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POVZETEK 

Odpornost bakterij na protibakterijske učinkovine predstavlja vedno večjo težavo, zato 

narašča potreba po novih protibakterijskih učinkovinah z novimi mehanizmi delovanja. 

Podenota B DNK giraze predstavlja zelo aktualno tarčo protibakterijskih učinkovin, zato 

potekajo zadnja leta intenzivne raziskave za odkritje učinkovitih zaviralcev njene ATP-

azne aktivnosti. S takšnimi zaviralci bi dosegli selektivno toksičnost in širok spekter 

delovanja, saj je DNK giraza nujna za preživetje vseh bakterij. 

V okviru magistrske naloge smo načrtovali sintezo več derivatov 2-({4-[(4,5-dibromo-1H-

pirol-2-il)karbonilamino]-1H-pirol-2-il}karbonilamino)-etanojske kisline (20), ki so jo 

sintetizirali na Fakulteti za farmacijo in je na bioloških testiranjih izkazala zaviralno 

delovanje na podenoto B DNK giraze E. coli z IC50 vrednostjo 61,3 µM. Sintezna pot, s 

katero smo prvotno želeli pripraviti načrtovane spojine, se je izkazala za neuspešno zaradi 

različnih vzrokov, najpogostejši pa je bil slaba topnost vmesnih produktov v uporabljenih 

topilih. Po modifikaciji sintezne poti smo uspešno pripravili tri potencialne zaviralce 

encima s 4-amino-1H-pirol-2-karboksamidnim ogrodjem, in sicer serinski derivat 21 in N-

metilirana derivata 41 in 43. Sintetizirani spojini 21 (IC50 ~ 50 µM,) in 43 (IC50 = 10 µM) 

sta izkazali boljšo zaviralno delovanje na girazo B bakterije E. coli kot spojina 20, spojina 

41 pa slabšo (IC50 ~ 150 µM). 

Ključne besede: odpornost na protibakterijske učinkovine, DNK giraza B, 4-amino-1H-

pirol-2-karboksamid 
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ABSTRACT 

Resistance to antibacterial drugs is a rising problem, so the need for new antibacterial 

drugs with novel mechanisms of actions is increasing. Because subunit B of DNA gyrase 

represents a poorly exploited target of antibacterial drugs, there has been intensive research 

for several years to discover effective inhibitors of its ATP-ase activity. Such inhibitors 

would achieve selective toxicity and broad spectrum of activity, because DNA gyrase is 

essential for the survival of all bacteria. 

In the master thesis we have planned synthesis of several derivatives of 2-({4-[(4,5-

dibromo-1H--pyrrole-2-il)carbonylamino]-1H--pyrrole-2-il}carbonylamino)-ethanoic acid 

(20), which was prepared at the Faculty of Pharmacy and demonstrated inhibitory action 

on DNA gyrase from E. coli with IC50 value of 61,3 µM. The synthesis path, initially 

planned for the synthesis of designed compounds, proved unsuccessful, because of 

different reasons, the most frequent being poor solubility of intermediate products in the 

used solvents. Upon modification of the synthesis path we managed to successfully prepare 

three potential inhibitors of the enzyme with a 4-amino-1H-pyrrole-2-carboxamide moiety, 

i.e. serine derivative 21 and N-methylated derivatives 41 and 43. Synthesized compounds 

21 (IC50 ~ 50 µM,) and 43 (IC50 = 10 µM) demonstrated better inhibitory activity on gyrase 

B from E. coli than compound 20, whereas the activity of compound 41 was weaker (IC50 

~ 150 µM). 

Key words: resistance to antibacterial drugs, DNA gyrase, 4-amino-1H-pyrrole-2-

carboxamide 



 

SEZNAM OKRAJŠAV 

Ac   acetil 

angl.   angleško 

ADP  adenozin-5'-difosfat 

ATP  adenozin-5'-trifosfat 

Ar  aril 

bs  široki singlet 

d  dublet 

dd  dublet dubleta 

ddd  dublet dublet dubleta 

DEAD  dietil azodikarboksilat 

DIAD  diizopropil azodikarboksilat 

DIPEA  N,N-diizopropiletilamin 

DKM  diklorometan 

DMF   N, N-dimetilformamid 

DMAP  4-dimetilaminopiridin 

DNK  deoksiribonukleinska kislina 

DMAP  4-dimetilaminopiridin 

DMSO  dimetilsulfoksid 

EDC  N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid 

ekv.  ekvivalent 



Kristina Nemec                            Sinteza derivatov 4-amino-1H-pirol-2-karboksamida s potencialnim zaviralnim delovanjem na girazo B 

X 

 

EtOAc  etilacetat 

Hex  heksan 

HOBT  hidroksibenzotriazol 

HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 

IC50  srednja zaviralna koncentracija 

MeOH  metanol 

MIC  minimalna zaviralna koncentracija 

MRSA  na meticilin odporen Staphylococcus aureus 

MSSA  na meticilin občutljiv Staphylococcus aureus 

MRQR na meticilin in kinolone občutljiv Staphylococcus aureus 

NMM  N-metilmorfolin 

NMR  jedrska magnetna resonanca 

Ph  fenil 

Py  piridinil 

s  singlet 

T  temperatura 

t  triplet 

td  triplet dubleta 

TBAI  tetrabutilamonijev jodid 

TBTU  O-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronijev tetrafluoroborat  

THF   tetrahidrofuran 



Kristina Nemec                            Sinteza derivatov 4-amino-1H-pirol-2-karboksamida s potencialnim zaviralnim delovanjem na girazo B 

XI 

 

TLC  tenkoplastna kromatografija 

TMS  tetrametilsilan 

 

 



Kristina Nemec                            Sinteza derivatov 4-amino-1H-pirol-2-karboksamida s potencialnim zaviralnim delovanjem na girazo B 

1 

 

1 UVOD 

1.1 Kemoterapevtiki 

V boju proti patogenim mikroorganizmom kot so bakterije, virusi, glivice in praživali, ki 

so odgovorni za številne bolezni, se uporabljajo zdravilne učinkovine iz skupine 

kemoterapevtikov. Ti morajo biti selektivno toksični, kar pomeni da so toksični za 

parazite, pri tem pa niso oz. so minimalno toksični za gostitelja (1). 

Antibiotiki, podskupina kemoterapevtikov, so metaboliti mikroorganizmov, ki se 

uporabljajo za zdravljenje v glavnem bakterijskih okužb, v manjšem obsegu pa tudi okužb 

z glivicami, trihomonasi, amebami, trihinami in za zdravljenje rakavih obolenj. Med 

antibiotike spadajo tudi njihovi polsintezni analogi, ki so strukturno modificirani z 

namenom razširitve protimikrobnega delovanja, zvišanja jakosti, zmanjšanja toksičnosti 

itd. ter nekatere spojine, ki se danes pridobivajo popolnoma sintezno, a so bile prvotno 

izolirane kot metaboliti mikroorganizmov (npr. kloramfenikol). Prvi odkriti 

kemoterapevtiki so bili sulfonamidi leta 1938, prvi antibiotiki v uporabi pa penicilini v 40. 

letih 20. stoletja, kar je predstavljalo začetek revolucije na medicinskem področju (1; 2). 

Protibakterijske učinkovine lahko delujejo bakteriostatično (zaustavijo rast bakterij) ali 

baktericidno (ubijejo bakterije), običajno pa izkazujejo oba učinka, in sicer bakteriostatični 

pri nižjih koncentracijah in baktericidni pri višjih (1). Bakteriostatični antibiotiki imajo 

zadovoljivo delovanje pri zdravljenju imunokompetentnih pacientov, vendar lahko njihova 

predčasna ukinitev povzroči ponovno rast patogenih bakterij in ponovitev okužbe. Pri 

hujših oblikah okužb in pri imunsko oslabljenih pacientih, ki se težje sami borijo proti 

okužbam, pa je primernejša uporaba antibiotikov z baktericidnim delovanjem (2). 

Protibakterijske učinkovine razdelimo glede na mehanizem delovanja na: 

 zaviralce sinteze bakterijske celične stene: β-laktami, glikopeptidi, bacitracin, 

cikloserin; 

 zaviralce sinteze beljakovin: tetraciklini, aminoglikozidi, makrolidi, kloramfenikol, 

klindamicin, fusidna kislina, linezolid; 

 zaviralce sinteze nukleinskih kislin: kinoloni, rifampicin, metronidazol, nitrofurani; 

 zaviralce sinteze folne kisline: sulfonamidi, trimetoprim; 
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 zaviralce funkcije bakterijske celične membrane: polimiksini (3). 

Odpornost bakterij na antibiotike se je pojavila že zelo kmalu po vpeljavi antibiotičnega 

zdravljenja, kar je bilo predvidljivo in neizbežno, saj ima večina bakterij zaradi kratkega 

generacijskega časa precej priložnosti za evolucijsko prilagoditev na antibiotike (4; 5). 

Prvotno je bil ta pojav omejen na okužbe v bolnišnici, kjer je močno povečal obolevnost in 

smrtnost, sedaj pa je vedno pogostejši tudi znotraj celotne skupnosti (4; 6). Poglavitna 

razloga za pojav odpornosti sta sama uporaba protibakterijskih učinkovin, ki povzroči 

selekcijo odpornih sevov, in širjenje ter prenos odpornih sevov med ljudmi, živalmi in 

okoljem (7). 

Nekatere bakterije so naravno odporne na nekatere protibakterijske učinkovine (naravna ali 

podedovana odpornost), kar je posledica spontanih genskih mutacij, ki se dogodijo v 

odsotnosti selekcijskega pritiska protibakterijske učinkovine. Bolj zaskrbljujoča pa je 

pridobljena odpornost kot posledica genskih mutacij v prisotnosti protibakterijske 

učinkovine ali privzema genov za odpornost, ki se lahko prenašajo med bakterijami 

vertikalno (iz starševske generacije na hčerinsko) ali horizontalno (6; 7). Najpomembnejši 

horizontalni način prenosa genov za odpornost je konjugacija, pri kateri se med bakterijami 

v celičnem stiku preko pilusov prenašajo konjugativni plazmidi. Konjugacija lahko poteka 

med različnimi vrstami bakterij in je zlasti pomembna pri bakterijskih kolonijah z visoko 

gostoto celic, npr. v črevesju. Transdukcija je manj pogost način horizontalnega prenosa in 

poteka običajno preko bakteriofagov. Če bakteriofag, ki okuži bakterijo, vsebuje baterijski 

gen za odpornost, le-tega vključi v genetski material bakterije in s tem ta pridobi 

odpornost. Transdukcija poteka med bakterijami iste vrste in je klinično pomembna pri 

stafilokokih in streptokokih. Tretji mehanizem genetskega prenosa je transformacija, ki pa 

najverjetneje ni klinično pomembna. Ta poteka preko privzema proste DNK, ki običajno 

nastane iz razpadlih bakterij, v citoplazmo bakterije in njeno vključitvijo v lastno DNK (5; 

6). 

Glavni biološki mehanizmi odpornosti, ki jih povzročijo izraženi geni za odpornost, so 

sledeči: 

 Proizvodnja encima, ki inaktivira učinkovino. Bakterija lahko proizvaja enega ali 

več encimov, ki kemijsko razgradijo ali modificirajo protimikrobno učinkovino, 

tako da ta izgubi svoj učinek. Eden najpomembnejših primerov je cepitev β-
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laktamskih antibiotikov z β-laktamazami, ki jih v največji meri proizvajajo 

stafilokoki. 

 Sprememba tarčnega mesta učinkovine. Bakterije lahko spremenijo tarčo preko 

mutacij genov za aminokisline v aktivnem mestu, kar močno zmanjša afiniteto 

učinkovine zanjo. Primer predstavljajo strukturne spremembe penicilin vezočih 

beljakovin (PBP, angl. penicillin binding proteins), ki vodijo v odpornost na 

peniciline. 

 Zmanjšano kopičenje učinkovine v bakteriji. Bakterija aktivno črpa protibakterijsko 

učinkovino iz notranjosti celice v zunanje okolje, s čimer je dosežena prenizka 

znotrajcelična koncentracija učinkovine, ki nima več protibakterijskega učinka. Ta 

mehanizem je zelo pogost in je odgovoren za zmanjšano učinkovitost tetraciklinov, 

makrolidnih antibiotikov in fluorokinolonov. Bakterije lahko tudi zmanjšajo 

permeabilnost membrane preko zmanjšane sinteze porinov in spremembe 

lipopolisaharidne strukture. 

 Razvoj poti, ki obidejo zaviranje z antibiotikom. Odpornost na sulfonamide, 

posredovana preko plazmidov, se je tako pojavila kot posledica proizvodnje oblike 

encima dihidropteroat sintetaze z nizko afiniteto za sulfonamide, a nespremenjeno 

afiniteto za para-aminobenzojsko kislino (5; 6; 8). 

Za preprečevanje širjenja rezistence je potrebna preudarna uporaba antibiotikov s pravilno 

izbiro učinkovine, doziranja, intervalov doziranja in trajanja zdravljenja, preprečevanje 

prenosa rezistentnih sevov in okužb z ustreznimi higienskimi ukrepi (umivanje rok, 

ugotavljanje nosilcev odpornih sevov in njihova osamitev) ter razvoj novih cepiv, še 

posebej proti multi-rezistentnim bakterijam, s katerimi bi se izognili okužbam. To pa ne bo 

zadostovalo za rešitev težav odpornosti, saj se bodo mikroorganizmi neprenehoma 

prilagajali antibiotikom in bo zato potreben nenehen razvoj novih protimikrobnih 

učinkovin z novimi mehanizmi delovanja (6; 7). 

1.2 Topoizomeraze 

Topoizomeraze so encimi, ki preko katalize začasne cepitve DNK nadzorujejo njene 

topološke spremembe. Njihovo delovanje uravnava superzvitje DNK, katenacijo in 

dekatenacijo krožne DNK ter razvozlanje prepletenih linearnih kromosomov. To je 

potrebno pri procesih, kot so podvojevanje, prepisovanje, rekombinacija in popravilo 
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DNK, zato so topoizomeraze nujno potrebne za preživetje vseh organizmov. Razdeljene so 

v dve večji skupini: topoizomeraze tipa I, ki prekinejo eno verigo v DNK vijačnici, in 

topoizomeraze tipa II, ki prekinejo obe verigi (9). 

Mehanizem cepitve ene oz. obeh verig DNK je enak za vse topoizomeraze in je prikazan 

na sliki 1. V aktivnem mestu vsake topoizomeraze se nahaja tirozinski ostanek, ki z 

nukleofilnim napadom na fosfatno skupino nukleinske kisline doseže prekinitev verige 

vijačnice in nastanek prehodne kovalentne fosfodiesterske vezi med encimom in 

novonastalim koncem DNK. Ta intermediat lahko spremeni topologijo DNK in proces se 

zaključi z nukleofilnim napadom terminalne hidroksilne skupine z drugega konca 

prekinjene verige na fosfodiestersko vez, kar poskrbi za ponovno ligacijo DNK. 

Ravnotežje cepitev-ligacija je pri vseh topoizomerazah premaknjeno proti ligaciji, kar 

zagotavlja nizko koncentracijo kompleksov topoizomeraz s cepljeno DNK v celici (9; 10). 

 

Slika 1: Mehanizem cepitve in ligacije DNK verige s topoizomerazami tipa I (11). 

