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KOPSAVILKUMS

N,O-Diacilhidroksilaminu dinamisko kombinatorialo bibliotéku izveidoSanaadens
vidé. Rasha D., ziratniska vadtaja Dr. Chem. Katkeva S. Maistra darbs, 103 lappuses, 47
atteli, 19 tabulas, 61 literatas avoti, 4 pielikumi. LatvieSu valad
DINAMISK A KOMBINATORIALA KIMIJA, APGRIEZENISKAS REAKCIJAS,
OGLSKABES ANHIDRAZE, KOLAGENAZE, SULFONAMIDI,
HIDROKSAMSKABES,N,O-DIACILHIDROKSILAM INI
Darta petita O-acilhidrok@émskabju paracilcSaras reakcijatidens vi@é ka potencila
apgriezenisk reakcija dinamisko kombinatato biblioteku (DKB) izveidoSanai. #baudta
Sadas bibliotkas piendrotiba enzmu — odskabes anhidizes (CA) un kolageizes (ChC) —
ligandu noteikSanai. Darba daisinteztas hidrok8mskibes unN,O-diacilhidroksilanini,
kuri izmantoti bibliotku izveict. Petita reakcijas vides k&dinataju, pH) un izmantoto
komponentu struktas ietekme uz FpacileSaras reakcijas norisi, & afi pienerota metode
reakcijas gaitas newo3anai ar AESH un dinamikas noteik3anai reakdjoskaidrota CA
ietekme uzN,O-diacilhidroksilaminu hidroizi, ka ai parbaudta biblioEkas komponentu
letekme uz CA aktivitti. Izstradata pseideDKB ChC ligandu identifigSanai un noteikts
labakais ChC ligands vaikkomponentu sigma.



ABSTRACT

Development of dynamic combinatorial N,O-diacylhydroxylamine libraries in
agueous mediaRasina D., supervisor Dr. chem. Katkevica S. A. fdias thesis, 103 pages,
47 figures, 19 tables, 61 literature refrencegy@eadices. In Latvian.

DYNAMIC COMBINATORIAL CHEMISTRY, REVERSIBLE REACTIONS,
CARBONIC ANHYDRASE, SULFONAMIDE, COLLAGENASE,
HYDROXAMIC ACIDS, N,O-DIACYLHYDROXYLAMINES

The acyl group transfer fronN,O-diacylhydroxylamines to hydroxamic acids in
aqueous media was investigated as a potentialsiel@reaction useful for development of
dynamic combinatorial libraries (DCL) with an aimitientify ligands of Carbonic anhydrase
(CA) and Collagenase (ChC). Influence of reactioedia (solvent, pH) and structure of
components on trans-acylation reaction were studgdg HPLC. Hydroxamic acids and
N,O-diacylhydroxylamines were synthesized. Influence @A on hydrolysis of N,O
diacylhydroxylamines as well as influence of liramembers on CA activity was
investigated.PseudeDCL of potential ChC ligands was made and the ligsind from

multicomponent library was identified.
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DARBA IZMANTOTO APZ IMEJUMU SARAKSTS

AChE acetilhainestesze;

AESH augsti efekva skidrumu hromatodgtfija;
AF amplifikacijas faktors;

CA odskabes anhidize;

CDI karbonildiimidazols;

ChC kolageaze;

CoA koenzms A;

ConA konkavahs A;

DCM dihlormetns;

DKB dinamisla kombinatorila biblioteka;
DKK dinamisk kombinatorila kimija;
DMSO dimetilsulfok®ds;

EA elektronu akceptors;

ED elektronu donors;

EDCI N-(3-dimetilaminopropil)N-etilkarbodiintna hidrohlotds;

ESI FTICR MS elektronizsmidzisanas Fug transformacijas jonu ciklotrona
rezonanses masspektrometrija;
ESI-MS elektronizsmidzissanas masspektrometrija

G Gibsa endiija;

GalT Galaktoziltransfare;

GSH glutations;

GST glutationgs-transfeze;

HDAC histona deadikze

HOBT hidroksibenztriazols;

HS hidrokamskabe

K lidzsvara konstante;

KMR kodolmagutiskas rezonanses spektroskopija;
MMP matricas metaloproteines;

NA neiramidize;

S hromatogrammu siglu laukums;

TFA trifluoretikskabe;

THF tetrahidrofuins;

THP tetrahidro-2H-pin-2-il-;

® koncenticiju/ hromatogrammu sigitu laukumu attietbas.
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IEVADS

Viens no galvenajiem medi@as kimijas uzdevumiem ir jaunu poteald zalvielu
atklaSana. Zlvielu atkeSanas pirmais posms ir aki savienojumu identif&Sana, kas
specifiski un selekti saistis ar nerka biomakromolekulu (efizmu vai receptoru). Saira
jauna akivo savienojumu identifgSanas metode ir dinamisko kombinaitwi biblioteku
(DKB) izveide, kuras komponentes atrodas savstarpapgriezenisk lidzsvas.
Biomakromolekulas pievienoSana izraigdzbvara noiai (amplifikaciju) tas komponentes
virziema, kas ir biomakromolekulas ligands. Ampldikja, kuru reistre ar anatiskam
metodm, noida uz labko biomakromolekulas ligandu vakkomponetu bibliatka [1-5].
Metodes ierobezojums idzsvara reakcijas i2le, kurai ir prealiZjastdens vi@ pie neitéla
pH. Retijuma nerkis ir izveidot jaunas DKBidens vi@ un izgEtit to izmantoSanas iegps
biomakromolekulu ligandu identifé€ara.

N,O-Diacilhidroksilaminu paracileSaras reakcija ir apgriezeniska reakcija, kafz|Sim
nav apraksgta DKB izveict. Turklat gan hidroksmskabes, garN,O-diacilhidroksilamni tiek
uzskatiti par potendilajiem metaloproteiizu ligandiem, @ to sgjas helait metla jonu
protana akivaja dda [6-8]. Ka moddprotani pctijumiem tika iz\elétas divas komerali
pieejamas, relati Iétas cinka jonu saturoSas metalopraiees — oggkabes anhidize (CA)
un kolagefze (ChC). Literatra apskattas vaieikas ogskabes anhidizes ligandu DKB, kuis
izmantotasadas apmaias reakcijas& hidrazonu un ifmu apmaia, @EramicSana un aknu
apmana [9-12]. Kolageazes ligandu identifigSana ar dinamigk kombinato#las kimijas
metodm lidz Sim nav aprak#a.

Magistra darba rmrkis ir izpetit O-acilhidrokeémskabju paracilcSaris reakcijas
atbilstbu DKB izveidei idens vi@é un pielietot So reakciju i2leto enZmu ligandu
identificeSanai.

Darba uzdevumi:

1) sintezt hidrok@amskabes unN,O-diacilhidroskilaminus, un izmantot tos dinamisko
kombinatorilo biblioteku izveick;

2) izweleties un pierarot anaitiskas metodes DKB komponenSu atiiae
noskaidroSanai;

3) izpetit reakcijas apsklu (vides pH, temperata, %idinatajs, aizvietodji substatos)
ietekmi uzN,O-diacilhidroskilaminu aracilcSaras reakcijasitizsvaru;

4) izveidot N,O-diacilhidroksilaninu DKB tadens vi@ un parbaudt tas piengrotibu
oglskabes anhidizes (CA) un kolageizes (ChC) ligandu identiféSara.
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1. LITERAT URAS APSKATS

1.1. Dinamiska kombinatoriala kimija

Dinamiska kombinatorila kimija (DKK) ir kombinatorila kimija termodinamisks
kontroles apaklos, tas noung, ka dinamiskajs kombinatodlajas biblioekas (DKB) visas
komponentes atrodas savstfiplidzsvas. Lidzsvars tiek paikts, ieHaujot komponentes
apgriezenisk kimiska reakcip. DKB komponensSu atti®eu lidzsvara ldi nosaka katras
komponentes termodinamisktabiliite noteiktajos eksperimenta agdbs. Termodinamisk
kontrole nommg, ka eksperimenta apk&iu mana var ietekrat komponensu atti®ou, t.i.
DKB ir jutiga pretargjo ietekmi — temperatas izmanam, spiediena u.c. faktoru izmpam.
DKK uzdevums iridzsvafi esoSa termodinamiski statkf produkta noteikSana [1-5].

Stabikkas struktiras noteikSanai biblioka zinami vairaki pielietojuma veidi [1-5]:

1) biomakromolekulu (enmu/receptoru) ligandu a#idana;

2) receptoru sirize no lvblokiem, DKB pievienojot noteiktu ligandu;

3) stabitiko agregtu (kompleksu) izveide, starpmolektids mijiedarlibas rezuléta;

4) stabihka foldantra noteikSana majsma, kura savienojumiem ir dailas
konformacionlas ipadbas. B strukiira, kugé ir pati lab\Eligaka iekSmolekuira nekovalerit

mijiedarkiba, kis stabilizta un veidosies vaik par @réjam komponeram.

1.1.1. lLidzsvara reakcijas
DKB komponentes tiek saitds idzsvara reakdij kura vienmér censas igemt Gibsa

enegijas minimumu. kdzsvara reakcija no termodinamikas vieldok reakcija, kas sasniedz
minimalo Gibsa enefiju, kad reakcijas maigims satur namigus daudzumus gan izejvielas,
gan produktus (skat. 1.1.a att. B). Ja Gibsagiaesasniedz minilo vertibu, kad neliels
daudzums rgentu ir g@rvertusies produktos, tad reakcija nenotiek (skat.al.dtt. A),
turpretim, ja lieika dda reaentu ir p@rvértuSies produktos, tad reakcija notiek ar
kvantitaiviem produktu izakumiem (skat. 1.1.a att. C) [13].

