¢asu 24 ur. Spojino smo izolirali tako, da smo rgako zmes pdasi ob meSanju
zlili na led, ki je zaradi svoje nizke temperaturpatasnil morebitno hidrolizo v kislem
vodnem mediju. Nastali so kristali, ki smo jih daiirali s presesavanjem in susili pod
znizanim tlakom. Izkoristek te reakcije je 76%.

R C//O R R C/O O
— + —QOH —— — + H,
AN
\OH OR’
karboksilna kislina alkohol alkil ester

karboksilne kisline

Slika 13: Shematski prikaz estrenja
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5.2.2. Sinteza metil 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzoata (3)

Nadaljnja sintezna stopnja prikazuje sintezno pamnetilnega estra 2,4-dihidroksibenzojske
kisline @) v metilni ester 4-benzil-2-hidroksibenzojske kigli @). Reakcija poteka po
mehanizmu nukleofilne substitucije. I1zhodno spoj{@p smo raztopili v acetonu, kjer se je
dobro raztapljala. Zato, da smo iz raztopine odsdtraslago, ki bi lahko reagirala z
benzilboromidom, smo pred nadaljevanjem naslednjgesne stopnje reakcijsko zmes
prepihovali z argonom 15 minut. Zaradi tvorbe HB¥dweakcijo smo za nevtralizacijo dodali
bazo KCOs. Ker smo zeleli, da reakcija poétesamo z —OH skupino na mestu 4 in ne na
sterEno oviranem mestu 2, smo reakcijo izvajali na leda@peli. Nastanek produkta smo
preverjali s TLC, po katani reakciji pa smo vsebino v &ki susili pod znizanim tlakom.
PosusSen vzorec (nastalo oborino) smo nato raztoltiOAc in organsko fazo spirali z 10 %
raztopino citronske kisline, da je priSlo do neltacije K2COs, ki se ni porabila pri reakciji.
EtOAc smo nato spirali z n&sino raztopino NaHC$§)da smo nevtralizirali ostanke citronske
kisline in nato Se z nagno raztopino NacCl, s portjo katere smo odstranili vodo v organski
fazi. S suSenjem organske faze z brezvodnimSRa smo nato vodo odstranili Se
kvantitativno,Produkt metil 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzaapojina 3), ki smo ga dobili na
zgoraj opisan nian, je bil dovolj¢ist, da smo ga lahko brez nadaljnjeggtenja uporabili v

naslednji sintezni stopniji. Izkoristek te sintezab@pnje je bil 69 %.

5.2.3. Sinteza 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzohidrazida (4)

4-(benziloksi)-2-hidroksibenzohidrazid (4)  sintetiziramo iz 2-(5-(benziloksi)-2-
(metoksikarbonil)fenoksi)ocetne kislir{8), ki smo jo raztopili v brezvodnem EtOH indasi
dokopavali 5 ekvivalentov hidrazin hidratare za strupeno (kancerogeno) brezbarvno oljno
tekatino bazénega zné&aja, ki ima vonj po amoniaku. Spada v kemijsko skapdiaminov.
Cisti hidrazin je brezbarvna te&na, ki vre pri 113,5 °C in pri 250 °C razpade maoaiak in
dusik. V kislih raztopinah deluje kot oksidant wvzliaih pa kot reducent. Z aldehidi in ketoni
daje kristalinéne hidrazone, ki so slabo topni. Ker se v vodi dotmpi, ga uporabljamo v
vodni raztopi kot hidrazin hidrat @Mds x H2O). V farmacevtski industriji se ga uporablja kot
prekurzor raztinin reagentovHidrazin ima bazine lastnosti, ki so primerljive z lastnostmi

amoniaka.
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N2H4 + Ho O — [N2Hs]* + OH

Hidrazin se s tezavo diprotonira.

[N2Hs]* + H2O — [N2Hg]?" + OH

Slika 14: Prikaz bazinih lastnosti

Reakcijo smo zaradi strupenosti hidrazin hidravajali previdno pod refluksom pri 80—90
°C, pri cemer smo pazili, da reagent ne uhaja i2kku Mehanizem reakcije je nukelofilna
adicija z nadaljnjo eliminacijo. Ker smo ob analiezultatov TLC v reakcijski zmesi Se vedno
opazili znatne kotiine izhodne spojine, smo po 24 urah meSanja ppésaturi vrenja dodali
Se 5 ekvivalentov hidrazin hidrata in nadaljevatheSanjem pri temperaturi vrenja nadaljnjih
24 ur. Ko je reakcija potekla smo dodali majhnédino H.O, da so se tvorili kristali, ki smo

jih nato filtrirali. Izkoristek te sintezne poti [&@l 69 %.