1.2.1 Topoizomeraze tipa I 

Topoizomeraze tipa I so monomerne in ne potrebujejo visoko energijskih kofaktorjev za 

delovanje. Delimo jih na topoizomeraze tipa IA, ki delujejo tako, da skozi začasno 

cepljeno verigo DNK peljejo nasprotno necepljeno verigo DNK, in na tip IB, ki delujejo 

preko nadzorovane rotacije heliksa okoli cepljenega mesta DNK. Ti encimi so pri 

prokariontih sposobni sprostiti negativno superzvitje, pri evkariontih pa negativno in 

pozitivno superzvitje. Bakterijska topoizomeraza I (tipa IA) skupaj z DNK girazo 

(topoizomeraza tipa II) nadzoruje stopnjo superzvitja DNK (10). Odkriti zaviralci 

bakterijskih topoizomeraz IA najverjetneje nimajo prihodnosti kot protibakterijske 

učinkovine, saj so strukturno podobni učinkovinam za zdravljenje tumorjev, ki delujejo na 

človeške topoizomeraze tipa I, in jim tako primanjkuje bakterijska specifičnost (12). 
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1.2.2 Topoizomeraze tipa II 

Topoizomeraze tipa II potrebujejo ATP in Mg2+ za svoje katalitsko delovanje. 

Prokariontski encimi imajo heterotetramerno strukturo z dvema različnima podenotama, 

medtem ko so evkariontski encimi homodimerni (9). Evbakterije, med katerimi je najbolj 

preučevana E. coli, imajo dve topoizomerazi tipa IIA, in sicer DNK girazo in 

topoizomerazo IV, ki predstavljata privlačni tarči za razvoj novih protibakterijskih 

učinkovin (9; 13). 

DNK giraza je sestavljena iz dveh GyrA in dveh GyrB podenot, ki tvorijo tetramerni A2B2 

kompleks. Podenota A vsebuje aktivno mesto za cepitev in ligacijo DNK, podenota B pa 

vsebuje mesto za hidrolizo ATP. Je edina topoizomeraza tipa II, ki je sposobna uvedbe 

negativnega superzvitja DNK preko hidrolize ATP. Topoizomeraza IV je paralogna DNK 

girazi in je sestavljena iz dveh ParC podenot, ki sta homologni GyrA, in iz dveh ParE 

podenot, ki sta homologni GyrB podenotam (9). Topoizomeraza IV in DNK giraza imata 

40 % ujemanje aminokislinskega zaporedja in še višjo stopnjo homolognosti, a se bistveno 

razlikujeta pri sposobnosti katalize prehoda verige DNK. Topoizomeraza IV ima višjo 

specifičnost za katalizo medmolekularnih reakcij (dekatenacija), DNK giraza pa za 

znotrajmolekularne reakcije (superzvitje) (14). 

Na sliki 2 je prikazan mehanizem delovanja topoizomeraz tipa II. Encim se veže na dva 

segmenta dvojnovijačne DNK, pri čemer označujemo cepljeni segment DNK kot G (angl. 

gate) segment, preneseni segment pa kot T (angl. transported) segment. Interakcija encima 

in G segmenta povzroči konformacijsko spremembo encima, ki ''zaklene'' G segment. Po 

vezavi ATP molekule na vsako ATPazno podenoto pride do ''zaklenitve'' še T segmenta in 

cepitve obeh verig G segmenta. Ob hidrolizi ATP molekule pride do prenosa T segmenta 

skozi cepljeno mesto G segmenta, druga ATP molekula pa se hidrolizira ob ponovni 

združitvi G segmenta. Po disociaciji ADP molekul pride do sprostitve T segmenta, po 

ločitvi ATP-aznih podenot pa se sprosti še G segment (15; 16). 
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Slika 2: Predlagani mehanizem katalitskega delovanja topoizomeraz II. Podenoti 

topoizomeraze II z ATP-azno aktivnostjo sta označeni z zeleno barvo, podenoti z aktivnim 

mestom za cepitev DNK pa z modro (16). 

1.3 Inhibitorji topoizomeraz tipa II 

DNK giraza in topoizomeraza IV sta privlačni tarči protibakterijskih učinkovin, zaradi 

številnih razlogov: 

 nujni sta za preživetje bakterij, saj sta vpleteni v procese DNK podvojevanja in 

delitve celice; 

 bistveni sta za vse bakterije; 

 zaviranje njihovega delovanja ima običajno baktericidni učinek; 

 strukturno se bistveno razlikujeta od sesalskih encimov, kar zagotavlja bakterijsko 

specifičnost; 

 znotraj encimov so bila identificirana številna tarčna mesta; 

 njuna strukturna podobnost običajno omogoča zaviranje obeh encimov (12). 

DNK giraza je edina topoizomeraza tipa II pri Mycobacterium tuberculosis in predstavlja 

klinično validirano tarčo za razvoj novih protituberkuloznih učinkovin, ki bi lahko 

omogočile skrajšanje zdravljenja in preprečile širitev odpornih sevov tuberkuloze (13). 
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1.3.1 Zaviralci giraze A 

Fluorokinoloni zavirajo tako DNK girazo (GyrA podenoto) kot topoizomereazo IV (ParC 

podenoto), in sicer prvo predvsem pri Gram negativnih, drugo pa predvsem pri Gram 

pozitivnih bakterijah. Spadajo med protibakterijske učinkovine s širokim spektrom 

delovanja, saj imajo različne bakterijske vrste strukturno podobne topoizomeraze tipa II 

(13). Z zaviranjem prehoda T segmenta in ligacije G segmenta DNK stabilizirajo 

kovalentni kompleks encima s cepljeno DNK. Poleg tega fluorokinoloni pri terapevtskih 

koncentracijah pospešujejo ločitev podenot encima od cepljene DNK, ki se tako ne more 

več podvojevati in prepisovati (15). Zaviranje podvojevanja DNK naj bi nadalje povzročilo 

poškodbe DNK, sintezo nepravilnih proteinov, oksidativne poškodbe in sprožitev 

mehanizmov celične smrti (13). 

Leta 1965 je prišel na trg prvi nefluoriran zaviralec giraze, nalidiksična kislina, ki je bila 

odkrita kot stranski produkt sinteze klorokina in se je uporabljala za zdravljenje okužb 

urinarnega trakta z Gram negativnimi bakterijami (2; 17). V drugo generacijo prištevamo 

fluorirana kinolona z razširjenim protibakterijskim spektrom norfloksacin in ciprofloksacin 

(1, slika 3), v tretjo levofloksacin, ki ima višjo aktivnost proti Gram pozitivnim bakterijam, 

v četrto pa moksifloksacin (2, slika 3) in trovafloksacin z izboljšanimi farmakokinetičnimi 

lastnostmi (17; 18). Zaradi vedno večje odpornosti na fluorokinolone je postal privlačen 

razvoj novih kinolonov. Trenutno se pričenjajo oz. potekajo klinične študije faze 3 za 

fluorokinolona delafloksacin (3, slika 3) in JNJ-Q2 (4, slika 3) ter nefluoriranana kinolona 

ozenoksacin (5, slika 3) in nemonoksacin (6, slika 3) (19; 20; 21; 22; 23). 
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Slika 3: Kemijske strukture fluorokinolonov ciprofloksacina (1), moksifloksacina (2), 

delafloksacina (3) in JNJ-Q2 (4) ter kinolonov ozenoksacina (5) in nemonoksacina (6) (19; 

24; 25). 

Med nove zaviralce GyrA in ParC podenote, tako imenovane NBTI (angl. novel bacterial 

topoisomerase inhibitors), prištevamo piperidine, 4-aminopiperidine in cikloheksilamine 

(13). Ker imajo drugačno vezavno mesto kot fluorokinoloni, se izognejo navzkrižni 

odpornosti s fluorokinoloni, a so bili na žalost številni NBTI ukinjeni med kliničnim 

razvojem zaradi zaviranja hERG (angl. human Ether-à-go-go related gene) kanalov. S 

povečanjem polarnosti učinkovine so raziskovalci kardiotoksičnost sicer zmanjšali, a so s 

tem zmanjšali tudi aktivnost proti Gram-negativnim bakterijam (26). Podjetju 

GlaxoSmithKline PLC je uspelo razviti 4-aminopiperidin GSK2140944 (7, slika 4), ki se 

nahaja v fazi 2 kliničnih študij za zdravljenje okužb dihalnega sistema in okužb kože in 

mehkih tkiv z Gram-pozitivnimi patogeni (vključno z MRSA sevi) ter Gram-negativnimi 

patogeni, ki so odporni na dosedanje učinkovine (27; 28). V fazo 2 kliničnih študij vstopa 

tudi barbituratni analog AZD0914 (8, slika 4) podjetja AstraZeneca, in sicer za zdravljenje 

nezapletene gonoreje, za kar ji je FDA odobrila status fast track, ki omogoča hitrejši razvoj 

zdravila (26; 29).  

Možno izhodišče za razvoj novih zaviralcev DNK giraze predstavlja tudi simociklinon D8 

(9, slika 4), ki se sicer veže tudi na človeško topoizomerazo II. Pridobljen je iz vrste 

Streptomyces antibioticus in je sestavljen iz aminokumarinskega in poliketidnega dela, za 

katera so raziskovalci ugotovili, da se vežeta vsak v svoj žep na GyrA podenoti na do sedaj 
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nepoznan način, kar odpira vrata razvoju novih zaviralcev z novoodkritim načinom vezave 

(13; 30). 

 

Slika 4: Predstavnik novih zaviralcev bakterijske topoizomeraze IIA GSK2140944 (7), 

barbituratni analog AZD0914 (8) in simociklinon D8 (9) (13; 26). 

1.3.2 Zaviralci giraze B 

ATP-azna aktivnost podenote B še vedno ostaja premalo farmacevtsko izkoriščena, zato bi 

se z razvojem njenih zaviralcev izognili navzkrižni odpornosti s fluorokinoloni, ki ciljajo 

GyrA podenoto (31). Poleg fluorokinolonov so aminokumarini edini zaviralci DNK giraze, 

ki so dosegli klinično uporabo. So naravni antibiotiki, izolirani iz vrste Streptomyces, med 

katere spadajo novobiocin (10, slika 5), klorobiocin in kumermicin A1. Njihovo vezavno 

mesto se delno prekriva z vezavnim mestom za ATP na podenoti GyrB, zaradi česar 

preprečijo vezavo ATP in tako delujejo kot kompetitivni zaviralci DNK giraze, šibkeje pa 

zavirajo tudi topoizomerazo IV (podenoto ParE) (32). Edini aminokumarin sproščen na trg, 

novobiocin, je bil uveden v 60-ih letih za zdravljenje infekcij s Staphylococcus aureus, 

vključno z MRSA sevi, a je bil zaradi toksičnosti in uvedbe cefalosporinov, doksiciklina 

ter novejših penicilinov sčasoma odpoklican s trga (32; 33). Dandanes se ga uporablja 

pretežno le še v veterinarski medicini (34; 35).  

Kibdelomicin (11, slika 5), pridobljen iz vrste Kibdelosporangium, je strukturno nov 

močan zaviralec topoizomeraz tipa II. Zavira ATPazno delovanje DNK giraze in šibkeje 

topoizomeraze IV ter ima širok spekter delovanja proti Gram-pozitivnim bakterijam, deluje 

pa tudi proti Gram-negativni H. influenzae. Nezmanjšana aktivnost proti sevom S. aureus 

odpornim na novobiocin oz. na ciprofloksacin je nakazala nov način vezave v DNK girazo 

(36). Kokristalizacija kibdelomicina z N-končnima domenama S. aureus giraze B in 
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topoizomeraze IV je osvetlila način vezave v obliki črke U (37). Poleg preprečitve 

navzkrižne rezistence bi se z razvojem zaviralcev z novim načinom vezave lahko izognili 

tudi težavam s toksičnostjo, ki jih opazimo pri aminokumarinih (36).  

Med močne naravne zaviralce giraze B prištevamo tudi ciklotialidine, ki pa imajo šibko 

protibakterijsko delovanje, najverjetneje zaradi slabe penetracije v bakterijske celice (13). 

Na njihovi osnovi so bili razvite različne fenolne in resorcinolne spojine, ki zavirajo DNK 

girazo B, a nobena še ni dosegla kliničnih raziskav (38).  

 

Slika 5: Kemijske strukture naravnih zaviralcev giraze B novobiocina (10), kibdelomicina 

(11) in ciklotialidina GR122222X (12) (32; 36; 38). 

Pri podjetju AstraZeneca so z metodo načrtovanja učinkovin na osnovi fragmentov (FBLG 

– fragment-based lead generation) s pomočjo NMR rešetanja identificirali pirolni fragment 

(13, slika 6), ki se veže na ATP vezavno mesto GyrB E. coli. Ta fragment, ki je tudi del 

kibdelomicina in klorobiocina, je predstavljal osnovo za razvoj pirolamidnih zaviralcev 

DNK giraze. S ponovitvijo NMR rešetanja zapolnjenega GyrB adeninskega žepa so 

identificirali spojino (14, slika 6), ki se veže na drugo vezavno mesto v žepu, kar je 

nakazalo možnost dodatnih interakcij med žepom in zaviralci, s čimer bi jim povečali 

jakost vezave. Poleg tega vezava na mesto, ki ni del ATP vezavnega mesta, zmanjša 

možnost inhibicije drugih encimov, ki uporabljajo ATP. Spojino vodnico (15, slika 6) so 

optimizirali do spojine AZD5099 (16, slika 6) (31; 33). Ta je dosegla fazo I kliničnih študij 

za intravensko zdravljenje okužb z Gram-pozitivnimi bakterijami, a je bil zaradi 

toksičnosti in težav z učinkovitostjo razvoj ukinjen (33; 39).  
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Spojina 16 

IC50 [nM] MIC [µg/mL] 

S. auereus GyrB <10 S. pneumonia 0,016 
E.coli ParE 73 S. pyogenes 0,014 

  MSSA 0,036 

  MRQR 0,057 

 

Slika 6: Fragmentna zadetka (13) in (14), spojina vodnica (15) in spojina AZD5099 (16) s 

podanimi IC50 in MIC vrednostmi (31; 33). 

N-(Benzimidazol-2-il) sečnina VRT-752586 (17, slika 7), odkrita pri podjetju Vertex 

Pharmaceuticals, deluje na GyrB podenoto DNK giraze in na ParE podenoto 

topoizomeraze IV. Pri testiranju na živalih je izkazala dobre farmakokinetične lastnosti in 

učinkovitost pri živalskih modelih okužbe. Visoka jakost delovanja proti odpornim sevom 

stafilokokov, enterokokov, streptokokov in respiratornih Gram-negativnih bakterij (H. 

influenzae in M. catarrhalis) nakazuje na njeno možno uporabo tako v bolnišničnem 

okolju kot znotraj celotne skupnosti (40). Pri podjetju Evotec so z zamenjavo 

benzimidazolnega ogrodja benzimidazol-2-il-sečnin raziskovalci sintetizirali 

imidazolo[1,2-a]piridine in [1,2,4]triazolo[1,5-a]piridine. Prvi so sicer imeli nižje IC50 

vrednosti, a so se zaradi enostavnejše sinteze odločili za triazolo-piridine. Na sliki 7 je 

prikazan optimiziran predstavnik [1,2,4]triazolo[1,5-a]piridinov (18), ki pa ima še vedno 

nižjo jakost zaviranja giraze B kot benzimidazol-2-il-sečnine (41). Ti dve skupini 

zaviralcev so preučevali tudi pri podjetju Pfizer, kjer so razvili 5-(2-pirimidinil)-

imidazo[1,2-a]piridin (19, slika 7) (42). Poleg omenjenih spojin so razvili še heterociklične 

N-etilsečnine z izokinolinskim (Actelion), piridinskim (AstraZeneca) in benzotiazolnim 

(Prolis) ogrodjem (43). 
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Slika 7: Kemijske strukture benzimidazol-2-il-sečnine VRT-752586 (17), [1,2,4]triazolo- 

[1,5-a]piridina 18 in imidazo[1,2-a]piridina 19 (40; 41; 42). 