Kimiska lidzsvara krigrijs konstani temperaira un spiediea ir AG=0 (skat. 1.1.b.
att.). Lidzsvara ladi reakciju aA+bB— cC+dD aprakstadzsvara konstante:

cAd
K, = (), (1.1)
aAa'B

kur: K, — lidzsvara konstante,— lidzsvai esoSo savienojumu aktigies.
Lidzsvara konstante ar Gibsa éfijer (A;G) ir saisita vieradojunma:
AG= -RTInK;, (1.2)
kur: R — universla gazes konstante, T — temperat [13].
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1.1. att. a) Gibsa enegijas maina atkariba no reakcijas gaitas: (A) AGnin~AGizj. reakcija
nenotiek, (B) reakcija ir lidzsvara, (C) AGnin~AGproq. reakcija iet gandriz lidz galam; b) Liknes
minimums atbilst lidzsvaram AG=0, kad AG<0 — tie& reakcija ir patvaliga, kad AG>0 —

apgriezenisla reakcija ir patvaliga [13]

Ta ka DKB cenSas gemt zemiko Gibsa engiiju, un bibliogkkas komponentes ir
saisitas sa@ star@ lidzsvara reakdij jebkuras izmalas Kidas komponentes stabili,
piemeram, saigBanos ar templu, ietekn¢ citas komponentes. ilizsvara izjaukSana —
amplifikacija, ietekn®s visu [@réjo savienojumu termodinamisko stalitif veidojot jaunu
komponensu attigou sadajumu biblioka.

Lai apgriezenisk reakcija Iitu piengrota DKB izveidei, tai jatbilst sekojoSiem
nosagumiem [1-2]:

1) reakcijai fibat apgriezeniskai pieemana laika sprdi;

2) lidzsvara reakcijaiaput savietojamai ar temfila pievienoSanas apktiem, ieskaitot
komponensu un temgih funkciorilo grupu savietojambu, idinataju, vides pH {paSi
biomolekulu lietoSanas ggdma);

3) reakcijas apskliem jabut ,maigiem” (temperatrai, spiedienam, konceatijai), lai
tie netrauétu jutigo nekovalento sadat, kas veidojas molekulu sagsras proces;

4) visam bibliottkas komponertn jabat skistodm, jo mazgistoSi savienojumi var
novirzt lidzsvara reakciju ngfstoSo komponensu veido&arvirziers;

5) reakcijai fibat apstidinamai — iesaldjamai, lai litu iesggjams komponentes izglun
noteikt to sadajumu lidzsvara kdi;

6) ideala variant bibliotekas komponeri jabit izoenegiskam, lai neveidotos tikai
dazi savienojumi no vaikiem iesgjamiem.

DKB izveidoSaa apgriezenisks reakcijas balds uz tfs galvenajiem saiSu veidiem:
nekovaleris (idepraza saites), koordiratis un kovalersis saites. Parastiajas un nestabilas

nekovalerds saitedauj atri sasniegtidzsvaru, téu izveidotie produkti isiduna nav stabili,
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ka rezulata ir grati veikt to hromatogdifisko anaizi, ka af saregiti tos izokt un izmantot
talakiem eksperimentiem. Turpretim kovalento saiSu e@&#hai un sarausanai parastieird
kingtika, ko dazkrt paatrina, pievienojot katalizatoru. Bez tam, igot katalizatoru, ir
iesgEjams apstdinat apmanas procesu, saiie kompleksi var tikt izati un analizti, bez
riska, ka iedisies jaunsitizsvars [1-3].

Apmaipas reakcijas, kas tiek izmantotas DKB veida@sapkopotas 1.1. taliulDKK
tiek izmantota acilgrupasamese, acéta apmanas reakcijas, C=N apmgis reakcijas, kaf

citas apgriezeniskas kovalestun nekovalefs saites veidoSanas reakcijas.

1.1. tabula
DKXK izmantotas lidzsvara reakcijas [1-5]
o Reakcijas - ) _
Reakciju tips ‘ Reakcijas shematisks a@lojums
nosaukums
» o} R o] R baze o] e )OL
_ x X R
paresterifi@Sana Rl)Lo/ + RS)LO/A — Rl)Lo/ s+ oo
o (0] o R (0]
paralilesterifig3ana| o ~cRe o g oRe P A TRt AR
o) o proteaze vai o o
_ L R tala kat.
paramict$ana roy s L Ry metlaka P L G
. H 3 1 1
Acilgrupas H H H
- o) = OH OH
parnese ) R, RlO aldolaze OH
aldolu apmaja FﬁmOH +Me)kCOONa ~ R{R; O77>cooNa
HO
i ba 9 S
P Y R aze R
partioesterifieSana Rl)ks/ 2+ RSN, Rl)ks/ s+ Ry TR
Maikla/ retro- o Ros o
baze
X . M + R/S\ —_ M
Maikla reakcija Ri R, § R; R,
. OR OR OR'. OR skabe OR'. OR' OR OR
acetila apmajpa R 1)<R2 t R R, R I)ARZ + Ry R,
Acetala . . RS SR RS SR skabe R'S SR’ RifR
tioacetla apmana + — 3 + Ry R
apmainas ROR R R, bR o
. o
reakcijas , . 7 Ve °
pirazolontriazona Me.y O skabe \NM
IR S (e B
metatze N H I "
R R;
1
. - kab N
parimingsana RENRe + R SR ZEL g NP+ g SR,
C=N ' :
apmaﬂla h|drazonu a maa N H P /H\ skabe P /H\ + P /H\
> pma Rl/\N/ \Rz +*RT N R, = R N R, R{” N R,
C=N kab
- . ~ _O. skabe N X, 0~
. oksmu apmaja | ry Sn"%g *RTTNT R, === R N7 g tRT N7 TR,
apmaipa
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1.1. tabulas turpigjums

o Reakcijas . ) _
Reakciju tips ‘ Reakcijas shematisks aglojums
nosaukums
= Grabsa kat. R R
alkenu metatze RSN RN TERE g SN kg N
Citas
Mo satuross
i i 1 kat.
apgriezenisko| alkinu metatze R R, + R——R, Re—r +R—r,
kovalento
Sa|§u dlSUlﬁdU apma;la, Rl/S‘S’RZ + RS/S\S'RA — RI/S\S/RA + RS/S\S/RZ
veidoZanas | Dilsa-Aldera/ retro- A e, fp
— 1 —— 1
reakcijas Dilsa-Aldera ©:<R + Rg’/\(R;; = %RZ
" 2 R, R/R,
reakcija
metla — liganda e N )
Nekovalento ) ML)I™ + nL, =— ML)™ + nk
N apmana
saisu . :
udegraza saites R, s Rs ) Rs R,
veidoSana =0-"H-N_ + H-N =—— H=0-H-N + H-N
apmana R; Ry Rs R; Rs R,

Bibliotekas komponensu attigom sadajumu un 1Idzsvara iedSanos, k af
amplifikaciju visbieZk registre ar kodolmagetiskas rezonanses spektroskopiju (KMR) vai
hromatogifijas meto@m (&kidrumu, gizu). Reakcijasitizsvars iegfas bidi, kad bibliotkas
komponensu sad@ima attietha Kast nemairga. Ta ka DKB ir termodinamiski kontr@ta,
ir svafigi parliecinaties vai izmantotajos reakcijas ajigos reakcijas maigims tiedm
sasniedzibizsvaru Lai par to @rliecinatos, DKK izmanto &l papildus idzsvara noteikSanas
metodes [1]:

1) izveido divas vieidas bibliotkas, katrai atsevi&i bibliotekai izmantojot ati§irigus
sakuma substitus — hvblokus. lesijoties lhdzsvaram, komponensSu saglaham alas
bibliotekas jabat vieradam: A+BC— AC+B un B+AC~— BC+A;

2) noskaidro bibliactkas komponensu attigiu sadali, nomainot reakcijas apdtis —
temperairu, koncenticiju, spiedienu vai I@dinataja sasivu. Fec apsiklu atgrieSanas
sakotneja stavokli, komponentu attiebam jabat tadam padm ka pirms apsiklu izmanas.
Pec lidziga principa reakcijas majsmam var pievienot temffu, lai nolditu lidzsvaru.
Izolgjot temphtu no reakcijas vides, komponentu aftibdm bitu jaatgriezas a&kuma sivokli.

3) izokjot vienu komponenti no biblidkas, Witu javeidojas #dam produktu
maigjumam ar komponen3u saflaimu, kas identisks pirms savienojuma &@nas. B
metode piergrota tikai tad, ja bibligtka satur izdta savienojuma iivblokus.

To uzskaimi paida piengrs, kua savienojumsl nekovalentas mijiedatbas rezukita

pats ar sevi veido dignu 2, triméru 3, tetran@ru 4 un pentaréru 5 (skat. 1.2.a att.). Reakcijas
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lidzsvaru prbauda, pievienojot 18-kraunu-6a kezuléta izveidojas hidraina kraunastera
komplekss6 (skat. 1.2.b att.). Maigimu apstidajot ar 3 ekvivalentiem KBr — sagraujot
kompleksu, tika afifs sikotngjais substtu komponenéu sadplms (skat. 1.2.c att.) [14].

4+5

augstaki
ollgomerl
H \
o N __
H N H,
g N
H (0]
N (0]
JL 3

3

4+5 .
augstaki
oligoméri

MeO OMe . - A

r T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
laiks, min

1.2.att. DKB hromatogrammmas: a) idzsvara stvokli, b) pec 18-krauna-6 pievieno3anas, c)ao

kompleksa 6 sagrauSanas [14]

Viens no DKK lietojamo apgriezenisko reakciju kKmijiem ir iesgja apsidinat
(iesaldtt) reakcijas, lai btu iesgjama komponensu sasa noteikSana. To pak, izmantojot
vairakas metodes, no kim biezk lietotas ir katalizatora iz@Sana no reakcijas vides,
piemeram, %&rsmetatzes reakcl izolgjot metla katalizatoru [12], un komponentu
parvérSana form, kas vairs nepiedad lidzsvara reakdj pientram, idzsvai esoSu imnu
redu&€Sana par amiem [1, 10, 15-17].