5.2.4. Sinteza 2-(5-(benziloksi)-2-(metoksikarbonil)fenok$ocetne kisline (5)

Sintezo nadaljujemo iz metil 4-(benziloksi)-2-{&¥¢-butoksi)-2-oksoetoksi)benzoa(8), ki

smo ga raztopili v CEClo, kjer je reakcijska zmes dobro topna. Po kagijiseno dodajali
CRCOOH v razmerju V(C#OOH):V(CHCI2)=1:3. Trifluorocetna kislina je zelo nmoa
kislina in jo uporabljamo za odstranjevangec-butilne skupine, kot jo prikazujslika 11
(sintezna pot izspojine 4 v spojino 5). Reakcijska zmes se je meSala nekaj ur, sam potek
reakcije pa smo preverjali s TLC. Po odstranjevdopila smo dodali EtOAc, ki povzéo
izpadanje kristalov, ki smo jih filtrirali in spilies hladnim EtOAc. Prekristalizacijo smo nato
ponovili tako, da smo mafiico ponovno dali v zamrzovalnik. Na ta¢masmo izboljsal

koncni izkoristek reakcije, ki je bil 93 %.

5.2.5. Sinteza metil 4-(benziloksi)-2-(24erc-butoksi)-2-oksoetoksi)benzoata (6)

Sinteza pot poteka iz metil 4-(benziloksi)-2-hidsdlenzoata3). Bucko smo najprej prepihal
z argonom15 minut, da smo odstranili kisik in vlago, ter @tidlL,1 ekvivalenta KCOsz kot

bazo, da nevtraliziramo HBr, ki nastaja pri sinteRo dodani bazi smo ko ponovno
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prepihali z argonom in dodali topilo DMHFerc-butilbromoacetat smo dodajali postopoma po
kapljicah pri temperaturi 0 °C, saj je reakcijaaiirnevtralizacije baze lahko zelo burna.
Mehanizem reakcije je nukelofilna substitucija. Rancani reakciji smo nastalo oborino
posusili do suhega z rotavaporjem in jo raztopiEt®@Ac. Suhi ostanek v Bki in organsko
fazo smo spirali z 10 % raztopino citronske kislida je priSlo do nevtralizacije&Os, ki se

ni porabil pri reakciji. EtOAc smo nato spirali asteno raztopino NaHC§) da smo
nevtralizirali ostanke citronske kisline in natozSeasteno vodno raztopino NacCl, s potjm
katere smo odstranili vodo v organski fazi. S sjgarorganske faze z brezvodnimJSéx
smo vodo iz organske faze odstranili Se kvantitatiProdukt metil 4-(benziloksi)-2-(2€rc-
butoksi)-2-oksoetoksi)benzoé), ki smo ga dobili na zgoraj opisanc¢ig je bil dovolj¢ist,

da smo ga brez nadaljnjegidcenja lahko uporabili v nasledniji sintezni stopigkoristek te

sintezne stopnje je bil 85 %.

5.2.6. Sinteza 4-(benziloksi)-2-(karboksimetoksi)benzojskkisline (7)

Sintezo smo nadaljevali iz metil 4-(benziloksi)2{er c-butoksi)-2-oksoetoksi)benzoat),

ki smo ga raztopili v 1M NaOH in raztopino segreadh pri refluksu. Baza NaOH sprozZi
hidrolizo obeh estrskih skupin, metilne terc-butilne, do dikarboksilne kisline. Po koncu
reakcije smo izvedli delno ekstrakcijo. Zaradi nmgba z&etnega volumna smo dodali vodo,
kar nam je olajSalo ekstrakcijo. NasSa spojina gbhki soli bolj polarna in bolj vodotopna kot
izhodna spojina, zato ob spiranju z etilacetatohrodna spojina preide v organsko fazo,
produkt pa ostane v vodni fazi. Vodno fazo smo makisali s HCI do pH=1, s tem smo
produkt pretvorili v neionizirano obliko, ki je $l8&e topna v vodi in izpade v obliki
suspenzije. Po filtraciji smo matiico Se dodatno ekstrahirali z EtOAc saj je deldpida po
filtraciji Se vedno ostal raztopljen v vodi. Delde,so nastali po obeh postopkih izolacije smo
prefiltrirali in suSili 1h v suSilniku. Izkoristeteakcije je bil 59 %%lika 15).
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COOMe