Mnogo močnih zaviralcev podenote B DNK giraze je bilo odkritih tudi med pripadniki 

pirazolotiazolov, pirolopirimidinov, bitiazolov, azaindolov, indazolov in 

aminopirazinamidov (13). 
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2 NAČRT DELA 

Namen magistrskega dela je sintetizirati spojine s 4-amino-1H-pirol-2-karboksamidnim 

ogrodjem s pomočjo posnemanja pirolamidnega zaviralca DNK giraze 20. Ta je bil 

pripravljen na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani in je pri biološkem testiranju na 

girazno aktivnost bakterije E. coli izkazal aktivnost z IC50 vrednostjo 61,3 µM. Sidranje je 

izvedel asist. dr. Rok Frlan na podlagi objavljene kristalne strukture N-končne domene 

giraze B E. coli K-12 v kompleksu z zaviralcem 4-{[4'-metil-2'-(propanoilamino)-4,5'-bi- 

1,3-tiazol-2-il]amino}benzojsko kislino (38). Nekaj spojin, ki so izkazale najboljše 

ocenjene vezavne energije, bomo poskusili sintetizirati. Na sliki 8 so označena mesta 

spojine 20, ki jih bomo poskusili modificirati. Načrtovane spojine tako obsegajo: 

 derivate serina in aminobenzojske kisline (označeno zeleno), 

 ciklične oblike 4-amino-1H-pirol-2-karboksamidnega ogrodja (označeno modro), 

 derivat z N-substituiranim 4-amino-1H-pirol-2-karboksamidnim ogrodjem 

(označeno vijolično), 

 derivat s 5-amino-1H-pirol-2-karboksamidnim ogrodjem (označeno rdeče). 

 

Slika 8: Zaviralec DNK giraze 20 z označenimi mesti načrtovanih modifikacij. 

Napovedane interakcije med girazo B in načrtovani potencialnimi zaviralci: 

 Hidrofobne interakcije dibromopirola v adeninskem žepu. Bromova atoma sta 

lipofilna, kar ojača hidrofobne interakcije. 

 Vodikova vez med Asp73 in pirolno amino skupino.  

 Vodikova vez med Asp73 in kisikom amida, vezanega na dibromopirolni obroč. 

Slednji naj bi se z Asp73 povezal tudi preko molekule kristalne vode, ki naj bi 

tvorila vodikove vezi z obema.  
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 Vodikova vez med Arg136 in karboksilno skupino. 

 Hidroksilna skupina pri načrtovanih serinskih derivatih predvidoma tvori vodikovo 

vez z Arg76.  

Sliki 9 in 10 prikazujeta napovedano vezavo načrtovanega serinskega derivata (21) in 

načrtovanega derivata 3-aminobenzojske kisline (22) v ATP-vezavno mesto giraze B E. 

coli. Sintetiziranim končnim spojinam bomo določili zaviralno aktivnost na girazo B 

E.coli.  

 

Slika 9: Napovedana vezava načrtovanega potencialnega zaviralca 21 z ATP-vezavnim 

mestom giraze B E. coli. 
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Slika 10: Napovedana vezava načrtovanega potencialnega zaviralca 22 z ATP-vezavnim 

mestom giraze B E. coli. 
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3 MATERIALI IN METODE 

3.1 Materiali 

Reagenti in topila 

Laboratorijsko delo je obsegalo delo z reagenti in topili proizvajalcev Acros Organics, 

Sigma-Aldrich, Merck in Fluka. Brezvodni DKM in THF smo pripravili tik pred uporabo z 

destilacijo v argonovi atmosferi. Brezvodni DMF pa je bil predhodno pripravljen in 

shranjen nad molekularnimi siti. 

3.2 Metode 

Kromatografske metode 

 Tenkoplastna kromatografija (TLC): Za spremljanje poteka reakcij smo uporabili 

TLC Silica gel 60 F254 aluminijaste plošče proizvajalca Merck. Za detekcijo 

nekaterih spojin smo se poslužili orositvenih reagentov (ninhidrin in bromkrezol 

zeleno). 

 Kolonska kromatografija: Uporabili smo jo za čiščenje določenih spojin, pri čemer 

smo za stacionarno fazo uporabili silikagel s premerom delcev 0,040 – 0,063 nm 

proizvajalca Merck. Uporabljene mobilne faze so navedene pri opisu sinteznega 

postopka posameznih spojin.  

 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC): Izvedli smo jo na sistemu 

Agilent Technologies 1100 z G1365B UV-VIS detektorjem (detekcija pri 220 nm in 

254 nm) z uporabo kolone Agilent Eclipse Plus C18 (150 x 4.6 mm), termostatirane 

na 25 °C. Volumen injiciranja je znašal 5 µL in pretok mobilne faze 1,0 mL/min. 

Kot mobilno fazo smo uporabili acetonitril v bidestilirani vodi s sledečim 

gradientom: 

- 0 – 15 min: od 40 % do 95 % acetonitrila  

- 15 – 17,5 min: 95 % acetonitrila 

- 17,5 – 23,5 min: 95 % do 40 % acetonitrila. 

Spektroskopske metode 
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 Jedrska magnetna resonanca (NMR): 1H in 13C spektri so bili posneti na 

spektrometru Bruker Advance III 400 MHz na Fakulteti za farmacijo Univerze v 

Ljubljani. Kot interni standard je bil uporabljen TMS, vzorce pa smo raztopili v 

devteriranih topilih CDCl3, DMSO-d6 in MeOD-d4. Spektre smo obdelali s 

programom NMRNotebook 2.70 proizvajalca NMRtec S.A.S. 

 Infrardeča spektroskopija (IR): IR spektre spojin smo posneli na spektrometru 

Nexus FT-IR z ATR tehniko ali kot tablete s KBr s transmisijsko tehniko na 

Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 

 Masna spektroskopija (MS): Masne spektre so posneli na Watters Micromass Q-

TOF Premier masnem spektrometru v Centru za masno spektrometrijo Inštituta 

Jožef Stefan v Ljubljani. 

Določanje temperature tališča 

Temperaturo tališč spojin smo določali s Kofflerjevim mikroskopom z ogrevalno mizico 

proizvajalca Leica na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 

Elementna analiza 

Elementno analizo elementov C, H in N so izvedli z analizatorjem Perkin-Elmer 2400 

CHN na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. 

Optična sučnost 

Optično sučnost smo izmerili s polarimetrom Perkin-Elmer 241 MC na Fakulteti za 

farmacijo Univerze v Ljubljani pri valovni dolžini 589 nm in dolžini kivete 1 dm. 

Poimenovanje in risanje spojin 

Za risanje spojin smo uporabljali ChemBioDraw Ultra 13.0 proizvajalca CambridgeSoft, 

za njihovo poimenovanje pa ChemDoodle 7.0 proizvajalca iChemLabs. 

Biološko testiranje spojin 

Biološko ovrednotenje girazne aktivnosti končnih spojin na E. coli je bilo izvedeno na 

Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
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4 EKSPERIMENTALNO DELO 

4.1 Sinteza pirolnih derivatov 

 

 (a) HNO3, Ac2O, -40 °C → sobna T, Ar, 24 h; (b) 1 M NaOH, 1,4-dioksan, sobna T, 1 h; 

(c) NaOMe, MeOH, sobna T, 24 h; (d) H2, Pd/C, MeOH, sobna T, 24 h; (e) MeI, 60 % 

NaH, TBAI, DMF, Ar, 0 °C, 24 h; (f) Br2, CHCl3, Ar, 72 h; (g) 1 M NaOH, THF, sobna T, 

1 h. 
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4.1.1 Sinteza 2,2,2-trikloro-1-(4-nitro-1H-pirol-2-il)-1-etanona (23a) in 2,2,2-trikloro-1-

(5-nitro-1H-pirol-2-il)-1-etanona (23b) 

Raztopino 2,2,2-trikloro-1-(1H-pirol-2-il)-1-etanona (18,8 g, 88,5 mmol) v acetanhidridu 

(142 mL) smo ohladili na -40 °C, jo prepihali z argonom in ji postopoma preko kapalnika 

dodajali 65 % dušikovo (V) kislino (35 mL). Reakcijsko zmes smo počasi segreli na sobno 

temperaturo in jo mešali čez noč v argonovi atmosferi. Naslednji dan smo dodali led (300 

mL), oborjeni produkt odnučali in posušili. Takoj po koncu nučanja smo preostali produkt 

ekstrahirali iz matičnice z DKM (2 × 50 mL). Združeni organski fazi smo sprali z nasičeno 

vodno raztopino NaCl (2 × 50 mL), posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in filtrat 

uparili pod znižanim tlakom. Obe frakciji (kristali in produkt iz ekstrakta) sta vsebovali 

zmes 4-nitro in 5-nitro derivata, zato smo ju združili. Produkta smo nato ločili in očistili s 

kolonsko kromatografijo (MF: DKM/EtOAc = 98/2). Reakcijo smo izvedli po literaturnem 

postopku (44). 

2,2,2-trikloro-1-(4-nitro-1H-pirol-2-il)-1-etanon (23a) 

Izgled  rumeni kristali 

Izkoristek  30 % 

TLC Rf 0,24 (MF: DKM) 
1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) 

δ (ppm) = 9,77 (bs, 1H, Py2-NH), 7,95 (dd, J1= 3,7 Hz, J2= 1,4 

Hz, 1H, Py2-H), 7,85 (dd, J1= 2,7 Hz, J2= 1,4 Hz, 1H, Py2-H) 

 

2,2,2-trikloro-1-(5-nitro-1H-pirol-2-il)-1-etanon (23b) 

Izgled  rjavi kristali 

Izkoristek  15 %  

TLC Rf 0,43 (MF: DKM) 
1H NMR 

(400 MHz, MeOD) 

δ (ppm) = 7,35 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Py2-H), 7,13 (d, 1H, J = 4,5 

Hz, Py2-H) 

Py2-NH izmenljiv 

4.1.2 Sinteza 4-nitro-1H-pirol-2-karboksilne kisline (24) in 4,5-dibromo-1H-pirol-2-

karboksilne kisline (32) 

Izhodno spojino smo raztopili v topilu (40 mL), dodali 1 M NaOH (40 mL) ter mešali na 

sobni temperaturi eno uro. Reakcijsko zmes smo skoncentrirali pod znižanim tlakom, da je 

ves 1,4-dioksan uparel, in sprali z EtOAc (2 × 20 mL). Vodno raztopino smo nakisali s 

koncentrirano HCl do pH 2 in ekstrahirali produkt v EtOAc (2 × 20 mL). Združeni 
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organski fazi smo sprali z nasičeno vodno raztopino NaCl (2 × 20 mL), posušili nad 

brezvodnim Na2SO4, filtrirali in filtrat uparili pod znižanim tlakom. 

Spojino 24 smo pripravili iz spojine 23a (1,42 g, 5,53 mmol) v 1,4-dioksanu kot topilu. 

4-nitro-1H-pirol-2-karboksilne kisline (24) 

Izgled  belo-rumeni kristali 

Izkoristek  100 % 

TLC Rf 0,00 (MF: DKM) 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

 δ (ppm) = 12,99 (bs, 1H, COOH), 12,01 (bs, 1H, Py2-NH), 8,03 

(d, 1H, J = 1,8 Hz, Py2-H), 7,21 (d, 1H, J = 1,8 Hz, Py2-H) 

 

Spojino 32 smo pripravili iz spojine 31 (3,00 g, 8,10 mmol) v THF kot topilu. 

4.1.3 Sinteza metil 4-nitro-1-H-pirol-2-karboksilata (25) in metil 5-nitro-1-H-pirol-2-

karboksilata (29) 

Izhodno spojino (1 ekv.) smo raztopili v MeOH (100 mL), dodali NaOMe (1,5 ekv.) in 

mešali na sobni temperaturi čez noč. Po uparitvi topila pod znižanim tlakom smo surovi 

produkt očistili s kolonsko kromatografijo (MF: DKM/MeOH = 20/1, gradientno proti 

DKM/MeOH = 7/1).  

Spojino 25 smo pripravili iz spojine 23a (570 mg, 2,21 mmol). 

metil 4-nitro-1H-pirol-2-karboksilat (25) 

Izgled  beli kristali 

Izkoristek  91 % 

TLC Rf 0,72 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 8,05 (s, 1H, Py2-H), 7,24 (s, 1H, Py2-H), 3,81 (s, 3H, 

CH3) 

Py2-NH izmenljiv 
13C NMR 

(100 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 160,46, 137,13, 125,02, 123,34, 110,02, 52,37 

 

 

 

4,5-dibromo-1H-pirol-2-karboksilna kislina (32) 

Izgled   svetlo rjavi kristali  

Izkoristek  100 % 

TLC Rf 0,14 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 12,97 (bs, 1H, COOH), 12,61 (bs, 1H, Py1-NH), 6,83 

(s, 1H, Py1-H) 
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Spojino 29 smo pripravili iz spojine 23b (700 mg, 2,71 mmol). 

metil 5-nitro-1H-pirol-2-karboksilat (29) 

Izgled  svetlo rumeni kristali 

Izkoristek  90 % 

TLC Rf 0, 76 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 14,07 (bs, 1H, Py2-NH), 7,15 (d, 1H, J = 4,3 Hz), 6,89 

(d, 1H, J = 4,3 Hz), 3,84 (s, 3H, CH3) 
13C NMR 

(100 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 159,67, 139,79, 126,10, 115,28, 110,85, 52,11 

4.1.4 Sinteza metil 4-amino-1-H-pirol-2-karboksilata (26), metil 4-amino-1-metil-1H-

pirol-2-karboksilata (28) in metil 5-amino-1H-pirol-2-karboksilata (30) 

Reakcijo redukcije nitro skupine do amina smo izvedli po splošnem postopku katalitskega 

hidrogeniranja. Raztopino izhodne spojine v MeOH (40 mL) smo prepihali z argonom, ji 

dodali 10 % Pd na ogljiku, prepihali z H2 in nato mešali v H2 atmosferi čez noč. Pd smo 

nato odstranili s presesavanjem skozi guč, MeOH uparili pod znižanim tlakom, produkt 

posušili do suhega zaostanka na vakuumski črpalki in nadaljevali sintezni postopek brez 

vmesnega čiščenja spojine, saj naj bi bile spojine nestabilne na koloni (45; 46). 

Spojino 26 smo pripravili iz spojine 25 (342 mg, 2,01 mmol). 

metil 4-amino-1H-pirol-2-karboksilat (26) 

TLC Rf 0,40 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 

Spojino 28 smo pripravili iz spojine 27 (182 mg, 0,99 mmol). 

metil 4-amino-1-metil-1H-pirol-2-karboksilat (28) 

TLC Rf 0,43 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 

Spojino 30 smo pripravili iz spojine 29 (342 mg, 2,01 mmol). 

metil 5-amino-1H-pirol-2-karboksilat (30) 

TLC Rf 0,49 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 

4.1.5 Sinteza metil 1-metil-4-nitro-1H-pirol-2-karboksilata (27) 

Raztopino spojine 25 (310 mg, 1,82 mmol, 1 ekv.) in reagenta TBAI (67 mg, 0,18 mmol, 

0,1 ekv.) v brezvodnem DMF (5 mL) smo prepihali z argonom, jo ohladili na ledeni kopeli 

in dodali 60 % NaH (~ 91 mg, 2,3 mmol, 1,3 ekv.). Po 10 minutnem mešanju v argonovi 
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atmosferi smo dodali še MeI (227 µL, 3,64 mmol, 2 ekv.) in mešali še en dan. Reakcijski 

zmesi so nato dodali EtOAc (100 mL), jo sprali z destilirano vodo (2 × 10 mL) in nasičeno 

vodno raztopino NaCl (2 × 10 mL), posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter filtrat 

uparili pod znižanim tlakom. Sledilo je čiščenje s kolonsko kromatografijo (MF: H/EtOAc 

= 6/1, gradiento proti H/EtOAc = 2/1 ). 