1.1.2. DKB izmantoSana jaunu ligandu atkiSana
DKK tiek izmantota jaunuatvielu atkbkSar, izmantojot biomolekulasaktemphtus,

kas piesaista sev pienotus ligandus no DKB.

No viam zinamajam apmapas reakcim tikai dazas ir piegrotas DKB, kur k&
tempktu izmanto biomolekulas, jo svigs nosagums $idas bibliogkas ir fiziologiska vide —
tidens &idums, neitils pH, nerena temperata, kas neb@jbiomolekulas strukiru. Sobtd
biomolekulu ligandu atkBark izmanto disulfdu [18-20], imnu [10, 15-16], hidrazonu [9],
tioesteru apmaas reakcijas [21],&af aldolo reakciju un pepdsaiSu apmaas reakcijas [1].

VisbieZzik DKB petijjumos lalaka liganda noteikSanai izmanto amplid{as metodi,
kura ietver 8kotrgji lidzsvara maiguma izveidi un 3 noladi labaka liganda veidoSars
virziema pec temphta pievienoSanas. lzmantoi aitus paémienus, lai noskaidrotu augstas
afinitates savienojumus majgmos, kuros noris apgriezeniski procesiec plidzsvara
ies@iSaras un temgta pievienoSanas veic saistkomponenta-tempta kompleksa izéBanu
no lidzsvara vides; nesaist komponentu degradiju/sakelSanu; vai izmanto dinamigk

dekonvuicijas metodi.
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1.1.2.1. Amplifikacijas metode
Temphtu (biomolekulu) pievienoitizsvaé esodm bibliottkas komponegm. Kad

temphkts specifiski piesaids pie piemdrotakas komponentesatir stabiliZta un idzsvars
nolidas, izraisot saisas komponentes konceatijas pieaugumu jeb amplifikiju [1-3].
Ideala gadjuma ampilfikacija bis selekiva tai komponentei, kas sast ar tempitu
vissfecigak, proti, komponente, kasib nekovalenti saigha ar temgltu, bis stabiliZta un
tenckta veidoties vaik par citiem savienojumiem bibligka.

Loti izteiktu amplifikaciju demonst pieners, kug, izveidojot tioesteru DKB no
cetriem tripepidiem 7a-d, kas ir glutationa yGlu-Cys-Gly, GSH, 7a) analogi, un
etakinskabes (EtSk8) [21]:

0
CO,H
< 2 HO{ <COZH ?02"'
o :
o N SH pH=7,5 NH H,N R .
o/ t oa — STEtsk H,N
HN HN
cl
o)
R>= o )=o H,N
R 2 H,N
7a-d 8 9a-d
b d

Autori nowroja noteiktu produktu sadalmu hdzsvara hdi (skat. 1.3.a att.).
Bibliotékai pievienojot mirka enzmu glutationaStransfefizi (GST), [gc 2 dieam nowroja

izteiktu lakeka liganda9a amplifikaciju (skat. 1.3.b att.).

a) b) 9a
9d 9a
9h 9c
h 1 I 3 1 Twmn [ T LT L 5 %0 min

1.3. att Amplifik acijas noteik3ana tripepidu DKB ar AESH-UV metodi: a) DKB komponen3u
sadafjuma hromatorgamma bez pievienota erima; b) DKB komponensu sadajuma

hromatorgamma 2 dienas gc enama pievienoSanasitizsvara esoSai bibliotkai [21]

Demonstétaja pienera amplifikacija ir loti izteikta un idzsvars praktiski pilipa
novirzas stabiika — saisita produkta veidoSas virziera. Parasti lielkaja dda eksperimentu
stabikkais savienojums veidojas aptuveni par 30%akaim amplifikaciju tada gadjuma ir
gratak nowerot [1].

Uzskatims piengrs ir afi enZma neiraminidzes (NA) inhibitoru atkiSana. Saj
gadjuma iminu 12a-d dinamiskis kombinatoiilas bibliokas veido no ketondOa-d un

N-neaizvietota diafma 11 buvblokiem. Lidzsvai esoSai bibligtkai pievienojot NA, tika
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noteikti pat vaiiiki akfivi NA inhibitori (skat. 1.2. tab.), kuru intengies pieauga
vairakkartigi, ka to noada tabui attainotie amplifigcijas faktori AF, kas ir atti@ga

savienojuma sigita (AESH) relaiva intensifite pirms un pc enZma pievieno3anas [15].

COOH COOH COOH
NA a) R;=R,=Pr
R o]
Y )] o =— ] — b) R,=E, R,=Pr
R, HN “NH, NI UNH, Ted NN N, Z) Eli"\\/'ﬂey Ezi(g:z)z(,\‘l‘rl-EOH-Ph)
NHACc R :l)\R 2NHAC R 1)\ 2NH,A\C ) ,=Me, 2_( 2)2 t2
10a-d 1 12a-d 13a-d
1.2. tabula
Amplifik acijas faktori (AF) neiraminid azes ligandu DKB [15]
Substats 11 13a 13b 13c 13d
AF 0 >30 >90 84 zem noteikSanas robezas

Lidzgi ar AESH metodi §tita iminu 14a-d un 15a-d biblioteka no aldefdiem 14, 15
un amniema, b, ¢, ddivu galaktoziltransf@zu ligandu identifieSanai &-1,3-GalT ung-1,4-

GalT). Bibliottkas komponentes veidotas WDP-galaktozes migtiki (skat. 1.4. att.).

on OH
Q [ NH on,CH NH NH, | X
HO O O /g (0] | _
i1 11 O
OH N~ O H N"So () X
Po_.P< o HO o n
0707 0 oH o NH, NH,
o O NH,
HO OoH o H HO OH a: n=2 c: X=N
UDP-galaktoze 14 15 b: n=3 d: X=CH

1.4. att.Iminu bibliot eékas substti un UDP-galaktoze [16]

Pec lidzsvara iegBarks divas atsevigas bibliogkas, pievienoti erimi a-1,3-GalT un
[-1,4-GalT. Tad sagaits jauns komponensSu sagamns un veikta red@Sanas reakcija, lai
iesaldtu lidzsvarua-1,3-GalT veiciaja iminu 14c un 14d amplifikaciju savukirt g-1,4-GalT
tikai aninu a, b, ¢, damplifikaciju [16].

lepriekS apskaajos piemdros amplifilkaciju demons®&, saidzinot hromatogrammas
bibliotekai ar un bez pievienota @nza, vai izmantojot amplifikcijas faktoru — sigiiu
intensiates attiethas. Amplifikaciju iesggjams atélot ai grafiski, izmantojot komponensu
sigralu laukumu attiethas, k tas demonstts DNS fragmentu ligandu identifikija (skat.
1.5. att.). Bibliotka veidota, izmantojot disatfu apmaias reakciju no savienojum#ba (Ht-
SH) atvasigjumiem un glutationa (GSH/a), iegistot gan homodisulflus (Ht-SS-Ht, G-SS-
G), gan heterodisutius (Ht-SS-G) [19].
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Ht-SH, 16a

100

g® g
< 60 <
=2 2
340 g
g 20, g 2 00
] g HI-SS-HE
4 8 0 4 8 12
. Time (hr) ) Time (hr) )
7 YCGTACGGCCETACG ? 17a 5 CGCGAAATTTCGCG ?
Time (hr) GCATGCCGGCATGC GCGCTTTAAAGCGC

1.5. att.Bibliotekas komponensu (Ht-SH, Ht-SS-Ht, Ht-SS-G) attigbu mainpa atkariba no laika:
a) bez pievienota DNS fragmenta; b) g 4 h kdzsvara esoSai bibliotkai, pievienots DNS
fragmentu 17; c) ec 4 h idzsvara esoSai bibliotkai, pievienots DNS fragmentu 17a [19]

Grafiks (skat. 1.5.a att.) pata, ka disulidu veidoSafs lidzsvars ir iegjies, jo
komponensu attigba nemaias, 1.5.b un 1.5.c grafikos attigc novero saisita liganda

daudzuma paliel@sanos attigba pret f@rejiem [19].

1.1.2.2. Bibliogékas veidoSana &nka enZma khatbutne

Paratli veic divas multikomponentu reakcijas — vienu Ipggvienotas biomolekulas,
otrai — biomolekulu pievieno uzreizidzsvara hdi saidzina komponensu sa@amu alas
bibliotekas. Termodinamiskajos apklos biomolekula iz#las un stabiliz tikai produktus ar
augsiko afinitati, kas noved pie to amplifiicijas saidzinagjuma ar bibliogku, ku@
biomolekula netiek pievienota. [18, 22-23].

Pientram, izmantojot disuiflu apmaias reakciju, veidotas divas patak oghidratu
tiolu atvasiajumu bibliokas lekina Konkavaha A (Con A) kitbitng, pievienojot nelielu
daudzumu red@posSo savienojumu ditiotreitolu (DTT). Vienai no bdickam tika pievienots
Con A un gc 14 dieam saidzinot abu bibliotku produktu sadgumu, ka labakais Con A
ligands noteikts disuifls 19 [18]:

on,OH OH O'g [ oH |
o}
° HO 8 HO 8 od
HO 0\ HO HO DDT HO~
OH o .
or " 2 oH O\ oH % OH O
R PSR S-  E « G Bhe 3 3
HO o Ho /S HO 2o "o >
OH /
© 20 ©
18 19 - 19
Con A komplekss
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1.1.2.3. Enmna — inhibitora kompleksa identifisana ar MS metodi

Pec lidzsvara iegBaras un biomolekulas pievienoSanas netiekanota amplifikacija,
bet gan, izmantojot masspektrometrijisc pkompleksu masas gistre liganda — erima
kompleksa veidoSas faktu [12, 20, 24].