OH
Br/ﬁw/Ol( COOMe O )< COOH
I KaCOs o M, O._COOH
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Slika 15: Shematski prikaz alkiliranja spojine 3sterc butilnim estrom bromocetne
kisline in nadaljnja hidroliza do spojine 7

5.3. Razprava o drugi sintezni poti

Razvili smo splosno sintezno pot, ki je predstandjanasliki 16. S terc-butil karbamatom
zagiteno aminokislind8 smo s pomgo EDC in HOBt pretvorili v amid®, ki smo ga nato s
pomaijo Kklorida cianurine kisline dehidrirali v nitrilLl0. Ta pot oz. postopek je relativho
enostaven, poleg tega med samo sintezo tudi nee mia racemizacije na-C atomu
aminokislinskih derivatov. Po reakciji nitrilh0 s 50 % etanolno raztopino hidroksilamina
nastane hidroksiamididl, ki smo ga nato v nadaljevanju s papeokarbonildiimidazola
pretvorili v 1,2,4-oksadiazol2. Terc-butoksikarbonilna z&tna skupina v spojiniLl2 nam
omoga@&a enostavno odio s HCI v dietiletru, kjer pride do nastankaamino 4H-
(1,2,4)oksadiazol-5-on klorida. Za oksidiazolongekloride je bilo ugotovljeno, da so stabilni
v obliki soli tudi dljecasa. Celota pot, ki je prikazanasiki 16, je winkovita in enostavna, v

mnogih primerih smo lahko intermediat&siili samo s prekristalizacijo.
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Slika 16: Druga sintezna pot, tvorba 1,2,4-oksadalka 12

5.3.1. Sintezaterc-butil (S)-(1-amino-1-oksopropan-2-il)karbamata (9)

Pri tvorbi amidne vezi smo uporabljali karbodiimadmetodo $lika 17), kjer z uporabo
karbodiimida (npr. EDC, DCC ipd.) posemo reaktivnost Sibko elektrofilinega karbonilnega
centra karboksilne skupine. Pri tej reakciji karbitdt v obliki aniona reagira s
karbodiimidom, pricemer pride do nastanka reaktivhega intermediatacf{@izos€nina). Ta
nato reagira s prosto amino skupino, kjer nastanel @an derivat sénine, ki je v primeru
uporabe EDC vodotopen in ga po reakciji odstranmvodo. Kot nukleofil lahko deluje tudi
karboksilna kislina, ki napade O-aciloizés&o, pri ¢emer nastane simetni anhidrid, ki
lahko reagira s prosto amino skupino in zopet mastmid. Slaba lastnost karbodiimidne
metode je ta, da pri reakciji velikokrat pride dastanka nekaterih stranskih produktov kot
posledice racemizacije ali tvorbeacils&nine. Da bi prepi@li omenjeni stranski reakciji,
uporabimo reagent HOBL, ki tvori z O-aciloizésao bolj reaktiven ester, kar @ poveéa

hitrost nastanka amidne vezi in posteai zavre obseg racemizacije.
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Slika 17: Tvorba amidne vezi z reagentoma EDC in HBt

5.3.2. Sintezaterc-butil (S)-(1-cianoetil)karbamata (10)
Reagent cianur kloridSlika 18) je zelo pogosto uporabljen reagent v organskeszirza

pretvorbo alkoholne ali karboksilne skupine v aikibacetilklorid, kot reagent za premreZenje

spojin ali kot prekurzor pri sintezi nekaterih barv

48



P 0 NEt, J_ o
N™ SN + - NN >—R
) HOJLR -HNEt," /&;;kro

cl
HNEt,* ¢
o)
-NE ClI” >R
& kaN¢kOH

Slika 18: Shematski prikaz tvorbe kislinskih kloridov iz karboksilnih kislin s pomaocjo
cianur klorida