4.1.6 Sinteza 2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)-1-etanon (31) 

2,2,2-trikloro-1-(1H-pirol-2-il)-1-etanon (12,0 g, 56,7 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 

kloroformu (300 mL) in prepihali z argonom. Nato smo preko kapalnika počasi dodali Br2 

(6,43 mL, 125 mmol, 2,2 ekv.) in mešali v argonovi atmosferi 3 dni. Reakcijski zmesi smo 

dodali nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (100 mL), odfiltrirali nastalo oborino in ločili 

fazi. Organsko fazo smo sprali z nasičeno vodno raztopino NaCl (2 × 50 mL), posušili nad 

brezvodnim Na2SO4, filtrirali, filtrat uparili pod znižanim tlakom do suhega zaostanka in 

produkt prekristalizirali iz kloroforma. Reakcijo smo izvedli po literaturnem postopku (47). 

metil 1-metil-4-nitro-1H-pirol-2-karboksilat (27) 

Izgled   rumena amorfna snov 

Izkoristek  65 % 

TLC Rf 0,33 (MF: H/EtOAc = 6/1) 
1H NMR 

(400 MHz, CDCl3) 

δ (ppm) = 7,62 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Py2-H), 7,45 (d, J = 2,0 Hz, 

1H, Py2-H), 4,02 (s, 3H, Py2- NCH3), 3,89 (s, 3H, COOCH3) 

2,2,2-trikloro-1-(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)-1-etanon (31) 

Izgled  temno rjavi kristali 

Izkoristek  45 % 

TLC Rf 0,45 (MF: H/E = 6/1) 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 13,77 (bs, 1H, Py1-NH ), 7,42 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Py1-

H ) 
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4.2 Sinteza serinskih derivatov 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)-karbonilamino]-1H-

pirol-2-karboksamida: spojini 38 in 21 

 

(a) Et3N, acetonitril, sobna T, 48 h; (b) H2, Pd/C, MeOH, sobna T, 24 h; (c) NMM, EDC, 

HOBT, DMF/DKM (2/1), Ar, 0 °C, 1 h → sobna T, 24 h; (d) 0,5 M vodna raztopina LiOH, 

THF, sobna T, 24 h; (e) NMM, EDC, HOBT, DMF, Ar, 0 °C, 1 h → sobna T, 24 h; (f) 1 M 

vodna raztopina LiOH, THF, sobna T, 24 h. 
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4.2.1 Sinteza metilnega estra L-serina (33) 

 

L-Serin (2,00 g, 19,0 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v MeOH (80 mL), ohladili na ledeni 

kopeli, počasi dodali SOCl2 (2,02 mL, 28,6 mmol, 1,5 ekv.) in mešali en dan. Ker je bil po 

tem času serin še vedno prisoten v reakcijski zmesi, smo dodali še SOCl2 (1,38 mL, 19,0 

mmol, 1 ekv.) in mešali še en dan na sobni temperaturi. Po uparitvi topila pod znižanim 

tlakom smo produkt prekristalizirali iz dietiletra. Reakcijo smo izvedli po prilagojenem 

literaturnem postopku (48). 

4.2.2 Sinteza metil 3-hidroksi-2-[(4-nitro-1H-pirol-2-il)karbonilamino]propionata (34)  

Spojini 23a (1 ekv.) in 33 (1,1 ekv.) smo raztopili v acetonitrilu in dodali bazo. Reakcijski 

pogoji in izkoristki reakcij so prikazani v preglednici I. Najuspešnejši je bil sledeči 

postopek: spojini 23a (600 mg, 2,33 mmol, 1 ekv.) in 33 (400 mg, 2,56 mmol, 1,1 ekv.) 

smo raztopili v acetonitrilu (7 mL), bučko prepihali z argonom, dodali Et3N (649 µL, 4,66 

mmol, 2,2 ekv.) in mešali v argonovi atmosferi na sobni temperaturi 2 dni. Reakcijski 

zmesi smo nato uparili topilo pod znižanim tlakom, dodali EtOAc (100 mL) in sprali z 1 M 

HCl (2 × 25 mL). Organsko fazo smo sprali še z nasičeno vodno raztopino NaCl (2 × 25 

mL), posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali, filtrat uparili pod znižanim tlakom do 

suhega zaostanka in produkt prekristalizirali iz kloroforma. 

 

 

metilni ester L-serina (33) 

Izgled   beli kristali 

Izkoristek  77 % 

TLC Rf Rf (DKM/MeOH = 7/1) = 0,36 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 8,52 (bs, 2H, NH2), 5,62 (t, J = 5,2 Hz, 1H, OH), 4,13 

(t, J = 3,5 Hz, 1H, CH), 3,82 (m, 2H, CH2), 3,75 (s, 3H, CH3) 
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Preglednica I: Reakcijski pogoji sinteze spojine 34. 

baza temperatura in čas izkoristek 

Na2CO3 (1 ekv.) mikrovalovni reaktor: 70 °C, 20 W, 40 min ni poteklo 

Na2CO3 (1 ekv.),  

Et3N (1 ekv.) 

mikrovalovni reaktor: 70 °C, 20 W, 40 min 20 % 

Et3N (2,2 ekv.) sobna T, 48 h, Ar 81 % 

4.2.3 Sinteza metil 2-[(4-amino-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-3-hidroksipropionata (35) 

Spojino 34 (145 mg, 0,563 mmol) smo raztopili v mešanici MeOH (25 mL) in DMF (25 

mL) ter raztopino prepihali z argonom. Nato smo dodali 10 % Pd na ogljiku, prepihali z H2 

in mešali v H2 atmosferi en dan. Pd smo odstranili s presesavanjem skozi guč, topilo 

uparili pod znižanim tlakom, produkt posušili do suhega zaostanka na vakuumski črpalki 

in nadaljevali sintezni postopek brez vmesnega čiščenja spojine. 

metil 3-hidroksi-2-[(4-nitro-1H-pirol-2-il)karbonilamino]propionat (34) 

Izgled   rumeni kristali 

Izkoristek  81 % 

TLC Rf 0,49 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 

Ttal 206 – 210 °C 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 12,81 (bs, 1H, Py2-NH), 8,67 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 

CONH), 7,96 (dd, J1 = 3,6 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H, Py2-H), 7,62 (dd, 

J1 = 2,6 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H, Py2-H), 5,09 (t, J = 5,9 Hz, 1H, OH), 

4,52 (dt, J1 = 7,4 Hz, J2 = 5,5 Hz, 1H, CH), 3,77 (dd, J1 = 5,7 Hz, 

J2 = 5,9 Hz 2H, CH2) 3,66 (s, 3H, CH3) 
13C NMR 

(100 MHz, ) 

δ (ppm) = 171,33, 159,90, 136,82, 126,72, 123,35, 106,69, 61,43, 

55,56, 52,44 

MS – ESI 

 

HRMS 

m/z (%): 194,0 (45), 238,0 ([M-H2O]-, 55), 256,0 ([M-H]-, 100) 

Izračunano za C9H10N3O6 [M-H]- (m/z): 256,0570 

Izmerjena vrednost (m/z): 256,0574 

IR (KBr) �̅� [cm-1]: 3425, 3303, 3138, 2983, 2930, 2887, 1738, 1643, 1581, 

1547, 1494, 1478, 1460, 1439, 1410, 1384, 1343, 1294, 1259, 

1230, 1134, 1091 

HPLC tR = 2,35 min (91,5 % pri 220 nm, 92,2 % pri 254 nm) 

Optična sučnost [α]576nm
20 = + 21,6 (c = 0,141 g/100 mL, MeOH) 

metil 2-[(4-amino-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-3-hidroksipropionata (35) 

TLC Rf 0,2 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 
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4.2.4 Sinteza metil 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino)-1H-pirol-2-

karboksilata (36) 

Surovi produkt 26 (predpostavimo 2,01 mmol, 1 ekv.) in spojino 32 (595 mg, 2,21 mmol, 

1,1 ekv.) smo raztopili v mešanici topil DMF (10 mL) in DKM (5 mL) ter prepihali z 

argonom. Raztopino smo ohladili na ledeni kopeli, dodali NMM (875 µL, 8,04 mmol, 4 

ekv.), EDC (770 mg, 4,02 mmol, 2 ekv.) in HOBT (272 mg, 2,01 mmol, 1 ekv) ter mešali 

v argonovi atmosferi najprej eno uro na ledu, nato pa še čez noč pri sobni temperaturi. 

Topilo smo uparili pod znižanim tlakom, dodali EtOAc (40 mL) in sprali z 1 M HCl (2 × 

20 mL), pri čemer je bilo potrebno odnučati oborino na medfazi. Matičnico smo nato sprali 

še z nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (2 × 20 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (2 

× 20 mL), posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali, filtrat uparili pod znižanim tlakom do 

suhega zaostanka ter produkt prekristalizirali iz EtOAc. 

4.2.5 Sinteza 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino)-1H-pirol-2-karboksilne 

kisline (37) 

Spojino 36 (188 mg, 0,480 mmol) smo raztopili v THF (5 ml) in dodali 0,5 M vodno 

raztopino LiOH (5,00 ml, 5,2 ekv.). Po enem dnevu mešanja na sobni temperaturi reakcija 

ni potekla zadovoljivo, zato smo dodali LiOH (20 mg, 0,82 mmol, 1,7 ekv.) in mešali še en 

metil 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino)-1H-pirol-2-karboksilata (36) 

Izgled   svetlo rjavi kristali 

Izkoristek  23 % (ob predpostavki 100%  izkoristka sinteze spojine 26) 

TLC Rf 0,35 (MF: Hex/EtOAc = 1/1 + 1% ocetne kisline) 

Ttal 294 – 296 °C 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 12,85 (bs, 1H, Py1-NH), 11,77 (bs, 1H, Py2-NH), 10,00 

(s, 1H, CONH-Py2), 7,31 (dd, J1 =3,0 Hz, J2 = 1,7 Hz, 1H, Py2-H), 

7,07 (d, J =2,7, 1H, Py1-H), 6,88 (dd, J1 =2,7 Hz, J2 = 1,7 Hz 1H, 

Py2-H), 3,77 (s, 3H, CH3) 
13C NMR 

(100 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 160,70, 156,09, 127,95, 124,15, 119,13, 114,13, 

112,80, 106,20, 105,22, 97,97, 51,15 

MS – ESI 

 

HRMS 

m/z (%): 387,9 ([M-H]-, 50), 389,9 ([(M-H)+2]-, 100), 391,9 

([(M-H)+4]-, 50) 

Izračunano za C11H8N3O3Br2 [M-H]- (m/z): 387,8932 

Izmerjena vrednost (m/z): 387,8940 

IR (ATR) �̅� [cm-1]: 3419, 3362, 3211, 1690, 1647, 1568, 1538, 1476, 1436, 

1404, 1344, 1310, 1285, 1321, 1189, 1117, 1103, 983, 967, 938, 

796, 754, 737, 653, 613 

HPLC tR = 8,43 min (91,4 % pri 220 nm, 92,0 % pri 254 nm) 
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dan. Po končani reakciji smo v reakcijsko zmes dodali 1 M NaOH (20 mL), sprali z EtOAc 

(2 × 10 mL), nakisali s koncentrirano HCl do pH 2 ter dodali EtOAc (20 mL). Produkt, ki 

se je oboril na medfazi, smo nato odnučali in posušili. 

4.2.6 Sinteza metil 2-({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1H-pirol-2-

il}karbonilamino)-3-hidroksipropionata (38) 

Sintezna pot I: Spojino 38 smo neuspešno poskusili sintetizirati iz spojine 35 (1 ekv.) in 

spojine 32 (1,1 ekv.) v argonovi atmosferi pod različnimi reakcijskimi pogoji, ki so 

prikazani v preglednici II. Poskuse izolacije smo izvedli po sledečem postopku: topilo smo 

uparili pod znižanim tlakom, dodali EtOAc (50 mL), sprali z 1 M HCl (2 × 20mL) in 

nasičeno vodno raztopino NaCl (2 × 20mL), posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in 

filtrat uparili pod znižanim tlakom do suhega zaostanka. Sledilo je čiščenje s kolonsko 

kromatografijo (MF: Hex/EtOAc =1/1 z 1 % ocetne kisline, gradientno proti EtOAc z 1 % 

ocetne kisline). Spojine 38 nam ni uspelo identificirati, zato smo sintezno pot I opustili. 

Preglednica II: Reakcijski pogoji neuspešnih poskusov sinteze spojine 38. 

baza topilo sklopitveni 

reagent 

katalizator temperatura in 

čas 

Et3N (2,5 ekv.) DMF TBTU (2,5 ekv.) DMAP (0,1 ekv.) sobna T, 48 h 

Et3N (1,5 ekv.) DMF TBTU (3 ekv.) DMAP (0,1 ekv.) sobna T, 96 h 

70 °C, 48 h 

4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino)-1H-pirol-2-karboksilne kisline (37) 

Izgled   rumeni kristali 

Izkoristek  93 % 

TLC Rf 0,23 (MF: Hex/EtOAc = 1/1 + 1% ocetne kisline) 

Ttal 215 – 219 °C  
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 12,84 (bs, 1H, Py1-NH), 12,33 (bs, 1H, COOH), 11,57 

(bs, 1H, Py2-NH), 9,98 (s, 1H, CONH-Py2), 7,27 (dd, J1 =3,1 Hz, 

J2 = 1,7 Hz, 1H, Py2-H), 7,07 (s, 1H, Py1-H), 6,78 (dd, J1 =2,8 Hz, 

J2 = 1,7 Hz, 1H, Py2-H) 
13C NMR 

(100 MHz, MeOD) 

δ (ppm) = 162,84, 157,40, 127,59, 123,77, 120,40, 114,48, 

112,95, 106,86, 104,93, 98, 71 

MS – ESI 

 

HRMS 

m/z (%): 373,9 ([M-H]-, 60), 375,9 ([(M-H)+2]-, 100), 377,9 

([(M-H)+4]-, 60) 

Izračunano za C10H6N3O3Br2 [M-H]- (m/z): 373,8776 

Izmerjena vrednost (m/z): 373,8772 

IR �̅� [cm-1]: 3340, 3262, 3135, 1692, 1618, 1592, 1489, 1438, 1413, 

1346, 1327, 1297, 1231, 1207, 1115, 986, 822, 777, 762, 748 

HPLC tR = 6,64 min (99,2 % pri 220 nm, 98,8 % pri 254 nm) 
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NMM (3 ekv.) DMF EDC (2,5 ekv.) DMAP (1 ekv.) sobna T, 120 h 

NMM (1 ekv.) DKM/DMF 

(1/1) 

TBTU (1,5 ekv.) DMAP (1 ekv.) sobna T, 24 h 

40 °C, 24 h 

 

Sintezna pot 2: Spojini 37 (53 mg, 0,141 mmol, 1 ekv.) in 33 (24 mg, 0,155 mmol, 1,1, 

ekv.) smo raztopili v DMF (10 mL) in dodali NMM (107 µL, 0,984 mmol, 7 ekv.). Zmes 

smo ohladili na ledeni kopeli, dodali EDC (54 mg, 0,281 mmol, 2 ekv.) in HOBT (19 mg, 

0,141 mmol, 1 ekv.) ter najprej mešali eno uro na ledu nato pa še čez noč na sobni 

temperaturi. DMF smo odstranili pod znižanim tlakom, dodali EtOAc (10 mL) in sprali z 1 

M HCl (2 × 10 mL) ter nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (2 × 10 mL). Organsko fazo 

smo sprali z nasičeno vodno raztopino NaCl (2 × 10 mL), posušili nad brezvodnim 

Na2SO4, filtrirali in filtrat uparili pod znižanim tlakom do suhega zaostanka. Produkt smo 

nato očistili s kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 1/1, gradientno proti EtOAc). 