Piengram, Bcll metalgs-laktamazes inhibitoru bibliatka veidota, izmantojot
disulfidu apmaias reakciju, atbilstoSo eimau pievienojot jau reakcijasleuma. Bibliotckas
anaizei izmantota masspektrometrijas metode, ar kusakep enana — ligandu kompleksu

masas [Bcll+M], nevis naro kada komponenta amplifiiciju [20]:

T N
A__SH T2 S A S. b)m-NH,
COH  Hs R CO,H
COH d)p-CO,H
21, M=182 22a-c, M=125 23a-c, M=305 24a-c, M=429 €)m-CO,H
22d-f, M=154 23d-f, M=334 24d-f, M=487 f)0-CO,H

Ar ESI-MS metodi noteiktas kompleksu masas: [B80%] un [Bcll+334]. Tas
noZimg, ka komplekss veidojas ar heterosavienojumienmeriiem 23a-f no kuriem viens ir
ditiols 21. Jatame, ka homodimaru vai triméru 24a-f veidoSanos nenéxoja. Lielkais
trakums Sai metodei ir iz@bu savienojumu (savienojumu ar viglu molmasu) noteikSana
[20].

1.1.2.4. Papildus neatgriezeniskas reakcijas izosamga

Pseido-dinamiskaj] kombinatorilaja kimija (pDKK) papildus lieto Ekdu
neapgriezenisku reakciju, lai sasniegtu ailgst selektiviiti labaka komponenta
noskaidroSam Viens nopDKK pieneriem ir bibliottkas komponensu seleka &kelSana [11].
Sap metod visas bibliotkas komponentes tiekram eltas, izmantojot neapgriezenisku
reakciju — hidraizi. Ta bibliotekas komponente, kas tiek apgriezeniski gaistr templtu tiek
pasargta no hidroizes. K pientru var miret DKB, kas sastv no odskiabes anhidizes
(CA), amdu 25a-c bavblokiem un cita erima, kas kataliz amidu hidroizes reakciju.
Temphts (CA) no hidroizes enuma tiek atdats ar membinu, kas nodroSina komponentu

difaziju caur to:
CA

O R
H = -
N membrana
EtO,C \E/U\H*COZH
: o]
H
N
/©/ hidrom EtO,C \;)J\OH R
NH,SO; P B8
25a R=Bn H N CO,H
b R=H NH,SO;

¢ R=iBu 26 27
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Reakcijas gaita n@vota ar AESH. Difizija cauri membmai ir atruma limigjo3a, fitad
membéna nepi¢auj jeblidu hidroizes enmma selektiviiti uz substitiem, sagrauSanas
atrumu nosaka tikai sadplms starp saigiem un nesaisiem bibliotkas komponentiem.
Reakcijas norises laikmazk saisttas bibliogkas komponentes tiek hidratias, atstjot tas,
kas lalak saistis ar CA, Sis process ir saxina lidzigs kirgtiskajai sadakanai [11].

Autori uzsver dazus potentns ierobezojumusaslas sistmas izmantoSanai. Pirrak,
hidrolizes enznam pbit plaSam aktiviites spektram — tanagpsj hidrolizeét vierada mera
visas bibliotkas komponentes. OfK, jalieto stehiometriski tempta daudzumi, jo préfa
gadjuma amplifikacijas viet notiks hidroize, rezulita eksperimenta beig var It oti
mazas biblictkas komponenSu konceftrjas. TreSkrt, lidzsvara sigimai no gkuma
japievieno tempgits un tikai tad to var pakut degrascijas procesam. Ta selekiva
savienojumu EelSana pc amplifikacijas var akcemt afinitates atgiribas starp saighjam
bibliotekas komponetn [11].

Santra interesanta pieeja tiek izmantota tioesteru apasaiDKB, kui merka
savienojums ir acetilhdlesteize. Lidzsvara reakdij piedalis tioesteri un tioli, t@&u
nepiedads karbonskbes. Ja pievienat acetilhoinestefize iedarbgjs uz tioesteriem, tos
hidrolizgjot, tad izveidojies tiols atgriezaslgzsvara reakdj savukirt karbonskbe uzkajas
reakcijas vi@d (skat. 1.6. att.). Nosakot, kura karboitsk veidojas visvaik, atrod acilgrupu,
kura vislatak mijiedarbojas ar efimu [25, 26].

1.6. att. Neapgriezeniskas enzigtiskas reakcijas apvienoSana ar apgriezenisko tiogsu kimiju,

lai noskaidrotu substratu afinit ates [25]

1.1.2.5. Dekonvukijas metode

Dinamisko dekonvakijas metodi visbieik izmanto, ja bibliatka saturloti daudz

komponentes un amplifikiju, lielo komponensu skaite€l] nav iespjams reistrét. Metode
balsis uz principu, ka netiek pievienotaada komponente (lvbloks) atsevikas
subbibliotkas. Subbibliotkas veidojas cits komponensu atilee sadajums lidzsvag, tam
sekojoSi noeros citu reakciju uz tem@u. Talak, saidzinot subbibliotku un pamata

bibliotekas ietekmi uz templu, secina, kurs ir lakais ligands [27-29].
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So metodi demonstrpientrs, kug, izveidojot imnu apmaias bibliotku no 16
dazdiem hidraziem un 2 monoaldétiem un 3 dialdelliem, iegita bibliotka no 440
komponer@m. Pievienojot bibliatkai merka enzmu — HPr kiazi, konstagts, ka bibliotka
inhibé enZmu. Lai noskaidrotu sgigako inhibitoru, pa vienam nepievienojoadu no
substatiem izveidotas 21 subbibligita, kuru inhilgSanas spa saidzinata ar pamatbibli@ku
(skat. 1.7. att.). Ja subbibléé® noteik HPr kirazes aktivisite ir lielaka ka pamatbibliotka
(grafiks ir \ersts pozitva virziem), tad tas nomg, ka ir izokts kads no spcigakajiem
inhibitoriem, un pradji, ja subbibliotka satur sgcigako inhibitoru, HPr kiazes aktiviite
samaziasies.

0.754
0.50

0.25

Rel. effect

0.00+

-0.25

12 3 4 656 6 7 8 ¢ 10 11 12 13 14 15 16 A B C D E

1.7. att Dinamiskas dekonvukcijas metode: relatvas HPr kinazes aktivitates Kkatrai
subbiblioteékai safidzinot ar pamatbiblioteku. 1-16 subbibliotka iztriikst kads no hidrazniem,
A-E iztr akst kads no aldehdiem [27]

Ka redzams, tad visligko ietekmi uz HPr kiazes aktivigti ats&j hidrazni, kuri
iztrakst 3., 9., 14. un 15. subbiblebé& un aldelds, kura nav B biblieka. lzveidojot
atsevigu akivako savienojumu bibli@éku, aff noskaidrots, ka aktakais ir imins, kas veidots
no treds subbibliotkas iztiiksto& hidrazna un B subbiblia@kas aldeida [27].

Izmantojot dekonvakijas metodi un ifmu apmaias reakciju, Sie pasi autoriiar
noskaidrojusi acetilhohestefizes (AChE) inhibitorus 66 komponensu bililat [28]. Citi,
savukirt, dekonvuicijas metodi izmantojusi Konkavah A (Con A) ligandu mekfanai 474
iminu biblioka, kura veidota no 6 piranozes atvagimiem, kuri satugja aldefida ddu un 9
hidraznus [29].

1.1.3. DKB izmantoSana receptoru atkiSarm
DKK tiek izmantota & alternatva metode sigtisko receptoru strulitas noteikSan

Receptora fragmenti tiek iesatstDKB un, izmantojot molekulas — ligandus, noskaid
atbilsto@kie savienojumi. Bdéjo desmit gadu lakk izmantojot DKB, ir atkiti vairaki
sintetiskie receptori, to skait

a) linearie receptori, kas veidoti no monofunkcionatém komponeram,;

b) makrocikliskie receptori, kas veidoti no bisferdnaliztam komponeram;
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c) kapsul-veithie receptori, kuros katra komponente saturakaka divas grupas, kas
piedahs apgriezenisku saisSu veidog4h].

Pieneram, autori izmantojusi imu apmaias reakciju, lai veidotu makrociklu
biblioteku [1, 17]:

A Xl““wﬂ %dm }3

O=
29an=1 \ /|
30an1 b n=2 3lan=1

b n=2 _ b n=2
cn=3 cn=3 cn=3

Ka temphts &dai bibliogkai tiek pievienots méta jons. Md* jonu pievieno$ana
veicingja mazko ciklu amplifikaciju 30a-g turpretim liefiki joni, tadi ka C&* vai SF*,
veicinaja lielako ciklu veidoSanos3la-c Bibliotekas analiztas ar KMR, pirms anzem

apstdinot lidzsvaru, innus redugjot par aniniem [17].

1.1.4. DKB izmantoSana agreffu un foldameru atkl aSanm
Dinamisko kombinato#io kimiju izmanto, lai noteiktu proteu, nuklénskabju, ka an

sintstisko polimeru un oligongru stabiliko telpisko strukiru. Sajis sistmas netiek
izmantotas tempta molekulas, molekata atpazSana notiek iekSmolekari [1].