Uporabljamo ga lahko za aktivacijo karboksilne skepki jo nato reduciramo do alkoholov.
Z uporabo DMF pri visjih temperaturah dobimo Goldemeagent MeNCH=NCH=NMe"CI

s pomdajo katerega pride do aminoalkiliranja in nastankgehociklenih spojin. Sam klorid
lahko reagira z amini, ob tem dobimo derivate mabarrkar uporabljajo pri sintezi

dendrimerov. V nasi reakciji smo ga uporabili keagent za dehidratacijo.

tl)oc
N

[ j boc _boc
H

CI\ILI/NTCI DIPEA= \\/N N[ NTN
\]// THF, 80-85°C, 16 hrs. \f 96%
Cl [Nj
N
boc

Slika 19: Shematski prikaz reakcije boc-piperazinas cianur kloridom
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5.3.3. Sintezaterc-butil (S,Z)-(1-amino-1-(hidroksiimino)propan-2-il) karbamata
(11)

Raztopini nitrila10 v EtOH smo dodali hidroksilamin na ledeni kopelimesali 24 h. V
reakciji hidoksilamin kot m&an nukleofil z amino skupino napade ogljik v ciastapini.
Nato smo organsko topilo odstranili pri znizaneakdl in spojino prekristalizirali iz EtOAc.

Nastali so beli kristali, izkoristek reakcije jd bir%.

5.3.4. Sintezaterc-butil (S)-(1-(5-okso-4,5-dihidro-1,2,4-oksadiazoB-
il)etil)karbamata (12)

Sintezo smo nadaljevali tako, da src-butil (S)-(1-amino-1-(hidroksiimino)propan-2-
i)karbamat(11) raztopili v brezvodnem THF. Blko smo nato prepihali z argonom, dodali
1,5 ekvivalentov CDI in refluktirali 24 ur pri terapaturi 90°C. CDI je aktivacijski reagent, ki
ga uporabljamo za pripenjanje aminokislin na kadilak kisline. V naSem primeru smo CDI
uporabili kot donor karbonilne skupine, ki nam om&giklizacijo hidroksamidina do 1,2,4-
oksadiazola-5#)-ona.

Produkt ima kisle lastnosti, zato smo po &am reakciji reakcijsko zmes raztopili v EtOAc,
kjer je nas produkt wenoma dobro topen in nato spojino ekstrahirali VOX¥a Vodno fazo
smo nato nakisali z 1M HCI do pH=3-4, s tem smalpkt pretvorili v neionizirano obliko in
ga nato iz vode ekstrahirali v GEl> ter organsko frakcijo spirali z n&sno vodno raztopino
NaCl. Organsko fazo smo susili z brezvodnim3@, filtrirali in susili pri znizanem tlaku.

Izkoristek reakcije je bil 43 %.
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6. SKLEP

V okviru magistrske naloge smo razvili dve sinteaaii. Obe sta bili v&stopenjski, zato smo
prikazali tudi @inkovito sintezno strategijo. Pri prvi sintezni p@mo izhajali iz 2,4-
dihidroksibenzojske kisline, ki smo jo s po&jm uveljavljenih sinteznih principov organske
kemije pretvorili do n&tovanih intermediatov 4-(benziloksi)-2-(karboksiwmksi)benzojske
kisline (7) in 4-(benziloksi)-2-hidroksibenzohidrazidd) (

Ugotovimo lahko, da smo razvil¢inkovito in enostavno sintezno pot. Izkoristkiciree
reakcijskih stopenj so relativno visoki, kar namvoarinodnosti omoggalo sintezo vgih
koli¢in intermediatov. Poleg tega smo uspeliime spojin @istiti s prekristalizacijo, kjer je
poraba topil bistveno manjSa kot piscenju reakcijskih produktov s kolonsko
kromatografijo. Produkti, ki jih dobimo na tadma so praviloma tudi bolfisti, kotce bi jih

cistili s kolonsko kromatografijo.

Po drugi sintezni poti smo sintetizirali derivatdlla z 1,2,4-oksadiazolno funkcionalno
skupino. Izkoristki te sintezne poti so bistverabsi. Kljub vsemu je sintezna pot enostavna
in hitra. Tudi tu smo w8noma spojine &stili s prekristalizacijo, potrebno pa je tudi onitg

da je ve€ina uporabljenih reagentov poceni in lahko koménciaostopnih.

Zaradi enostavne, poceni in hitre sintezne strigtdginko zaklj@¢gimo, da bo nasa magistrska
naloga osnova za hiter razvojjega Stevila novih potencialnih zaviralcev encingaza D-
Ala-D-Ala.
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