4.2.7 Sinteza 2-({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1H-pirol-2-

il}karbonilamino)-3-hidroksipropionske kisline (21) 

Spojino 21 smo pripravili po splošnem postopku hidrolize metilnega estra do karboksilne 

kisline. Spojino 38 (18 mg, 0,038 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v THF (1,5 mL), dodali 1 M 

2-({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1H-pirol-2-il}karbonilamino)-3-

hidroksipropionat (38) 

Izgled   bledo rumeni kristali 

Izkoristek  56 % 

TLC Rf 0,27 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 

Ttal 198 – 203 °C 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 12,80 (bs, 1H, Py1-NH), 11,35 (bs, 1H, Py2-NH), 9,95 

(s, 1H, Py1-CONH), 8,20 (d, J =7,8 Hz, 1H, Py2- CONH), 7,18 

(dd, J1 =3,0 Hz, J2 =1,6 Hz, 1H, Py2-H), 7,10 (d, J =2,6 Hz, 1H, 

Py1-H), 6,96 (dd, J1 =2,6 Hz, J2 =1,6 Hz, 1H, Py2-H), 5,07 (t, J = 

6,1 Hz, 1H, OH), 4.51 (dm, J1=7,6 Hz, J2 = 5.3 Hz, 1H, CH), 3,77 

(m, J = 6.0 Hz, 2H, CH2), 3,65 (s, 3H, CH3) 
13C NMR 

(100 MHz, MeOD) 

δ (ppm) = 171,21, 161,83, 157,49, 127,62, 123,56, 122,77, 

113,39, 112,87, 104,91, 103,47, 98,67, 61,64, 54,80, 51,47 

MS – ESI 

 

HRMS 

m/z (%): 474,9 ([M-H]-, 45), 476,9 ([(M-H)+2]-, 100), 478,9 

([(M-H)+4]-, 55) 

Izračunano za C14H13Br2N4O5 [M-H]- (m/z): 474,9253 

Izmerjena vrednost (m/z): 474,9239 

IR (KBr) �̅� [cm-1]: 3427, 3384, 3241, 2952, 1739, 1672, 1643, 1586, 1510, 

1479, 1416, 1313, 1203, 1131, 1075, 973, 822 

HPLC tR = 6,00 min (97,0% pri 220 nm, 95,0 % pri 254 nm) 

Specifična sučnost [α]D
20 = + 9,46 (c = 0,262 g/100 mL, MeOH) 
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vodno raztopino LiOH (1,5 mL, 1,52 mmol, 4 ekv.) in mešali na sobni temperaturi 1 dan. 

Po končani reakciji smo dodali v reakcijsko zmes 1 M NaOH (10 mL), sprali z EtOAc (2 × 

10 mL), nakisali s koncentrirano HCl do pH 2 in odnučali izpadli produkt. 

4.3 Sinteza glicinskega derivata 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1H-

pirol-2-karboksamida: spojina 39  

 

Spojino 37 (95 mg, 0,252 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v DMF in dodali metilni ester 

glicina (35 mg, 0,277 mmol, 1,1 ekv.) ter NMM (0,11 mL, 1,008 mmol, 4 ekv.). Zmes smo 

ohladili na 0 °C, dodali TBTU (89 mg, 0,277 mmol, 1,1 ekv.) in mešali čez noč na sobni 

temperaturi. Naslednji dan je TLC razkrival nezreagirane ostanke spojine 37, zato smo 

dodali še metilni ester glicina (10 mg, 0,080 mmol, 0,32 ekv.) in TBTU (20 mg, 0,062 

mmol, 0,25 ekv.) ter mešali še en dan. Ker reakcija še vedno ni zadovoljivo potekla, smo 

dodali še metilni ester glicina (32 mg, 0,252 mmol, 1,0 ekv.), EDC (48 mg, 0,26 mmol, 1,0 

ekv.) in NMM (0,11 mL, 1,008 mmol, 4 ekv.) ter mešali še en dan na sobni temperaturi. 

2-({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1H-pirol-2-il}karbonilamino)-3-

hidroksipropionska kislina (21) 

Izgled   rjavi kristali 

Izkoristek  85 % 

Ttal > 300 °C 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 12,80 (bs, 1H, Py1-NH), 12,65 (bs, 1H, COOH), 11,35 

(bs, 1H, Py2-NH), 9,95 (s, 1H, Py1-CONH), 8,03 (d, J =8,0 Hz, 

1H, Py2- CONH), 7,18 (dd, J1 =3,0 Hz, J2 =1,5 Hz, 1H, Py2-H), 

7,10 (d, J =2,7 Hz, 1H, Py1-H), 6,94 (dd, J1 =2,6 Hz, J2 =1,4 Hz, 

1H, Py2-H), 5,01 (t, J = 6,0 Hz, 1H, OH), 4.44 (m, 1H, CH), 3,75 

(m, 2H, CH2) 
MS – ESI 

 

HRMS 

m/z (%): 460,9 ([M-H]-, 50), 462,9 ([(M-H)+2]-, 100), 464,9 

([(M-H)+4]-, 50) 

Izračunano za C13H11Br2N4O5 [M-H]- (m/z): 460,9096 

Izmerjena vrednost (m/z): 460,9101 

IR (KBr) �̅� [cm-1]: 3337, 2948, 2360, 1721, 1633, 1584, 1539, 1414, 1319, 

1201, 1077, 999, 972, 817 

HPLC tR = 4,88 min (97,5 % pri 220 nm, 96,7 % pri 254 nm) 
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DMF smo uparili pod znižanim tlakom, dodali 1 M HCl (10 mL) in produkt ekstrahirali v 

EtOAc (2 × 10 mL). Združeni organski fazi smo sprali z nasičeno vodno raztopino 

NaHCO3 (2 × 10 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (2 × 10 mL), posušili nad 

brezvodnim Na2SO4, filtrirali in filtrat skoncentrirali pod znižanim tlakom. Produkt smo 

nato prekristalizirali iz EtOAc. 

4.4 Sinteza glicinskih derivatov 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-

metil-1H-pirol-2-karboksamida: spojini 42 in 43 

(a) NMM, EDC, HOBT, DMAP, DKM, Ar, 0 °C, 1 h → sobna T, 72h; (b) 1 M vodna 

raztopina LiOH, THF, sobna T, 72 h (c) NMM, EDC, HOBT, DMF, Ar, 0 °C, 1 h → sobna 

T, 24 h; (d) 1 M vodna raztopina LiOH, THF, sobna T, 24 h. 

metil ({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1H-pirol-2-

il}karbonilamino)acetat (39) 

Izgled   svetlo rjavi kristali 

Izkoristek  53 % 

TLC Rf 0,48 (MF: EtOAc) 

Ttal > 300 °C 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 12,88 (bs, 1H, Py1-NH), 11,30 (bs, 1H, Py2-NH), 9,98 

(s, 1H, Py1-CONH), 8,56 (t, J = 5,7 Hz, 1H, Py2-CONH), 7,21 

(dd, J1 = 2,9 Hz, J2 = 1,5 Hz ,1H, Py2-H), 7,11 (s, 1H, Py1-H), 

6,88 (dd, J1 = 2,7 Hz, J2 = 1,5 Hz, 1H, Py2-H), 3,95 (d, J = 6,2 

Hz, 2H, CH2), 3,66 (s, 3H, CH3) 
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4.4.1 Sinteza metil 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-

karboksilata (40) 

Spojini 32 (296 mg, 1,10 mmol, 1,1 ekv.) in 28 (154 mg, 1,0 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v 

DKM (10 mL), prepihali z argonom in dodali NMM (326 µL, 3,0 mmol, 3 ekv.). Zmes 

smo ohladili na ledeni kopeli, dodali EDC (249 mg, 1,30 mmol, 1,3 ekv.), HOBT (27 mg, 

0,20 mmol, 0,2 ekv.) in DMAP (24 mg, 0,20 mmol, 0,2 ekv.) ter mešali v argonovi 

atmosferi najprej eno uro na ledu, nato pa še tri dni na sobni temperaturi. Ker reakcija ni 

zadovoljivo potekla, smo dodali še DMF (10 mL) in mešali pri 45 °C čez noč. DMF smo 

uparili pod znižanim tlakom, dodali EtOAc (50 mL) in sprali z 1 M HCl (2 × 20 mL) ter 

nasičeno vodno raztopino NaHCO3 (2 × 20 mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno 

vodno raztopino NaCl (2 × 20 mL), posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in filtrat 

uparili pod znižanim tlakom. Produkt smo nato prekristalizirali iz EtOAc. 

metil 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-karboksilat 

(40) 

Izgled   svetlo rjavi kristali 

Izkoristek  36 % 

TLC Rf 0,53 (MF: Hex/EtOAc = 1/1 + 1% ocetne kisline) 

Ttal 262 – 264 °C  
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 12,83 (bs, 1H, Py1-NH), 9,99 (bs, 1H, Py1-CONH), 

7,41 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Py2-H), 7,07 (d, J = 2,2 Hz 1H, Py1-H), 

6,88 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Py2-H), 3,86 (s, 3H, NCH3 ali COOCH3), 

3,75 (s, 3H, NCH3 ali COOCH3) 
13C NMR 

(100 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 160,70, 156,03, 127,85, 122,23, 120,65, 118,81, 

112,89, 108,15, 105,24, 97,98, 51,01, 36,27 

MS – ESI 

 

HRMS 

m/z (%): 401,9 ([M-H]-, 50), 403,9 ([(M-H)+2]-, 100), 405,9 

([(M-H)+4]-, 50) 

Izračunano za C12H10Br2N3O3 [M-H]- (m/z): 401,9089 

Izmerjena vrednost (m/z): 401,9091 

IR (KBr) �̅� [cm-1] = 3365, 3146, 3125, 2952, 2855, 1689, 1650, 1576, 

1543, 1482, 1447, 1414, 1354, 1321, 1267, 1239, 1224, 1192, 

1147, 1126, 1096, 1057, 1012, 973, 871, 814, 792, 746 

HPLC tR = 10,15 min (99,0 % pri 220 nm, 98,5 % pri 254 nm) 

Elementna analiza Izračunano za C12H11Br2N3O3 : % C = 35,58, % H = 2,74 % N = 

10,37 

Izmerjena vrednost : % C = 35,62, % H = 2,79, % N = 10,25 
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4.4.2 Sinteza 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-

karboksilne kisline (41) 

Spojino 41 smo pripravili po splošnem postopku hidrolize metilnega estra do karboksilne 

kisline, ki je opisan poglavju 4.2.7 Sinteza 2-({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-

il)karbonilamino]-1H-pirol-2-il}karbonilamino)-3-hidroksipropionske kisline (21). Pri tem 

smo izhajali iz spojine 40 (115 mg, 0,284 mmol, 1 ekv.). 

4.4.3 Sinteza metil ({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-

il}karbonilamino)etanoat (42) 

Spojini 41 (100 mg, 0,256 mmol, 1ekv.) in metilni ester glicina (35,3 mg, 0,281 mmol, 1,1 

ekv.) smo raztopili v DMF (10 mL), prepihali z argonom, dodali NMM (111 µL, 1,024 

mmol, 4 ekv.) in ohladili na ledeni kopeli. Nato smo dodali EDC (98 mg, 0,414 mmol, 2 

ekv.) in HOBT (35 mg, 0,256 mmol, 1 ekv.) ter mešali v argonovi atmosferi najprej eno 

uro na ledu, nato pa še čez noč na sobni temperaturi. DMF smo uparili pod znižanim 

tlakom, dodali EtOAc (10 mL) in sprali z 1 M HCl (2 × 10 mL) ter nasičeno vodno 

raztopino NaHCO3 (2 × 10 mL). Organsko fazo smo sprali z nasičeno vodno raztopino 

NaCl (2 × 10 mL), posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali in filtrat uparili pod znižanim 

4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-karboksilna 

kislina (41) 

Izgled   rumeno-rjavi kristali 

Izkoristek  95 % 

TLC Rf 0,50 (MF: DKM/MeOH = 7/1+ 1% ocetne kisline) 

Ttal 186 – 190 °C 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 10,15 (bs, 1H, Py1-CONH-), 7,24 (d, J = 2,0 Hz, 1H, 

Py2-H), 6,98 (s, 1H, Py1-H), 6,74 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Py2-H), 3,84 

(s, 3H, NCH3) 

Py1-NH in COOH sta izmenljiva 
13C NMR 

(100 MHz, ) 

δ (ppm) = 172,36, 163,45, 156,78, 129,19, 122,70, 122,00, 

118,30, 113,11, 107,14, 106,03, 96,90, 36,05, 21,50 

MS – ESI 

 

 

HRMS 

m/z (%): 343,9 ([M-COOH]-, 35), 345,9 ([(M-COOH)+2]-, 65), 

347,9 ([(M-COOH)+4]-, 35) 387,9 ([M-H]-, 50), 389,9 ([(M-

H)+2]-, 100), 391,9 ([(M-H)+4]-, 50) 

Izračunano za C11H8Br2N3O3 [M-H]- (m/z): 387,8932 

Izmerjena vrednost (m/z): 387,8940 

IR (KBr) �̅� [cm-1] = 3423, 3176, 2989, 2659, 1697, 1625, 1595, 1464, 

1423, 1329, 1292, 1194, 1145, 1112, 1062, 1010, 991, 974, 830, 

808, 783 

HPLC tR = 7,77 min (98,7 % pri 220 nm, 98,0 % pri 254 nm) 
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tlakom. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 1/1, gradientno 

proti EtOAc). 