DKK izmanto #du agregtu noteikSanai, kas veidojas nekovalenti mijiedgties
atsevi¥am bibliottkas komponeim. Piengram, DKB, kué aldehdi 32-34 un anini a,b
apgriezeniski veido ifimus32a-b, 33a-h 34a-b kuri aradepraza satm var saigties pasi ar
sevi, veidojot dirarus. Ka stabilkais diners identifiGts [32a-32a] Sada veida biblictkas,
maina izejvielu attiebas, idejadi parakot atkirigu agregtu veidosanos [30]:

NH, ©
H
o=\ Q /N o
GroiCmy gy ST e
o™y
32 32a 32
fe) o , 33a
/ o —= 34a JE——

33 H,N

AcO C 0.0
CHO b

34 [32a-324]

oN 32b
o)
CHO NN\ 34b Q
¢ N
N
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1.2. Odskabes anhidraze

Odiskabes anhidize (CA), (sinofmi: ogleda anhidize; karboata hidrokze;
karborata dehidrogefize; karboanhidize) pieder pie metaloeinau klases un & enams
pirmoreiz izokts un raksturots 1933. gad31]. Sastopamaakeikariotu organismosatan
daudzos mikroorganismos. Ir Zmas vismaz piecas CA klases, kuragieaS ar aminosibju
sedbu [31-36]:

1) o-CA: ziditaju organismos;

2) p-CA: lielakaja dda prokariotu un augu hloroplast

3) y-CA: bakerijas, kuras producmetnu — metanognos;

4) 6-CA: noteikas fitoplanktona ks (diatomos);

5) ¢-CA; bakerijas, dazos litotrofos organismos (produenegiju no neorganiskas

izcelsmes vielm), un jiras cianobaktedp.

Mugurkaulniekos identifigti 16 (citur lit. 15) a-oglskabes anhidizes izoenni.
lzoenZmi atkiras ar atraSas vietu &na un kataitisko aktivitati. Katalitiskie o-CA
IzoenZmi Sinas atrodas:

1) citosoi (CA I, CAll, CA lll, CA VII un CA XIlI);

2) saistti pie membinas (CA IV, CA IX, CA Xll un CA XIV un CA XV), turkat CA

XV nav sastopama citkos vai prinatos, bet ir graugos vai citos augskajos

mugurkaulniekos. Membnsaistitas CA IX un CA XIl sastopamas augja Sinas;

3) mitohondrijos (CA VA un CA VB);

4) siekalu dziedzeCA VI) [31-36].

Tris izoformas, kiim nav katatiska funkcija sauc par CA-saiseém proteéniem: CA
VI, CA X un CA XI[33].

1.2.1. Uzbave

Visu a-oglskabes anhidizes izoenunu uzhive ir sangra lidziga, t&u ta atkiras starp
ziditaju klagm, pientram, cileka cCA Il un \&rSa vCA Il aminoskbju sekvence saitrpar
87% [35].

Cilvéka cCA Il ir metaloerims, kas sad¢ no 260 aminosibeém (M=290097 Da),
kuras sakrtotas 108-sloksres un 7a-spiralés, centd saisits cinka jons (skat. 1.8. att.). Cinka
jons atrodas 18 dzila enZma dobura, ko koordirg tris histidna (His-94, His-96, His-119)
imidazola gredzeni un hidroida jons (var Bt adens molekulas fora) atkatba no pH),

veidojot tetraedilu koordiracijas sistmu.
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1.8. att.Oglskabes anhidrazes akivais centrs [8, 3T

Papildus cinka saigais hidroksdjons veidoadepraZza saites ar tuvuiresoso treana
(Thr-119) hidroksilgrupu un glutammskabes (Glu-106) karbonilgrupu (skat. 1.8.b att.).
EnZma dobums ir saiitaras vieta CQ molekulai pirms kataliskas reakcijas. Bez tam
dobuna sastopamas avairakastudens molekulas (skat. 1.8.a att.), kuras piesdhaidra&cijas

proces [7].

1.2.2. Funkcijas organisna

Visas izoformas piedad dazdos procesos organiam Cilvekos CA sastopama
dazdos audos, to skait zarnu trakt, nervu sistma, niels, plaudis, ada un ags. Galveia
enZma funkcija ir ogleka dioksda hidraicijas reakcijas katae par bikarboita jonu un
protonu (CQ +H,O — HCO; + H'). Sakotrgji reakcijai tika piedvati divi mehanismi —
Lipscomb[38] unLindskog kuri at¥iras ar @arejas sivokli, kura notiek H parnese (skat. 1.9.

att.). \Velakajos [gtijjumos apstipriats, ka ticaraks ir Lindskogpiedavatais melanisms [39].

H _
N H_ N HO:C: H ?
Lo ty & ° ¢ o
30 Iy = N
7 N=
H N\ NH H) &/NH (&J CNH
H*k\ — A B _
H.
(\_K? O-H —m (\_,(? O'”fo » &K? o °
N - : J N N= =
(/;J &:\NH HCOO, H,O (&j CNH (/;JN &:\NH
H | H ]

1.9. att. Piedavatie CA katalizes melanismi: A) pentakoordinéts bidentats starpprodukts

(Lindskog meh.), B) iek&ja protona parnese Lipscomb meh.) [39]
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Veicot CQ hidratcijas reakciju, CA tiek iesaia @ados fiziolgziskajos procesosak
elposSana, vides pH regija, osmotisk spiediena regatija un citos biolgiskos procesos,
kuros bikarboata jons nepiecieSama kubstits.

Mazak petitas CA kataliztas reakcijas ir aroatisko un alifitisko karbonskbju (dazu
sulfonskibju un fosforskbju) esteru hidrake, dazu halognu (2,4-dinitrofluorbenzola,
benzoksikabronilhlada, sulfonilhlordu) hidroize, ciaata hidragSana par udnvielu un
aldehdu hidragSana [8, 35].

Dazas CA izoformas veido atvagjmmus ar protniem un piedals anjonu apmaas
reakcips, piengram, CI/HCO; anjonu apmaias proteni un ratrija bikarborata transporta
protani mijiedarbojas ar CA Il un CA IV [34, 40].

Divi izoenZmi (CA IX un CA XIll) liela daudzum sastopami au@dp epiglija Sunas,
kur, domajams, &S veicina ¥Za $inu augSanu. Process sHsstar vides pH regatiju, jo
audzju Sinu vides pH ir par aptuveni 1 pH vibo skibaks.

Ka redzams CA izoefmi ir iesaistti ne tikai fiziologiskajos, bet arpatolgsiskajos
procesos un to inhibitori arvien tieletpii jaunu zlvielu atkkSanai, piereram glaukomas
arstSanai (CA Il un CA XII ar sulfonarda un sulfarita inhibitoriem), kermeana masas
regukSanai (korpulencei) (CA II, CA VA un VB), akpretkrampju idzeKi epilepsijas un
dazidos neiromuskaras daribas traugjumos (CA VIl un CA 1), kK ai neskaidmu audzju
arstesars, kur iesaisti membansaisitie CA IX un XIl. Ka diurgtiskie idzeKi CA inhibitori
tiek petiti un lietoti jau 50 gadus.

1.2.3. Oglskabes anhidrazes ligandi un inhibitori
1.2.3.1. Sulfonafda grupu saturoSie inhibitori

Labako dazdu CA izoformu inhibitoru pamatir sulfonamda vai sulfarata grupu

saturoSi atvasiumi, kas koordia cinka jonu enima akivaja centé (skat. 1.10. att.).

1.10. att.CA inhibitora kaum ata (35) sulfonamda grupas koordineSaras ar cinka jonu [4]]
22



Plagik paZstamie anhidizes inhibitori ir acetazolaiis (36), metazolamds (37),
etoksiazolamds (38), sultams (39), dihlorfenanids (40), kaunats (35) (skat. 1.11. att.).
Acetazlolarnids (36) tiek pardots ki anti-glaukomas gents ar prdoSanas nosaukuniiamox
un uzada kataitisko aktivitti apgabal no 5,7 nM (CA XillI) idz 200 uM (CA 111).

0O O. \
SO,NH, l}l‘l}l N-N
. \
CH,CONH S)\SOZNHZ c|-|3co|\1¢(\s)\sozNH2
35 36 37 soNH,
N
/@[ H—SO,NH, { /‘N@SOZNHz
EtO S S, cl SO,NH,
38 © 0 3 a0 ©

1.11. att.Dazi plagk pazistami CA inhibitori

Lielaka dda So atvasijumu neuzida selektiviiti uz noteiktiem CA izoenmiem,
piemeram, klasiskie inhibitori 36-40, glaukomas arstSara izmantotie sulfonamali
(dorzolamids (41) un brinzolarids (42) un indisuims (43)), ir ar izteiktu afinifti uz 9
izoenazmiem: CA Il, VA, VB, VI, VII, IX, XII, XIII, XIV [3 3].

NHEt NHEt
H SO,NH,
| D—S0,NH, | D—so,nH, o / H /©/
w S \\\\\u \S
Me™ /S{ MeO(CH,);" 7S S N
O o O o @)
4l 42 43

1.12. att.GlaukomasarsteSam izmantotie CA inhibitori

Ka redzams 1.3. tabulpiemirgtajiem savienojumiem selektigie starp diviem

izoenZmiem ir samdra vidgja, vislalako selektivititi uzrada indisuims (43).

1.3. tabula
CA inhibitoru 38-45 aktivit aSu ertibas, noteiktas ar CQ hidrat acijas metodi [42]
NI Savienojums K, (nM) Selektivitates \ertiba
cCA | cCAIl  cCAIX K, (cCAIK, (cCAIX)

1 acetazolanus (36) 250 12 25 0,48
2 metazolamds (37) 50 14 27 0,52
3 dihlorfenamds (40) 25 8 34 0,23
4 dorzolamds (41) 1200 38 50 0,76
5 brinzolamds (42) 50 000 9 52 0,17
6 indisubams (43) Nav testts 3 37 0,08
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Viens no galvenajiemiriza uzdevumiem jauno CA inhibitoru mekimos ir iegit
selektvus CA 1X, CA XllI izoformu inhibitorus, kas iesaistaudzja Sinu augSanas proces
nodro3inot H jonus, hidratjot CO,. Vides pH audgu 3inas ir par — 0,51tz 1,0 pH @tibam
zeniks ka aplartgjos audos, un uzskata, ka CA IX izoang nodroSina audm sinam
nepiecieSamo sko pH [42].

Ir sinte£ti santra selekivi sulfonamda grupu saturoSi uz trimma cikla zeti CA IX
inhibitori 44-46, un to inhibitoru aktiviates noteiktas uzm CA izoforram cCA I, cCA Il un

cCA IX. Savienojumi sintegti no ciarurhlorida un sulfanilanda atvasigjumiem.

SO,NH, SO,NH,

SO,NH,
HN ) HN )n )
n HN
NS i&i )%N
L “ ﬁ\
NR{J\N NR, e NN m SR by, )\ z R=H vai Me
n=1 vai 2
44 45 46 m=1 vai 2

1.13. att.Selekivi CA IX inhibitori

Jaunie triaina atvasiajumi uzada K vértibas uz cCA | 31-8500 nM al&, cCA Il 14—
756 nM un cCA IX 1-640 nM. @rsteidzoSi, ka iegfie triazna grupu saturoSie inhibitori
uzrada selektivisti tiedi uz CA IX. So savienojumu selektiaté ir idz pat 32 reizm lielaka

par klasiskajiem inhibitoriem acetazola (36) u. c. savienojumiem [42].

1.2.3.2. Citi oéskabes anhidizes inhibitori

Odiskabes anhidizes inhilgSanas procéssavienojums koordijas ar cinka jonu,

blokg&jot iesfEju pievienoties enma subs@itam. Ka CA inhibitori var kit ai  sulfata, nitiata
un karbo@ta anjoniem izostiskie un izolektriskie anjoni, piegnam, hloéts, perhlodts,
bromats, jodits, perjodts, silikats, bismuits, vanadts, molibdits un volfranats. Tie ipat ka
CA kataliztas CQ hidratcijas produkts — bikarbata jons, spj koordirgt cinku akivaja
centa [40].

Nedaudz sadaks CA Il inhibeSanas meinisms izgtits tioksolona(47) gadjuma.
Petot melanismu autori atidjusi, ka tioksolong47), pievienojoties akvaja cents, sakuma
tiek hidrolizzts ar CA 1l [gc esteru hidrakes mehnisma, izveidojot 4-merkaptobenzil-1,3-

diolu (49), ka starpsavienojums veidoj&s2,4-tiofenil)hidrogntiokarborats (48):.

OH
HO / HO
e — "l 00 .2
S E} HO™ ~OH
SN SH
47 48 49 50
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Hidrolizes produktad9 tiola grupa koordigjas ar cinka atomuadgjadi klastot par
inhibitoru. Ta ka &da veida pre-inhibitoru ma@hisms ir atkaigs no esteru saitegeiSanas,
tas specifiski atdriba no sulfonartda savienojumiem, gpinhib&t noteiktas CA izoformas,
kas %€l estera saiti [32].

Organismos notiek dagm CA aktiviites reguicija. Odskabes anhidize ir tieSi
saisita ar procesiem, kuros piedaltis produkts — bikarbamta jons, pieraram, oksaloaceta
parvertibas par pirudtu vai Ac-CoA, la an taukskibju sin€ze no Malonil-CoA tiek izdats
CO,, bet Ac-CoA sintzé par malonil-CoA nepiecieSams Hg(bns. Nosauktajos procesos
nepiecieSama vismaz divu CA izoamu klatbatne: CA V mitohondrijos un CA Il citosal
[34]. Veikti petijumi par daZdu biolgsisko karboksttjonu ka inhibitoru vai aktivatoru
ietekmi uz CA. Noskaidrots, ka citosoliskcCA | tiek stipri aktiéta ar aceita, oksaita,
piruvata, L-laktata un citéta joniem (Ks=0,1 pM), turpretim fornats, maloats, makts un
benzats ir vaji tas aktivatori (Ka=0,1-1 uM). Citosolisk cCA Il tika vaji inhibéta ar
petitajiem anjoniem (K=0,03-24 mM). Memlansaisita cCA IV visjutigak reage uz
karboksiktiem K; ap 99 nM cititam un oksaltam, 2,8 uM maloitam, 14,5 uM piruatam
[34].

1.2.4. Odskabes anhidrazes ligandu DKB

Dinamiskis kombinatodlas bibliogkas izmantotas aogskabes anhidizes ligandu
identificsSanai. $das DKB rakstuigs tas, ka komponentes viskikZsatur CA atpasanas
fragmentu — aroatisko sulfonardu. Reakcijas veic pH 61idz pH 7 robe¥s 37°C
temperaira, t.i., apsiklos, kas pierroti CA darhbai.

Izmantojot hidraina apmajas reakciju, veidota DKB ardrka enzmu — vCA II:

i
O R
o B Ho 0 N~ ~COOH
N NH2 N~ SCOOH 2 Nx H
—
H *to H - N
R +H20 R

151 R,=H " 53 (a-e) 54a-e R,=H
52 R,=NH,SO, R: a)H, b) Me, c) iPr, d) iBu, €) Ph 55a-e R,=NH,SO,

Bibliotekas komponente52 modeétas, izmantojot aroatisko sulfonarmda dau ka
fragmentu, kas gpsaistties ar CA un hidrana ddu, kas piedal apmaias reakcy. Paratli
veidotas divas bibliegkas ar un bez vCA Il pievienoSanas. Abititg &idumi etiti ar ESI
FTICR MS, ar kuras palzibu noteikti protena - ligandu kompleksi. Negab jonu speké
no\ertotas 5 (savienojumb5a-g inhibitoru - prot&nu kompleksu molmasas. Komponentes,

kas nesat@ja aminosulfonilgruptb4a-e kompleksus neveidoja [9].
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Santra lidziga DKB veidota, izmantojot atkiu &érsmetatzes reakciju.

(0] Ph O Ph
O
~_N CO,CH, A~ N CO,CH,
Q ~ Y Grubbs | 0 Y
O/\/ Ry 57a-c H,NO,S R,
59a-c
H,NO,S Z
56 NYCO ,CH, /©/|L
R,: @) i-Pr, b) i-Bu, ¢)Bn O R, H,NO,S /VQ( CO,CH,
R,: a) i-Pr, b) i-Bu, c) Ph, d) Bz 58a-d 60a-d O

Ar1 Sap petijjuma izmantots aromtiskais sulfonamds ki CA atpazSanas fragments,
bet apgriezenisku reakciju nodrogja termirilie alkéni. Reakcija tika veikta, izmantojot
Grubbs | katalizatoru, taddzsvars iesakds, nofiltrejot katalizatoru un maigims analizts ar
ESI MS negato jonu skedSanu, adgjadi noteikti saisto ligandu — eriima kompleksi [12].

Abas aprakstajas reakcifis amplifikacija netiek nowrota, tikai noteikts enma-—
liganda kompleksa veidoSanas fakts.itiBa Sda metode vaik atbilst parags
kombinatorilas kimijas principam, kur tiek iaga savienojumu biblieka, neizmantojot
apmanas reakciju. Piegram, Sie pasSi autori izveidojuSi kombinasbwi bibliotcku (bez
dinamiska idzsvara iegSaris) no daidam karbonskbem 61a-¢ sulfonarida 62 un

dazdiem citiem ariiem 63, iegistot anidu 64 biblioteku:

N©/so NH,
l
N 3
63

2
61 a) R,=H, R,=Cl
b)R,=OH, R,=H

R;: n-Bu, i-Bu, Bn, (0-Cl)Ph, (m-MeO)Ph u.c.
c) R,=OH, R,=CI

Sadai bibliogkai pievienota VCAIl un, izmantojot ESI FTICR MS gavo jonu
skereSanu un skatoties eimza — inhibitora kompleksu masas, noteiktgdsnkurs saigs ar
enzmu [24].

Odiskabes anhidizes dinamisk kombinatorila bibliottka veidota, izmantojot

paramiceSanas reakciju:

65 R,=H 67a-c 1
66 R,=NH,SO, R, a)Bz, b) H, c) i-Bu 68a-c R,=H
69a-c R,=NH,SO,
Pec lidzsvara iegSaras, $idai bibliogkai pievienota ofgkabes anhidize, la rezuléta

novero aminosulfonilgrupu saturoSo @ 69a-c amplifikaciju. Lai pastipriatu
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amplifikaciju, autori izmanto papildus reakciju, ni@snam pievienojot papildus emau —
proteazi, kas veicina to ardu hirolizi, kas nav CA ligandi [11].