4.4.4 Sinteza ({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-

il}karbonilamino)etanojska kislina (43) 

Spojino 43 smo pripravili s splošnim postopkom hidrolize metilnega estra do karboksilne 

kisline, ki je opisan v poglavju 4.2.7 Sinteza 2-({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-

il)karbonilamino]-1H-pirol-2-il}karbonilamino)-3-hidroksipropionske kisline (21). Pri tem 

smo izhajali iz spojine 42 (50 mg, 0,108 mmol, 1 ekv.). 

metil ({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-

il}karbonilamino)etanoat (42) 

Izgled   rumeni kristali 

Izkoristek  53 % 

TLC Rf 0,56 (MF: Hex/EtOAc = 7/1) 

Ttal 190 – 195 °C 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 12,79 (bs, 1H, Py1-NH), 9,99 (s, 1H, Py1-CONH-), 8,50 

(t, J = 5,9 Hz, 1H, Py2-CONH-),  

7,25 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Py2-H), 7,11 (d, J = 2,2 Hz, 1H, Py1-H), 

6,87 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Py2-H), 3,92 (d, J = 5,9 Hz, 2H, CH2), 

3,82 (s, 3H, N-CH3) 3,66 (s, 3H, COOCH3) 
13C NMR 

(100 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 170,70, 161,37, 155,99, 127,91, 122,26, 121,60, 

118,61, 112,80, 104,99, 104,41, 98,01, 51,49, 40,58, 36,04 

MS – ESI 

 

HRMS 

m/z (%): 458,9 ([M-H]-, 35), 460,9 ([(M-H)+2]-, 100), 462,9 

([(M-H)+4]-, 50) 

Izračunano za C14H13Br2N4O4 [M-H]- (m/z): 458,9304 

Izmerjena vrednost (m/z): 458,9299 

IR (KBr) �̅� [cm-1] = 3417, 3323, 3221, 3125, 2953, 1743, 1646, 1619, 1574, 

1549, 1464, 1437, 1408, 1365, 1313, 1289, 1219, 1194, 1160, 

1143, 973, 802, 782, 750 

({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-

il}karbonilamino)etanojska kislina (43) 

Izgled   svetlo rumeni kristali 

Izkoristek  86 % 

Ttal 167 – 170 °C 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 12,79 (bs, 1H, Py1-NH), 9,97 (s, 1H, Py1-CONH-), 8,38 

(t, J = 6,0 Hz, 1H, Py2-CONH-), 7,25 (d, 1H, J = 1,9 Hz, Py2-H), 

7,11 (s, 1H, Py1-H), 6,85 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Py2-H), 3,83 (s, 2H, 

CH2), 3,82 (s, 3H, N-CH3) 
13C NMR 

(100 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 171,60, 161,31, 155,98, 128,05, 122,46, 121,49, 

118,37, 112,63, 104,98, 104,32, 97,87,40,58, 36,21 

MS – ESI m/z (%): 444,9 ([M-H]-, 45), 446,9 ([(M-H)+2]-, 100), 448,9 
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4.5 Poskus sinteze serinskih derivatov 5-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-

il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-karboksamida: spojini 45 in 46 

 

(a) NMM, EDC, HOBT, DMF/DKM (2/1), Ar, 0 °C, 1 h → sobna temperatura, 24 h. 

4.5.1 Sinteza metil 5-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1H-pirol-2-

karboksilata (44) 

Surovi produkt 30 (predpostavimo 2,44 mmol, 1 ekv.) in spojino 32 (722 mg, 2,69 mmol, 

1,1 ekv.) smo raztopili v mešanici topil DMF (10 mL) in DKM (5 mL) ter prepihali z 

argonom. Raztopino smo ohladili na ledeni kopeli, dodali NMM ( 1,06 mL, 9,76 mmol, 4 

ekv.), EDC (936 mg, 4,88 mmol, 2 ekv.) in HOBT (330 mg, 2,44 mmol, 1 ekv) ter mešali 

najprej v argonovi atmosferi eno uro na ledu, nato pa čez noč pri sobni temperaturi. Topili 

smo uparili pod znižanim tlakom, dodali EtOAc (40 mL) in sprali z 1 M HCl (2 × 20 mL), 

pri čemer smo odnučali oborino na medfazi. Matičnico smo nato sprali še z nasičeno 

vodno raztopino NaHCO3 (2 × 20 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (2 × 20 mL), 

posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali, filtrat uparili pod znižanim tlakom in produkt 

prekristalizirali iz EtOAc. 

 

HRMS 

([(M-H)+4]-, 50) 

Izračunano za C13H11Br2N4O4 [M-H]- (m/z): 444,9147 

Izmerjena vrednost (m/z): 444,9141 

HPLC tR = 6,41 min (97,4 % pri 220 nm, 96,3 % pri 254 nm) 

Elementna analiza Izračunano za C13H12Br2N4O4 : % C = 34,85, % H = 2,70, % N = 

12,50 

Izmerjena vrednost: % C = 34,11, % H = 2,92, % N = 11,93 
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4.5.2 Poskus sinteza 5-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1H-pirol-2-

karboksilne kisline (45) 

Spojino 44 (120 mg, 0,307 mmol) smo raztopili v THF (5 ml) in dodali 0,5 M vodno 

raztopino LiOH (5 ml, 2,45 mmol, 8 ekv.). Po enem dnevu mešanja na sobni temperaturi 

reakcija ni potekla zadovoljivo, zato smo dodali LiOH (20 mg, 0,818 mmol, 2,7 ekv.) in 

mešali še en dan. Po končani reakciji smo dodali v reakcijsko zmes 1 M NaOH (20 mL), 

sprali z EtOAc (2 × 10mL), nakisali s koncentrirano HCl do pH 2 in ekstrahirali v EtOAC, 

pri čemer je bilo potrebno odfiltrirati oborino na medfazi. Želenega produkta nam ni uspelo 

identificirati v končni zmesi.  

metil 5-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1H-pirol-2-karboksilata (44) 

Izgled   rjavi kristali 

Izkoristek  16 % (ob predpostavki 100 % izkoristka sinteze spojine 30) 

TLC Rf 0,38 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 

Ttal 268 – 274 °C 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 13,05 (bs, 1H, Py1-NH), 11,13 (bs, 1H, Py2-NH), 10,56 

(bs, 1H, CONH), 7,09 (s, 1H, Py1-H), 6,80 (dd, J1 = 3,7 Hz, J2 = 

2,9 Hz, 1H, Py2-H), 6,02 (dd, J1 = 3,7 Hz, J2 = 2,5 Hz, 1H, Py2-

H), 3,76 (s, 3H, CH3) 
13C NMR 

(100 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 160,33, 156,65, 133,06, 126,91, 115,70, 115,53, 

113,92, 106,84, 98,57, 98,41, 51,01 

MS – ESI 

 

HRMS 

m/z (%): 387,9 ([M-H]-, 50), 389,9 ([(M-H)+2]-, 100), 391,9 

([(M-H)+4]-, 50) 

Izračunano za C11H8Br2N3O3 [M-H]- (m/z): 387,8932 

Izmerjena vrednost (m/z): 387,8941 

IR �̅� [cm-1] = 3404, 3127, 2953, 1689, 1649, 1596, 1552, 1502, 

1423, 1385, 1317, 1240, 1185, 1126, 1041, 984, 929, 865, 818, 

776, 744, 621 

HPLC tR = 10,0 min (92,4 % pri 220 nm, 93,5 % pri 254 nm) 
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4.6  Poskus sinteze 2-aminobenzoatnih derivatov 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)-

karbonilamino]-1H-pirol-2-karboksamida: spojini 50 in 51 

 

(a) SOCl2, MeOH, 0 °C, 1 h → sobna temperatura, 24 h. 

4.6.1 Sinteza metil 2-aminobenzoata (48) 

2-aminobenzojsko kislino (2,000 g, 14,58 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v MeOH (80 mL), 

ohladili na ledeni kopeli in dodali SOCl2 (1,59 mL, 21,88 mmol, 1,5 ekv.) ter mešali 

najprej eno uro na ledeni kopeli, nato pa še čez noč na sobni temperaturi. Zaradi slabega 

poteka reakcije smo naslednji dan dodali reakcijski zmesi še SOCl2 (1,06 mL, 14,58 mmol, 

1 ekv.) in mešali pri 80 °C še en dan. Ker to še vedno ni zadostovalo, smo dodali še SOCl2 

(10,60 mL, 145,8 mmol, 10 ekv.) in mešali pri 80 °C še tri dni. Topilo smo nato uparili pod 

znižanim tlakom do suhega zaostanka in produkt prekristalizirali iz dietiletra. Reakcijo 

smo izvedli po prilagojenem literaturnem postopku (48). 
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4.6.2 Poskus sinteze metil 2-[(4-nitro-1H-pirol-2-il)karbonilamino]benzoata (49) 

Spojino 49 smo neuspešno poskusili sintetizirati iz spojin 24 (1 ekv.) in 48 (1 ekv.) v 

brezvodnem THF v argonovi atmosferi pod različnimi reakcijskimi pogoji, ki so prikazani 

v preglednici III. Poskus izolacije smo izvedli z dodatkom EtOAc (40 mL) v reakcijsko 

zmes, ki smo jo nato sprali z 2 M raztopino HCl (2 × 15 mL), nasičeno vodno raztopino 

NaHCO3 (2 × 15 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (2 × 15 mL) ter jo posušili z 

brezvodnim Na2SO4. Spojino smo poskusili tako prekristalizirali it EtOAc kot očistili s 

kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc = 4/1, gradientno proti Hex/EtOAc = 1/1), a 

nam želenega produkta ni uspelo identificirati, zato smo sintezo 2-aminobenzojskih 

derivatov opustili. 

Preglednica III: Reakcijski pogoji neuspešnih poskusov sinteze spojine 49. 

baza sklopitveni reagent katalizator temperatura in čas 

DIEA (2 ekv.) TBTU (1,3 ekv.) / 0 °C, 1 h → sobna T, 24 h 

70 °C, 24 h 

Et3N (2 ekv.) EDC (1,1 ekv.) DMAP (1 ekv.) mikrovalovni reaktor:  

20 min, 120 °C, 50 W, 

20 min, 150 °C, 100 W, 

60 min, 170 °C, 150 W 

metil 2-aminobenzoat (48) 

Izgled   bledo rumeni kristali 

Izkoristek  95 % 

TLC Rf 0,24 (MF: DKM/MeOH = 7/1) 
1H NMR 

(400 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 7,72 (ddd, J1= 8,0 Hz, J2 = 3,5 Hz, J3 = 1,8 Hz, 1H, 

Ar-H), 7,28 (ddd, J1= 8,3 Hz, J2 = 7,1 Hz, J3 = 3,6 Hz, 1H, Ar-

H), 6,83 (ddd,  J1= 8,4 Hz, J2 = 3,5 Hz, J3 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 

6,59 (ddd, J1= 7,9 Hz, J2 = 7,0 Hz, J3 = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 5,65 

(bs, 2H, NH2), 3,79 (s, 3H, CH3) 
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4.7 Poskus sinteze 3-aminobenzoatnih derivatov 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)-

karbonilamino]-1H-pirol-2-karboksamida: spojin 53 in 22 

 

(a) NMM, EDC, DMAP, EtOAc, Ar, 0 °C, 1 h → 50 °C, 48 h; (b) H2, Pd/C, DMF/MeOH 

(1/1), sobna T, 24 h. 

4.7.1 Sinteza metil 3-[(4-nitro-1H-pirol-2-il)-karbonilamino]benzoata (52) 

Spojino 52 smo sintetizirali pod različnimi reakcijskimi pogoji, ki so prikazani v 

preglednici IV, pri čemer smo izhajali iz spojine 24 (1,2 ekv.) in metil 3-aminobenzoata (1 

ekv.). Najuspešnejši je bil sledeči postopek: spojino 24 (400 mg, 2,56 mmol, 1,2 ekv.) smo 

raztopili v EtOAc (40 mL), dodali metil 3-aminobenzoat (323 mg, 2,14 mmol, 1 ekv.) in 

NMM (1,12 mL, 10,26 mmol, 4,8 ekv.). Bučko smo prepihali z argonom, dodali še EDC 

(983 mg, 5,13 mmol, 2,4 ekv.) in DMAP (313 mg, 2,56 mmol, 1,2 ekv.) ter mešali 

reakcijsko zmes čez noč pri 50 °C v argonovimi atmosferi. Naslednji dan smo dodali še 

EDC (490 mg, 2,56 mmol, 1,2 ekv.) in mešali še en dan pri 50 °C, saj reakcija ni potekla v 

celoti. V reakcijsko zmes smo dodali 2 M HCl (40 mL) in odnučali ter posušili produkt, ki 

se je oboril na medfazi. 
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Preglednica IV: Reakcijski pogoji sinteze spojine 52. 

baza sklopitveni 

reagent 

katali-

zator 

topilo temperatura in čas izkori-

stek 

DIEA 

(2,4 ekv.) 

TBTU (1,6 ekv.) / DKM 0 °C, 1 h → sobna T, 24 h 

→ 50 °C, 24 h 

ni 

poteklo 

DIEA 

(2 ekv.) 

TBTU (1 ekv.) / EtOAc sobna T, 24 h 21 % 

DIEA 

(2,4 ekv.) 

TBTU (1,6 ekv.) / THF 0 °C, 1 h → sobna T, 24 h 

→ 80 °C, 24 h 

25 % 

DIEA 

(2,4 ekv.) 

TBTU (1,6 ekv.) / EtOAc 0 °C, 1 h → sobna T, 24 h 

→ 80 °C, 24 h 

25 % 

NMM 

(4 ekv.) 

EDC (2 ekv.) DMAP 

(1 ekv.) 

EtOAc 0 °C, 1 h → 50 °C, 48 h 46 % 

 

4.7.2 Sinteza metil 3-[(4-amino-1H-pirol-2-il)-karbonilamino]benzoata (53) 

Spojino 52 ( 100 mg, 0,35 mmol) smo raztopili v DMF (20 mL) in MeOH (10 mL) ter 

raztopino prepihali z argonom. Dodali smo 10 % paladij na ogljiku in raztopino prepihali z 

vodikom ter mešali v vodikovi atmosferi na sobni temperaturi 1 dan. Paladij na ogljiku 

smo filtrirali skozi guč, matičnico uparili do suhega zaostanka in nadaljevali sintezo brez 

vmesnega čiščenja.  

metil 3-[(4-nitro-1H-pirol-2-il)-karbonilamino]benzoat (52) 

Izgled   roza kristali 

Izkoristek  46 % 

TLC Rf 0,49 (MF: DKM/MeOH = 30/1) 

Ttal 258 – 262 °C  
1H NMR 

(400 MHz, ) 

δ (ppm) = 12,99 (bs, 1H, Py-NH), 10,36 (s, 1H, CONH), 8,39 (s, 

1H, Ar-H ), 8,09 (dd, J1 = 7,2 Hz, J2 = 2,1 Hz  Ar-H), 8,06 (t, J = 

1,7 Hz, 1H, Ar-H ), 7,81 (d, J = 1,9 Hz, 1H, Ar-H), 7,70 (dd, J1 = 

7,6 Hz, J2 = 1,5 Hz, 1H, Ar-H), 7,53 (t, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 

3,89 (s, 3H, CH3) 
13C NMR 

(100 MHz, DMSO) 

δ (ppm) = 166,02, 158,00, 139,06, 136,43, 130,08, 129,30, 

126,36, 124,27, 124,20, 123,60, 120,38, 106,64, 52,25 

MS – ESI 

HRMS 

 

m/z (%): 288,0 ([M-H]-, 100) 

Izračunano za C13H10N3O5 [M-H]- (m/z): 288,0620 

Izmerjena vrednost (m/z): 288,0625 

IR (KBr) �̅� [cm-1] = 3390, 3201, 3141, 1724, 1656, 1601, 1570, 1546, 

1510, 1476, 1446, 1411, 1381, 1329, 1293, 1271, 1234, 1195, 

1180 

HPLC tR = 8,65 min (96,0% pri 220 nm, 98.2 % pri 254 nm) 
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4.7.3 Poskus sinteze metil 3-({4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamido]-1H-pirol-2-

il)}karbonilamino)benzoata (54) 

Surovi produkt 53 (1 ekv., ob predpostavki 100 % izkoristka njegove sinteze) smo raztopili 

v topilu, dodali spojino 32 (1,1 ekv.), prepihali z argonom in ohladili na ledeni kopeli. 

Reakcijski pogoji, s katerimi smo nato poskusili sintetizirati spojino 54, so prikazani v 

preglednici V, pri čemer smo reakcije izvajali v argonovi atmosferi. Sledil je poskus 

izolacije produkta: topilo smo uparili, dodali EtOAc (20 mL), sprali z 10 % citronsko 

kislino (2 × 10 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (2 × 10 mL), posušili nad 

brezvodnim Na2SO4, filtrirali in filtrat uparili pod znižanim tlakom. Sledilo je čiščenje s 

kolonsko kromatografijo (MF: Hex/EtOAc =2/1 z 1% ocetne kisline, gradientno proti 

EtOAc z 1 % ocetne kisline). Spojine 54 nam ni uspelo identificirati, zato smo sintezo 3-

aminobenzojskih derivatov opustili. 