Vel kada DKB veidota no aldediem 71-74 un anminiem 70a-e kas idzsvai veido
iminus75-78(a-e)

R 2
N . -
H 6 6 R;: a)-CO,H, n=0
p

b)-CO,CH,, n=0

e . ¢) -SO,NH,, n=0
71R,: - 75a-e R, -H d) -SO,NH,,n=1
72 R,-i- Bu 76a-e R,:-i-Bu €) -SO,NH,, n=2
73 R,:-OH 77a-e R,:-OH
74 R,:-CO,H 78a-e R,:-CO,H

Lidzsvad esoSu reakcijas maismu sadala dids ddas un vienai diai pievieno hCA
II. Pirms hromatodifiskas andizes tiek iesalgts, pievienojot NaBhl kas iegtos ininus
redu€ Iidz attie@gajiem ariniem. Abi maigumi analizti ar idruma hromatogifiju.
Maisijumam, kud atradis enzms, no¥roja piecu ininu 75d,c,e, 78¢g 76d amplifikaciju (skat.
1.13. att.) [10].

mihf\ _

26 39
time / min
75d
0.06 1
0.04 77a 76d
] 76d 75e 78e
N J L\/
0.00 ¢
time l min time f min

1.13.att. AESH hromatogrammas fdzsvara eso3ai ininu bibliotekai, a) bez cCA Il, b) ar

pievienotu cCA Il

Iminu reakcija izmantota arveidojot nedaudz dctaku DKB. Proti, enzms tiek
pievienots bibliatkai pirms idzsvara ie@Saras. Tad termodinamiskos apklos proténs
izvelas un stabiliz tikai produktus ar augsio afinitati, kas tad arnoved pie to amplifikcijas
un identifikacijas. Labu piereru demons@ viens DKK petijjums, kud paraéli veic divas

iminu veidoSais reakcijas — vienu CA #iiene, otru bez CA. Bc 14 diemm pievieno
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NaCNBH;, kas reakcijasidlzsvaru iesalg] laujot veikt hromatogfisku anaizi (skat. 1.14.
att.) [43].

|
| | ‘
‘ | | | I| *
|L I | } ol |
i oL
i | i | I i} * /| *
A “UL . /{\\ J\'\JI \.\r'i'\_u' Hf”b SN — /\/» A - ~ j\
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I}
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i
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1.14. att.a) Hromatogramma reakcijas maigjumam bez pievienotas CA, b) hromatogramma,

kad reakcijas maigjumam pievienots ekvivalents enima daudzums [43]

Redzams, ka lieka dda komponentu abos reakcijas nijaisos veidojas vieida
daudzum, tau ar ,+” apZméetais savienojums ir veidojas stipri V@kdrreakcijas maiguma,
kuram pievienota CA. Sis savienojums moteikts & labakais CA inhibitors [43].

1.3. Kolageraze

Kolagerizes pieder pie matricas metaloproigém (MMP) — cinka jonu saturas
endopeptidzém. Endopeptiazu funkcija organismir netermiralo aminoskbju pepidsaites
SkelSana. Ts %kel 3 dazda tipa kolagnu, Zelainu (denatwstu kolagnu), dazdus audus un
citusarpus$inas peatus. Katra MMP atpagt noteiktu aminosibju sedbu [44-46].

Zinamas vismaz 28 dadas MMP klases, kuras iedalacpto substta vai atraSais
vietas organism(dazdas literafiras tiek uzadits at&irigs MMP iedaljums) [44-46]:

1) Kolagenzes: MMP1 Interstitial collagenasg MMP8 (Neutrophil collagenage
MMP13 (Collagenase 3 MMP18 (Collagenase

2) Stromelizni: MMP3 (Stromelysin J, MMP10 Stromelysin  MMP11 Stromelysin
3), MMP19, MMP20 Enamelysiix

3) Zelatiraizes: MMP2 Gelatinase A72 kD), MMP9 Gelatinase B92 kD);

4) Membansaisttas kolageadzes: MMP14 (MT1- MMP), MMP15 (MT2- MMP),
MMP16 (MT3- MMP), MMP17 (MT4- MMP);

5) Citas: MMP7 Katrilysin), MMP12 (Macrophage elastage
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Izdala 2 tipu kolageizes gc to funkcijas organism Tips | no Il atgiras ar savu
aktivitati pret kolagnu un singtiskajiem pepadiem. | tipam satizinot ar 1l ir liekka aktivitite
pret kolagnu un zelanu, un zeraka pretisakaskedes peptliem, t&u katram MMP ir da&di
darlibasatrumi, piengram, MMP-13 ge] |l tipa kolagnu desmit reizestrak ka | tipa [44-
46].

Kolagerazes noClostridium histolyticun{ChC) ir enzmu maigjums, dais literatiras
tiek pieskaiits pie MMPS8, citur apskds atsevigi. Individuali izolétas seSas dadas
kolagernazes izoformas no Ch@ (M=68 kDa), (115 kDa),y (79 kDa),c (130 kDa),0 un{)
starp kuam ir gan I, gan Il tipa efimi. | tipa ChC ge] | tipa kolagnu ne&lu no termirala C
ar sekojosu protadi pie termirala N. 1l tipa ChC darbojagdzgi ziditaju kolagenzes daibai
— tie ir sjigi Skelt pirma tipa kolagnu caur vidm tris kédem makromoleku attieaba 1:3
[44].

1.3.1. Uzlmve un funkcijas organisna

Kolagenzes saw star@ galvenolart atkiras ar skaitu un aminosju secbu.
KolageriZzu molmasas vatino 68 kDaidz pat 144 kDa. Kapi visam kolageiazem tapat ka
citam MMP rakstutga papildus kofaktoru - m@ti jonu nepiecieSatha strukiiras stabiliites
nodroSirasanai. ChC satur véggl 1 mol Zn uz molu pro@ma (1 mol/mol) un kalcija saturs
varic no 0,1 mol/molo-kolagerazei idz 7 mol/mol é-kolagerazei. Kalcija jonu Kkitiene
palielinas kolageazes aktiviiite un tiek uzskais, ka tie atvieglo efima piesaisanos pie
kolagena [44-47].

Kolagemnizes ir seldciju dziedzeri, kas $p darbotiesarpus $inas. Zditaju organism
kolagerazes &el kolagena tiskarSo spidli 1:3 ddas. Rtijumi piedijusi, ka kolagefzes
atritina kolagna aminoskbju virknes spili pirms atsevigu virknu &elSanas. Kolagha
makromolekud atkartojas setba: -R-Pro-X-Gly-Pro-, kur X ir neidfa aminoskbe.
Kolagerize specifiski Ke] -X-Gly- pefidsaiti Saj sekveng&. Enams $idu setbu atparst af
denatugta kolagena un citos polipeptios [45].

Cinka jons kolageizes akivaja centa tiek koordirets trigoralas bipiranidas veid ar
divam histidna un vienu glutafta molekulu vai tis histidna molekuim atkarba no MMP.
Ka ceturtais ligands ifidens vai hidrokisla molekula (atkaba no pH), kas veic nukldb
uzbrukumu karbonilgrupai peisaites elSanas meimisma. Papildus pie cinka saitt tdens
molekula veidoudenraza saites ar blakus eso§lutanata (Glu 198) karboksita ddu.
lesgejams pat veidojas divasdenraza saites. & saisttai adens molekulai tiek pastipitas

nukleofilasipadbas, kas sp skelt pepidsaiti (skat. 1.15. att.) [8].
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a) His

1.15. att.Kolagenmazes akliva centra uzbive: a) visg@rigais kolagerdzu aktiva centra attels [8] b)
kolagerazes 3 (MMP13) [6]

Kolageraizes ir atbildigas par nor@lu Sinu augSanu saistaudos, @nto pastipriata
darliba var izraig afn audzju veidoSanos. Paaugstta kolageazes daudzums var veidoties,
piemeram, iekaisumu un audiz Sinu metasizu gadjuma. MMP veicina vienu auduagu
izplatSanos uz blakus esosSajiem audiemtds nornali notiek ievainojumu didanas procas
embriorilo audu afistiba, tatu Sis process aseknt audzju Sinu metastzu veidoSanos [46,
48].

Nepareiza metaloprotéihu darliba izraisa ne tikai audp veidoSanos, bet mcitas
audu slimbas, to skait, dasdas adas slinibas. Reimatiskais afts veidojas keratinata
trakuma @], kas saists ar | tipa kolagna matricu, & afi, pieneram, acs radzenesilas
veidoSa#ds ir parmerigas radzenes kolageres daribas rezultts [46, 48-49], 2pec arvien

tiek mekEti kolagerazu darbbas aktiviti regukjosi savienojumi.

1.3.2. MMP inhibitori

Metaloenzmu un MMP inhibitoru daribba balsta uztdens molekulas aizvietoSanu
enZma akivaja centd un koordiracijas sgju ar cinka jonu. Atkaba no cinka hel&joSas
grupas, tos var iedalkarboksiitos, hidroksamtos, tiolos, fosfora saturoSos ligandos un
sulfonamdos [50]. MMP visspcigak inhibé hidroksanati, to koordireSaras metanismi tiks
apskaiti 1.4. nodéa [6, 8].

Zinamakie MMP inhibitori ir adi hidroksamati, ka Batimastat79, Marimastat80 un
tiem struktuali loti lidzgie, ki af Cipemastat81, kuri jau Sobid ir kliniskajos ptijjumos.
Pedgjos gados tiek sinté jauni hidroksaratu inhibitori, kas irN-sulfonil-a-aminoskbju
atvasirajumi 82, 83, kuri uziada liekku selektivititi starp metaloproteizem (skat. 1.16. att.)
[50].
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1.16. att.Hidroksamatu MMP inhibitori

Fosforu saturoSie cinka metalogna ligandi, k afn karboksikti
sulfonilfunkciju

iiti pec struktiras ir
Iidzigi hidroksamtiem. An fosfatu un karboksitu ,jauras paaudzes” ligandi satux-

kas paaugstina to selektifat pret noteikim MMP un pastiprina
koordireSaras sEju (skat. 1.17. att.) [50 51]

MeO

uoE
0]

83
1.17. att.N-Sulfonilfosfata un N-Sulfonilkarboksil atu tipa ligandi

[51].

Sada veida savienojumu koorditiju enZmu akivaja centé labi demons# liganda
funkciorala grupa (hidroksaats, foshts, karboksiits) atkirigi koordirg tieSi cinka jonu

84 un MMP-1 kompleksa shematisks eadjums (skat. 1.18. att.)

tiesa katra veida

Pro

T8
N. AL
185 H U Zn-~
IIe191< Ser

218
. n<
227 His,,, \ s
i | His
189 HiS 228 His g 22
GIy192 SZ
1.18. att.Liganda 84 — entma MMP-1 komplekss
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Tiolu grupa ir viena no spigakajam cinka jonu hel&osam gru@mm, bet tiolu
inhibitoru lielakais mnus ir to nestabilite gaisa Ktbatng, kur tie viegli oksidjas. Dazu tiola
funkciju saturoSu MMP inhibitoru strulkifformulas attlotas 1.19. a#la.