Preglednica V: Reakcijski pogoji neuspešnih poskusov sinteze spojine 54. 

baza  sklopitveni 

reagent 

kataliza-

tor 

topilo temperatura in čas 

Et3N (1,5 ekv.) TBTU (1,5 ekv.) DMAP 

(1 ekv.) 

DMF 0 °C, 1 h → sobna T, 96 h 

70 °C, 24 h 

NMM (3 ekv.) EDC (2 ekv.) DMAP 

(1 ekv.) 

DMF 0 °C, 1 h → sobna T, 24 h 

NMM (1 ekv.) TBTU (1,5 ekv.) DMAP 

(1 ekv.) 

DKM 0 °C, 1 h → sobna T, 24 h 

4.8 Poskus sintez cikličnih oblik 4-amino-1H-pirol-2-karboksamidnega ogrodja 

4.8.1 Poskus sinteze metil 7-nitro-1-okso-1,2,3,4-tetrahidropirolo[1,2-a]pirazin-3-

karboksilata (55) 

 

metil 3-[(4-amino-1H-pirol-2-il)-karbonilamino]benzoat (53) 

TLC Rf 0,11 (DKM/MeOH = 20/1) 
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Postopek I (Mitsunobujeva reakcija): Spojino 34 (9 mg, 0,035 mmol, 1 ekv.) smo raztopili 

v THF (5 mL), prepihali z argonom, dodali Ph3P (14 mg, 0,053 mmol, 1, ekv.), ohladili na 

-10 °C in nato dodali še 94 % DIAD (10 µL, 0,053 mmol, 1,5 ekv.). Reakcijsko zmes smo 

mešali v argonovi atmosferi najprej eno uro na -10 °C in nato na sobni temperaturi čez noč. 

Naslednji dan smo dodali še Ph3P (69 mg, 0,263 mmol, 7,5 ekv.) in nato DIAD (52 µL, 

0,263 mmol, 7,5 ekv) pri -10 °C in nato mešali na sobni temperaturi čez noč. 

Postopek II: Spojino 34 (20 mg, 0,078 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v brezvodnem DKM (2 

mL), ohladili na ledeni kopeli, prepihali z argonom, dodali Et3N (16 µL, 0,117 mmol, 1,5 

ekv.) in mesil klorid (9 µL, 0,117 mmol, 1,5 ekv.) ter mešali v argonovi atmosferi najprej 

eno uro na ledeni kopeli in nato na sobni temperaturi čez noč. Topilo smo nato odparili pod 

znižanim tlakom do suhega zaostanka, dodali EtOAc (40 mL), sprali z destilirano vodo (2 

× 10 mL) in nasičeno vodno raztopino NaCl (2 × 10 mL), posušili z brezvodnim Na2SO4, 

filtrirali ter filtrat uparili pod znižanim tlakom. Surovi produkt smo raztopili v brezvodnem 

THF (5 mL), dodali kalijev terc-butoksid (15 mg, 0,156 mmol, 2 ekv.) oz. NaH (konica 

spatule) in mešali v argonovi atmosferi najprej eno uro na ledeni kopeli, nato pa na sobni 

temperaturi čez noč. 

Z nobenim od opisanih postopkov nam ni uspelo sintetizirati želenega produkta. 

4.8.2 Poskus sinteze metil 11-nitro-1-okso-2,3,4,5,7,8-heksahidro-1H-pirolo[1,2-

d][1,4,8]oksadiazecin-4-karboksilata (57) 

 

Spojino 34 (20 mg, 0,078 mmol, 1 ekv.) smo raztopili v brezvodnem THF oz. DMF, 

prepihali z argonom, ohladili na ledeni kopeli in dodali NaH (2,2 ekv.) oz. K2CO3 (2,2 

ekv). Po 10 minutnem mešanju na ledeni kopeli, smo dodali 1,2-dibromoetan (1,5 ekv.) in 

mešali v argonovi atmosferi pri 60 °C čez noč. Topilo smo uparili pod znižanim tlakom, 

dodali EtOAc (30 mL), sprali z 10 % citronsko kislino (2 × 10 mL) in nasičeno vodno 

raztopino NaCl (2 × 10 mL), posušili nad brezvodnim Na2SO4, filtrirali ter filtrat uparili 
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pod znižanim tlakom. Z nobenim opisanim postopkom nam ni uspelo sintetizirati želenega 

produkta. 

Preglednica VI: Reakcijski pogoji neuspešnih poskusov sinteze spojine 57. 

 

 

4.8.3 Poskus sinteze metil 3-(7-nitro-1-okso-3,4-dihidropirolo[1,2-a]pirazin-2(1H)-

il)benzoata (59) 

 

Želeno spojino smo poskusili sintetizirati s postopkoma, ki sta opisana pod točko 4.8.2. 

Poskus sinteze metil 11-nitro-1-okso-2,3,4,5,7,8-heksahidro-1H-pirolo[1,2-

d][1,4,8]oksadiazecin-4-karboksilata (57). Pri tem smo v obeh poskusih izhajali iz spojine 

52 (20 mg, 0,069 mmol, 1 ekv.), a nam želenega produkta ni uspelo sintetizirati. 

 

 baza  topilo temperatura in čas 

Postopek I NaH (2,2 ekv.) THF 1. 0 °C, 10 min 

2. 60 °C, 24 h 

Postopek II K2CO3 (2,2 ekv) DMF 1. 0 °C, 10 min 

2. 60 °C, 24 h 
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA 

5.1 Razprava sinteznih postopkov 

Elektrofilne substitucije na pirolu 

Pirolne derivate, potrebne za sintezo končnih spojin, smo sintetizirali z običajnimi 

postopki. Prva stopnja je obsegala nitriranje oz. bromiranje pirolnega obroča, pri čemer 

smo izhajali iz 2-triklorocetilpirola, saj ta zaradi elektron privlačne skupine na mestu 2 

zagotavlja visoko regioselektivnost elektrofilnih substitucij na mestu 4 pirola (49).  

Nitriranje pirolnega obroča smo izvedli s koncentrirano HNO3 v acetanhidridu. HNO3 smo 

dokapavali počasi v reakcijsko zmes pri -40 °C, saj le-ta reagira eksotermno z Ac2O do 

nitrirajočega reagenta AcONO2 (49). Piroli polimerizirajo v prisotnosti močnih kislin, zato 

nitriranja ne smemo izvajati z uporabo H2SO4 kot je to običajno pri nitriranju benzena (50). 

Elektron privlačna skupina na mestu 2 pirola usmerja nitriranje pretežno na mesto 4, s 

kinetičnega vidika pa je preferenčen nastanek 5-nitro derivata (51). Reakcijo smo izvedli 

po literaturnem postopku, pri katerem naj bi potekalo nitriranje med počasnim segrevanjem 

do sobne temperature pretežno na mestu 4 s približno 70 % izkoristkom (44). V našem 

primeru je razmerje med nitriranjem na mestu 4 in 5 znašalo 2 : 1, izkoristek nitriranja na 

mestu 4 pa je bil nižji (30 %) od pričakovanega, kar je splošna težava nitriranja pirolov 

zaradi njihovega razpada, najverjetneje povzročenega z oksidacijo pri reakcijskih pogojih 

(51). 

Bromiranje z 2 ekvivalenti Br2 poteče na mestu 4 in 5, saj trikloroacetilna skupina na 

mestu 2 preveč deaktivira mesto 3. Izkoristek reakcije v kloroformu je bil sicer malenkost 

nižji (40 %) kot navajajo literaturni podatki (60 %), nastal pa je tudi precejšen delež 

tribromo derivata (47). V literaturi so navedeni boljši izkoristki pri enaki reakciji z uporabo 

ocetne kisline kot topila (85 %) in pri reakciji z uporabo NaNO2 (2 ekv.) in HBr (2 ekv.) v 

DKM (93 %) (47; 52).  

Možen vzrok slabših izkoristkov nitriranja in bromiranja je starost reaktanta (uporabili smo 

nekaj mesecev star reagent) in njegova možna posledična hidroliza, kar bi mogoče lahko 

preprečili z uporabo sveže pripravljenega reagenta (53). V našem primeru se je namreč 
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nahajala izhodna spojina v reakcijskih zmeseh tudi po precej podaljšanemu reakcijskemu 

času v primerjavi z literaturnim postopkom.  

N-metiliranje pirola 

N-metiliranje spojine 26 smo izvedli v DMF z uporabo močne baze (NaH), ki je 

deprotonirala N-H skupino pirola, nastali anion pa je reagiral z alkil halidom (MeI). 

Alkiliranje pirola z alkil halidom lahko nastopi na dušiku ali ogljiku. Polarna aprotična 

topila, trdi elektrofili in večji kationi zagotavljajo elektrostatsko kontrolo reakcije in s tem 

N-alkiliranje (54). V topilih kot sta DMF in DMSO, pride do močne koordinacije s 

kovinskim ionom in tako sprostitve pirolil aniona (55). Položaj njegovega resonančnega 

hibrida, ki izvede nukleofilni napad, je odvisen od ionskega polmera kovinskega iona. 

Natrijeve in kalijeve soli naj bi tako vodile v N-alkiliranje, litijeve in magnezije pa v C-

alkiliranje (56). 

Natrijev hidrid hitro in silovito reagira z vodo, zato zahteva reakcija brezvodne pogoje, kar 

smo zagotovili z uporabo brezvodnega topila in izvajanjem reakcije v argonovi atmosferi. 

V reakcijsko zmes smo dodali tudi kvarterno amonijevo sol TBAI, ki katalizira fazni 

prenos pirolil aniona iz trdne faze v tekočo. Reakcijo smo izvedli s 65 % izkoristkom, 

boljši izkoristek pa bi lahko dosegli z uporabo večjega kationa (npr. K2CO3 ali KOH) in 

bolj trdega nukleofila (npr. metil sulfata ali metil p-toluensulfonata) (55). V literaturi je 

navedena izvedba enake reakcijo s 94 % izkoristkom z uporabo K2CO3 kot baze in acetona 

kot topila (57).  

Katalitsko hidrogeniranje 

Vse pretvorbe nitro skupin v aminske smo izvajali z uporabo H2 ob prisotnosti 10 % 

paladija, adsorbiranega na ogljik, kot katalizatorja. Hidrogeniranje poteka na površini 

kovine, zato je ta fino uprašena in dispergirana na inertni nosilec ogljik, da zagotavlja čim 

večjo površino. Po adsorpciji in cepitvi H-H vezi na površini katalizatorja se vodikovi 

atomi razporedijo in reagirajo s substratom, ki se veže na katalizator (50). Pripravljeni 

amino-pirolni derivati niso stabilni, prav tako naj bi bilo problematično njihovo čiščenje, 

zato smo ta korak izpustili (45; 46). Ob tem smo predpostavili 100 % izkoristek, saj te 

reakcije običajno potekajo kvantitativno. (50). Pred takojšnjim nadaljevanjem sinteznega 

postopka je pozornost zahtevala le čim boljša odstranitev metanola pod znižanim tlakom in 
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sušenje surovega produkta v sušilniku. V nasprotnem primeru bi metanol oviral N-

aciliranje amino skupine v naslednji stopnji sinteze, saj bi prišlo do nastanka metilnega 

estra karboksilne kisline dibromopirolnega derivata 32 namesto tvorbe amidne vezi.  

Zaščita karboksilne kisline 

Karboksilne kisline smo zaščitili v obliki metilnega estra, saj bi bile v nasprotnem primeru 

le-te podvržene nukleofilnim substitucijam. S tem smo tudi zagotovili njihovo boljšo 

topnost v organskih topilih, lažje čiščenje in izolacijo produktov ter zmanjšali kislost 

spojin. Metilni estri so odporni na katalitsko hidrogeniranje, šibko kisle pogoje in na napad 

nukleofilov (58).  

Estra 33 in 48 smo pripravili iz karboksilne kisline z uporabo SOCl2 in MeOH z odličnim 

izkoristkom po prilagojenem literaturnem postopku. Da bi se izognili potencialni 

racemizaciji serina, smo reakcijo izvajali na temperaturi od 0 °C do sobne temperature 

(48). V prvi stopnji pride do nastanka kislinskega klorida, pri čemer se sproščata plinasta 

HCl in SO2. Kislinski klorid nato reagira z MeOH in tvori metilni ester. Amino skupine 

tako pripravljenih estrov se nahajajo v obliki soli s klorovodikovo kislino, zato je bil za 

deprotonacijo amino skupine pri nadaljnjih reakcijah potreben dodatek ekvimolarne 

množine baze v reakcijsko zmes (58). 

 

Slika 11: Priprava metilnih estrov preko kislinskega klorida (50). 
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Pri pripravi nitropirolkarboksilatov 25 in 29 smo izhajali iz karboksilata, aktiviranega z 

dobro izstopajočo triklorometilno skupino. Trikloroacetilno skupino smo pretvorili v 

metilni ester z metanolom ob uporabi natrijevega metoksida kot baze in nukleofila. 

Mehanizem alkoholize trikloroacetilne skupine je analogen mehanizmu njene hidrolize, ki 

je prikazan v poglavju Hidrolize do karboksilne kisline. Alkoholiza z metanolom poteče 

hitro in z odličnim izkoristkom, s sterično bolj oviranimi alkoholi in bazami (terciarni 

amini) pa so reakcije počasnejše (59). 

Hidrolize do karboksilne kisline 

Odstranitev metilnega estra poteka z alkalno hidrolizo s hidroksidi (LiOH, KOH, NaOH), 

običajno v mešanici vode in topila, ki se meša z vodo (metanol, etanol, THF, dioksan), da 

zagotovimo topnost tako estra kot hidroksida. Navadno se hidroksid nahaja v močnem 

prebitku v koncentraciji od 0,1 M do 2 M (58; 60). Slika 12 prikazuje mehanizem hidrolize 

metilnega estra, ki se prične z nukleofilnim napadom hidroksilnega aniona na karbonilni 

ogljik estra. Nastali tetraedrični intermediat se lahko pretvori nazaj v ester ali v karboksilno 

kislino in metanolat. Sledi ireverzibilno deprotoniranje karboksilne kisline, ki pomakne 

ravnotežje v smer hidroliziranega produkta (50). Hidrolize metilnih estrov 36, 38, 40, 42 in 

44 smo izvedli z uporabo 0,5 M oz. 1 M LiOH v THF in vodi (razmerje 1 : 1). Izkoristki 

reakcij so bili odlični (višji od 90 %), le v primeru spojine 44 je bila hidroliza neuspešna. 

To je najverjetneje posledica netopnosti spojine v uporabljeni mešanici topil, zato bi bil 

potreben poskus izvedbe reakcije v drugih mešanicah topil. 

 

Slika 12: Mehanizem alkalne hidrolize metilnega estra (50). 

Hidrolizo trikloroacetilne skupine spojine 23a smo izvedli z 1 M NaOH, pri čemer poteka 

reakcija po enakem mehanizmu kot hidroliza metilnega estra. Razlika je le v dobro 

izstopajoči skupini, triklorometilnem anionu, zato namesto metanola med reakcijo nastaja 

kloroform. Karboanioni so slabo izstopajoče skupine, vendar trije klorovi atomi 

stabilizirajo negativni naboj in omogočijo substitucijo z OH skupino.  
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Tvorba amidnih vezi 

Karboksilna kislina in amino skupina pri sobni temperaturi ne reagirata spontano, saj 

nastopi eliminacija vode, potrebna za tvorbo amidne vezi, šele pri temperaturi višji od 

200 °C. Zato je za njeno sintezo potrebna aktivacija karboksilna kisline, kar običajno 

izvedemo s pretvorbo njene OH skupine v dobro izstopajočo skupino (61). Primer take 

aktivacije je že omenjena triklorometilna skupina, ki je primerna za reakcije s primarnimi 

amini. Z acilno nukleofilno substitucijo triklorometilne skupine spojine 23a z amino 

skupino metilnega estra serina (33) smo sintezirali amid 34. Pri ostalih načrtovanih tvorbah 

amidne vezi bi bil ta pristop neuspešen, saj triklorometilna skupina slabo reagira z 

aromatskimi amini, zaradi visoke reaktivnost pa tudi ni primerna za reakcije, kjer nastopa 

več nukleofilov.  

Preostale amidne vezi smo tvorili z uporabo različnih sklopitvenih reagentov, pomožnih 

nukleofilov in topil, kar pa kljub poskusom optimizacije postopka ni vedno vodilo v 

pridobitev želenega produkta. Pretežni del amidnih vezi smo sintetizirali z uporabo EDC 

sklopitvenega reagenta. Pri reakciji karbodiimidnega reagenta s karboksilno kislino se 

najprej tvori O-acilsečninski intermediat, nato sledi nukleofilni napad amino skupine na 

aktivirano karboksilno skupino in tvorba produkta – amida. Pri tem nastane tudi vodotopna 

1-dimetilaminopropil-3-etilsečnina, ki pa jo enostavno odstranimo z ekstrakcijo (slika 13) 

(61). Aktivacijo karboksilne kisline smo izvajali na ledeni kopeli, saj naj bi bila 

temperatura 4 – 25 °C najoptimalnejša. Gre namreč za eksotermno reakcijo, pri višjih 

temperaturah pa naj bi prišlo do hidrolize EDC in O-acilsečnine ter njene premestitve v N-

acilsečnino (62; 63). Aktivacija (prva reakcija) je hitra v nepolarnih topilih (DKM) in 

počasna v polarnih (DMF), medtem ko je sklopitvena reakcija (druga reakcija) hitrejša v 

polarnejših topilih, zato naj bi reakcija najbolje potekala v mešanici DKM : DMF (1 : 1) 

(64). Reakcije smo izvajali v polarnih topilih (EtOAc, DMF), ki pa upočasnijo acilacijo 

karboksilne kisline, kar poveča obseg premestitve intermediatne O-acilsečnine do 

stranskega produkta N-acilsečnine. Za zmanjšanje obsega te in drugih stranskih reakcij ter 

preprečitev racemizacije (pri serinskem derivatu) smo dodali pomožna nukleofila HOBT 

in/ali DMAP (65). Ta reagira z O-acilsečnino do intermediata, ki reagira z aminom do 

želenega amida hitreje kot pride do njene premestitve (66). V reakcijsko zmes smo dodali 

tudi bazo (NMM oz. Et3N), in sicer ekvimolarno množino za nevtralizacijo klorida amino 

skupine reagenta ter ekvimolarno množino za nevtralizacijo klorida amino skupine EDC. 
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Sterično ovirana baza poleg tega deprotonira karboksilno kislino in s tem pospeši njeno 

aktivacijo, saj je le-ta v obliki soli močnejši nukleofil (63). Reakcije smo izvajali v 

argonovi atmosferi, saj lahko voda hidrolizira O-acilsečnino.  

 

Slika 13: Mehanizem tvorbe amidne vezi ob uporabi sklopitvenega reagenta EDC (50). 

 

Slika 14: Mehanizem tvorbe peptidne vezi ob uporabi pomožnega nukleofila HOBT (50). 

Poleg EDC-ja smo kot sklopitveni reagent uporabili tudi uronijevo sol TBTU, čigar 

reakcijski mehanizem je prikazan na sliki 15. Za aktivacijo s TBTU je, nasprotno kot z 

EDC, potrebna baza, najpogosteje uporabljeni pa so DIPEA, NMM ter trimetilpiridini. Ko 

se TBTU nahaja v reakcijski zmesi v prebitku, reagira z aminom in tvori stranski 

gvanidinski produkt. To lahko običajno preprečimo z dodatkom rahlega prebitka 

karboksilne kisline napram sklopitvenemu reagentu in kratkim aktivacijskim časom pred 

dodatkom amina (67). 
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Slika 15: Mehanizem tvorbe amidne vezi ob uporabi sklopitvenega reagenta TBTU (66; 

68). 

Želena serinska derivata 4-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-

karboksamida 38 in 21 smo prvotno nameravali sintetizirati po sintezni poti 1, saj se je le-

ta izkazala za uspešno pri sintezi glicinskih derivatov (69). V našem primeru pa se je 

pojavila težava zelo slabe topnosti spojine 35, saj je bila netopna v vsakem topilu, ki smo 

ga preizkusili (MeOH, EtOAc, DMK, THF, CHCl3). Delno se je raztapljala le v DMF, a 

kot kaže to ni zadostovalo za tvorbo druge amidne vezi. Iz enakega razloga je najverjetneje 

odpovedala tudi sinteza 3-aminobenzoatnih derivatov 54 in 22, saj je spojina 53 izkazovala 

podobne težave s topnostjo. Spojini 38 in 21 smo nato poskusili pripraviti po sintezni poti 

2, pri kateri smo zamenjali vrstni red sinteze amidnih vezi: najprej smo tvorili amidno vez 

med pirolnima obročema in nato še z metilnim estrom aminokisline. Ta pot se je izkazala 

za uspešno, zato smo jo uporabili še za sintezo glicinskih derivatov 4-[(4,5-dibromo-1H-

pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-karboksamida 42 in 43 ter serinskih derivatov 

5-[(4,5-dibromo-1H-pirol-2-il)karbonilamino]-1-metil-1H-pirol-2-karboksamida 46 in 47. 
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Pri poskusu sinteze 2-aminobenzoatnih derivatov pa se je pojavila težava že v prvi stopnji 

reakcije, za kar je verjetno odgovorna sterična oviranost amino skupine metil antranilata 

(48). V literaturi so navedeni prav tako neuspešni poskusi tvorbe amidne vezi med metil 

antranilatom (48) in derivati pirol-2-karboksilne kisline z uporabo sklopitvenega reagenta 

DCC in preko pretvorbe v trikloroacetilni derivat kisline (70; 71). Rotas in sod. navajajo 

potrebo po pretvorbi karboksilne kisline v kislinski klorid in nato reakcijo z metil 

antranilatom za uspešen potek, kar pa je vseeno dalo produkt v nižjem izkoristku kot 

reakcije z drugimi aromatskimi amini (71). 

V sklopu magistrske naloge smo se odločili za primerjavo sintezne poti 1 in sintezne poti 2 

na primeru glicinskega derivata 39. Na Fakulteti za farmacijo je bil ta pripravljen po 

sintezni poti 1 s celokupnim izkoristkom 44 %, po sintezni poti 2 pa je ta znašal le 12 %, 

kar pomeni, da je sintezna pot 1 sicer uspešnejša, a za naše derivate žal neuporabna zaradi 

težav s topnostjo (69). 

Poskusi ciklizacij 

 Poskus ciklizacije z Mitsunobujevo reakcijo 

Mitsunobujeva reakcija je široko uporabljena za sklopitve alkohola s kislim nukleofilom 

(kaboksilne kisline, fenoli, imidi itd.) z uporabo oksidativnega azo reagenta (najpogosteje 

DEAD in DIAD) in reducirajočega fosfinskega reagenta (običajno Ph3P) pod milimi pogoji 

(72). Mehanizem Mitsunobujeve reakcije je prikazan na sliki 16. V prvi stopnji reakcije 

pride do nukleofilne adicije trifenilfosfina na šibko N=N π vez DIAD reagenta in 

posledičnega nastanka stabiliziranega aniona (betaina), ki je dovolj bazičen za odcep 

protona iz nukleofila (NH skupina pirola). Sledi napad OH skupine na pozitivno nabiti 

fosfor, kar vodi v nastanek aniona na drugem dušiku DIAD reagenta. Ta anion je ravno 

tako stabiliziran s konjugacijo z estrom, a hitro odcepi proton iz OH skupine. Tako nastane 

reducirana oblika reagenta DIAD (stranski produkt) in elektrofilen R-O-PPh3
+, ki ga 

napade anion nukleofila preko SN2 reakcijskega mehanizma, pri čemer izstopi trifenilfosfin 

oksid (slika 16) (50).  
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Slika 16: Splošni mehanizem Mitsunobujeve reakcije (50). 

Z Mitsunobujevo reakcijo smo poskusili neuspešno sintetizirati spojino 55 (postopek I), saj 

so jo Lindel in sod. uspešno uporabili za intramolekularno ciklizacijo spojine 61 z 80 % 

izkoristkom (slika 17). Pri tem smo upoštevali enak vrstni red dodatka reagentov kot je 

naveden pri literaturni ciklizaciji, in sicer raztopini spojine 34 in Ph3P v THF smo dodali 

DIAD reagent (73). Za potek reakcije je potreben dovolj kisel nukleofil, ki lahko protonira 

DIAD reagent in tako prepreči potek stranskih reakcij. NH skupina 4-nitropirolnega obroč 

spojine 34 pa je zadostno kisla, zato smo pričakovali neproblematičen potek reakcije. 

Smiselno bi bilo mogoče poskusiti še s predhodno pripravo betaina ali dodatkom baze (npr. 

Et3N) v reakcijsko zmes, saj je ta v nekaterih literaturnih primerih intramolekularnih 

ciklizacij izboljšal izkoristke . Možen vzrok neuspešne reakcije je neuspešna izolacija, saj 

naj bi bila ta zelo težavna zaradi slabo topnega stranskega produkta Ph3P=O in 

nezreagiranega Ph3P reagenta (72; 74). 
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Slika 17: Primerjava Mitsunobujeve ciklizacije spojine 61 iz literature in našega poskusa 

sinteze spojine 55 (73). 

 Poskus ciklizacije z uporabo mezil klorida 

Spojino 55 smo nato poskusili neuspešno sintetizirati še preko dvostopenjske reakcije, 

opisane v postopku II. Reakcijo smo izvedli po prilagojenem literaturnem postopku, njen 

predviden potek pa je prikazan na sliki 18 (75). V prvi stopnji smo želeli pretvoriti slabo 

izstopajočo OH skupino v dobro izstopajočo metansulfonsko skupino z uporabo 

metansulfonil oz. mezil klorida ob prisotnosti baze (Et3N). Po ekstrakciji nezreagiranega 

mezil klorida v vodno fazo smo v drugi stopnji dodali v reakcijsko zmes močno bazo (t-

BuOK oz. NaH), ki bi deprotonirala pirol, nastali pirolil anion pa bi izpodrinil mezilat in 

tako bi potekla ciklizacija. Ob uporabi t-BuOK kot baze smo iz 1H NMR spektra sklepali, 

da je prišlo samo do preestrenja metilnega estra, zato smo v drugi stopnji poskusili še z 

uporabo NaH, a tudi ta reakcija ni bila uspešna.  

 

Slika 18: Predvideni mehanizem ciklizacije z uporabo mezil klorida, ki pa se je izkazala za 

neuspešno (50). 
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 Poskus ciklizacije z dielektrofilom 

Spojini 34 in 52 smo neuspešno poskusili ciklizirati še z uporabo 1,2-dibromoetana. V prvi 

stopnji smo želeli z močno bazo (NaH oz. K2CO3) deprotonirati NH skupino pirola in NH 

skupino amida (spojina 52) oz. OH skupino (spojina 34). Pričakovali smo, da bo nastali 

dianion reagiral z dielektrofilom 1,2-dibromoetanom po SN2 mehanizmu. Ciklizacije 

dianionov z 1,2-dielektrofili so pogosto problematične, saj so oboji visoko reaktivni in tako 

poteka več stranskih reakcij (76). To smo opazili tudi pri naših izvedbah reakcij, saj sta 

TLC in NMR razkrivala precej nečistoč v reakcijski zmesi.  

5.2 Biološka testiranja 

Sintetiziranim spojinam 21, 41, in 43 so na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za 

farmacijo (izr. prof. dr. Janez Ilaš) določili zaviralno aktivnost na DNK girazo B E.coli. 

Rezultati so prikazani v preglednici VII. Rezidualna aktivnost RA predstavlja razmerje 

med aktivnostjo DNK giraze B v prisotnosti testirane spojine v koncentraciji 100 µM oz. 

10 µM in njena aktivnost v odsotnosti testirane spojine. 100 % RA nakazuje na odsotnost 

inhibicije, 0 % pa na popolno inhibicijo encima.  

Preglednica VII: Rezultati biološkega testiranja. 

Struktura in oznaka spojine RA [%] IC50 [µM] 

 

100 µM = 32 % 

10 µM = 89 % 

IC50 ~ 50 µM 

 

/ IC50 ~ 150 µM 

 

100 µM = 1 % 

10 µM = 60 % 

IC50 = 10 µM 
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6 SKLEP 

V sklopu magistrske naloge smo sintetizirali potencialne zaviralce DNK giraze B 21, 41 in 

43, sinteza preostalih načrtovanih spojin pa je spodletela zaradi različnih vzrokov: 

 Težave s topnostjo vmesnih produktov so onemogočile sintezo končnih spojin 22 in 

47 ter spojine 21 po sintezni poti 1. Spojino 21 nam je uspelo nato pripraviti po 

sintezni poti 2, pri kateri smo obrnili vrstni red pripenjanja pirolnih obročev. To pot 

smo uporabili tudi za sintezo spojine 39 (metilni ester spojine vodnice 20), kar nam 

je omogočilo primerjavo sintezne poti 1 in 2. Po sintezni poti 1 je bila spojina 39 

sintetizirana s celokupnim izkoristkom 44 %, po sintezni poti 2 pa s 12 %. Čeprav 

je slednja izkazala slabše izkoristke, bi bila primerna za sintezo spojin 22 in 47. 

 Slaba reaktivnost metil antranilata (48) je preprečila sintezo vmesnega produkta 49 

in s tem končne spojine 51. Sintezo spojine 49 bi bilo smiselno poskusiti še s 

predhodno pretvorbo karboksilne kisline 24 v kislinski klorid in sledečo reakcijo z 

metil antranilatom (48). 

 Težavna izolacija je možen vzrok, zakaj je odpovedala Mitsunobujeva reakcija, s 

katero smo želeli sintetizirati spojino 55.  

 Zaradi njegove visoke reaktivnosti so ciklizacije z 1,2-dibromoetanom pogosto 

problematične, kar je tudi najverjetnejši vzrok neuspešne sinteze vmesnih 

produktov 57 in 59. 

Pripravljeni spojini 21 (IC50 ~ 50 µM) in 43 (IC50 = 10 µM) izkazujeta boljše zaviralno 

delovanje na DNK girazo B E. coli kot izhodiščna spojina 20 (IC50 = 61,3 µM), kar 

pomeni, da je N-metiliranje 4-amino-1H-pirol-2-karboksamidnega ogrodja izboljšalo 

zaviralno aktivnost. Spojina 41 (IC50 ~ 150 µM), ki je prav tako N-metilirana, a nima 

pripetega glicina in ima tako krajšo verigo, pa je izkazala slabšo vezavo kot spojina 

vodnica. Kasnejši test površinske plazmonske resonance (SPR, angl. Surface Plasmon 

Resonance), izveden po že zaključenem eksperimentalnem delu, je razkril šibkejšo 

vezavo spojine 20 v girazo B, saj znaša konstanta disociacije Kd = 708 μM, kar 

nakazuje na agregacijo spojine in s tem lažno nižje IC50 vrednosti (69). Posledično bi 

bila smiselno izvesti SPR test tudi na spojinah 21 in 43 in s tem preveriti ustreznost 

izmerjenih IC50 vrednosti. 
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