1.19. att.Tiolu funkciju saturoSi MMP inhibitori

Mazak popukri ir uz pirimidina un pirola Bzes veidoti inhibitori (skat. 1.20. att.).
Pirimidina atvasigjums 87 uzm@da aktiviati uz MMP-13, MMP-2, MMP-9. Pirola
atvasirajums88ir loti selektvs tikai uz MMP-2.

g7 © o} 88 Me” N0
1.20. att.Pirimid ina un pirola atvasinajumi — MMP inhibitori

1.4. Hidroksamskabes un to atvasijumi

Hidroksamskabém pedgjos gados tiek piedrsta liela interese, jas uzada samra plasu
biologisko aktivitaSu loku un satizinoSi zemu toksiciti. Dala sastopamo hidrokmskabju
un to atvasigjumu funkcija ir dzelzs jonu transpastina cauriéu membinam [52].

Hidrokamskabes var pasvet tris tautomdro formu veid (skat. 1.21. att.):
a) N-hidroksilamda forma, b) iminola formaafhidroksiok3ms), c) nitrozo forma (nitrozo-
spirts). Turkit, anida un iminola formai pa® E- un Z- izomeri [53]. Tautongro formu
sadaljums var ietekrét hidrokeamskabju kimiskas ipadbas un biolgisko aktivitati, 1paSi
helagSanas sgju. Udens vi@ stabikka ir N-hidroksilanina tautonara forma [54].

o) OH OH
RJ\H,OH > R)\\N,OH > R)\N”O
a b c

1.21. att.Hidroksamskabju tautomer as formas, to stabiliites samaziaSans setba

Hidroksamskabju biologiska aktivitate balsis uz to spju koordiret metla jonus
(visbiezk Ni(ll), Fe(ll), Zn(ll)) metaloprotenu akivaja dda. To inhitejosa aktivitate ir
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parbaudta uz diem prot@éniem ki ogiskabes anhidize (CA), kolagegize (ChC), termolimns,
aminopeptidzes, botuha neirotokss un ciim metaloproteiazem [52].

Ir noskaidrots, & notiek hidrok8mskabju mijiedarhiba ar metliem, piengram, Zn(ll)
metaloproteifzés. Sikuma hirdokssmslkabe O,0O-bidentta veidi koordirgjas pie Zn(ll), kurs
ienem trigorilas bipiranmidas formu. Bc tam veidojasidegraza saite starp koorditas
hidrokamskibes N-OHudearadi un skbeka atomu blakus eso&aglutaninskabe. Pedgjais
posms lieikaja dda gadjumu ir Vel vienastidenraza saites veidosamstarp hidrosimskabes
NH grupasudegradi un netlu esofis aminoskbes skbela atomu. Rezuita tiek iedits
eneggtiski izdevigs pieclocela hefita komplekss (skat. 1.22.a, b att.) [6§d8 koordiacija
no\erota odskabes anhidizes, kolageizes un botdha neirotokma serotipa A gapima.

Cilveka histona deaceilite (HDACS8) afl, hidrokeamskabei koordirgjoties, veidojas
0,0-bidentita komplekss urmidenraza saites no katra NHOH protona ar diviem hiséd

slapela atomiem (skat. 1.22.c att.).

o ’,/\\N\‘)\ /»*‘“,l~~\~ HIS /If’
N N -t
HI K )ﬁ Thr OC ,
Q HN —
: \;N\\ N/
H o I

\ H o H
N \N R H o7
OO H-0” ‘\< HIS\(\N“"H\ , \\< ; b
(0] / 0] e} O—,\ ~
Y \ 2 N—Z \ e N R
o His/zT\AA His/zT\His : /Zr;iH'
His His His o IS o6
His ;4
YV o) R = alkyl/aryl d) R = Me, CF,

1.22. att.Hidroksamskabju mijiedarb 1tba ar Zn(ll) metaloprotein azes fragmentu a) CA vai ChC,
b) botulina neirotoksna serotips A, ¢c) HDACS, d) CA [6]

Odlskabes anhidizi saturod iduma, hidrokmskibes var veidot acetohidroksata
ligandu, kas saig$ pie Zn (Il) ar deprotato shpela atomu, kas ifpaSs hidroksaata —
metla saisitSanas veids bkamija (1.22.d att.). Parastiada koordinacija tiek nowrota
hidroksamskabju — Ni (1) kompleksos [5, 7].

Sadu koordiracijas veidu pirmoreiz aprakj petijuma par acetilhidrokamskibes un
trifluoracetilhidrokamskabes  koordiaSanos CA Il akvaja centd. Veicot abu
hidrokamskabju veidoto enima-inhibitora kompleksu rentgenstraidnaizes, noskaidrots,
ka abas hidroksnskibes neveido 5-locé& kompleksu, &ds apraksts ieprieks, bet gan

saistis ar cinku tieSi ar jonéto shpea atomu (skat. 1.22.d un 1.23.a att.) [7].

33



/ ' o
Thr199 N\ /
|_‘| Thrlgg N\
O H
H 0 o |
o | F H S
a N L
) H N c b) - o/k
W F H \\O
zn2” zn”
~ AN
His o7 f His o4 His 94/ / His g5
His |4 His 110

1.23. att.Shematiska a) trifluorhidroksamata un b) hidrogenkarbonata saistSaras ar Zn jonu

CA aktivaja centra [7]

Trifluoracetilhidrokémskabes gaguma papildus veidojas F-Zn koordicija. Sida
kompleksageometrija ir idziga trigoralai bipiramdai, kur sipeka atoms un His-199 kalpo
ka akshklie ligandi, bet His-94, His-96 un flora atomsa lekvatorilie ligandi. Gan
acetilhidrokamskabe, gan trifluoracetilhidrolkisnskibe veidotdegraza saites ar Thr-199.
Loti lidzigu stvokli var norot enZma-produkta (bikarbaia) kompleks 1.23.b att. [7].

Nemot \&ra, ka gan hidroksmskabes, gan sulfonaidgrupa spj koordirgt cinka jonu
akfivaja centd, sintezti un etiti savienojumi 89. Autori af parbaudjusi N-
sulfonilaminohidrokamskabju 90 ar daZdiem aizvietadjiem Ry, R, un R, kuros iekautas
abas 1 grupas, spu inhibét dazdas metaloprotefizes, t.sk. CA un ChC (skat. 1.24. att.).
Kopa iegati un parbaudti vismaz 30 daxi potenciilie inhibitori [8, 55].

0
R
o O O R HO !
W on HO N Lo Y o
RN N "s7 P WNHIS-p
H R zn.
1 R AN
3 His 7 | His o
89 90 His L,
A B

1.24. att. a) Petito hidroksamskabju 89 un N-sulfonilaminohidroksamskabju 90 visgariga

strukt @ira; b) paredzeta hidroksamskabju koordin é5ars ar metila jonu CA aktivaja centra [8]

Autori pienem, ka 8di savienojumi aktvaja centd koordirgjas ar metla jonu,
izmantojot sipeKa atomus, ilzigi ka trifluoracetilhidrokamskabe (skat. 1.24.b att.) [8].
Dazu iegito savienojumu Kuz CAIl un ChC paditas 1.4. tabal
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1.4. tabula

N-Sulfonilaminohidroksamskabju 90 inhibeéSanas konstantes

Ki (nM)

Nr. R R, R ChC cCAll
1 H- 4-(NG,)-Bn- 4-MeO-Ph- 24 170
2 Me- Bn- GFs- 6 84
3 i-Pr- H- 4-MeO-Ph- 103 39
4 i-Bu- Bn- NC4Fo- 8 116
5 Me- 2-CI-Bn- GFs- 11 >200

Savienojumu aktivitte uz CA noteikta, izmantojop-nitrofenilaceta @ENFA)
hidrolizes reakciju & konkugjoSu reakciju erima akivaja centd. EnaZms bez inhibitoru
klatbatnespNFA hidrolize loti strauji, t&u, ja &iduma ir inhibitors, process norit daudak
lenak. Aktivitati uz ChC nosaka, nosakot sitiska peptda FLGPA (furilacriloil-Leu-Gly-
Prop-Alanns,91) skelSanag&trumus inhibitora Kitierg [8,56].

Jau Sold hidrokeamskabes tiek izmantotasakzalvielas [52], piemdram, ,Desferal”
(92) tiek izmantots, lai izvatli dzelzi no organisma vai ,Bufexma¢93) tiek izmanots &

pretiekaisumaitizeklis.

OH o) 0 OH
o)
H,N N Ny yN.__Me SN
R S G e Tt
OH o) OH 0 0 N-OH
O:$:O H
Me 92 93

1.25. att.,Desferal” (92) un ,Bufexmac” (83) struktiras

Ne tikai hidrokamskabes, bet arto aciktie atvasigjumi — N,O-diacilhidroksilanini
tiek uzskatti par potendlam zalvielu funkcioralo grupu sagtvdaam.

Pientgram, da#di hidroksilaminu atvasijumu, tai skaé N,O-diacilhidroksilanini
94b un 95b (skat. 1.26. att.) eksperimentos arépeluziida pretiekaisuma un pretatgas
ipasbas [57]. KadlskabesN-hidroksilamdi 96a-d uziada aktiviati gan uz graugu, gan uz

cilveka veza $inam [58].

0 R: a) -H
o b) -COCH
@ $ RO A CHs
N o) N o) H R;: a) acetil-,
o o 0 b) benzoil-,
N R N R /& c) 4-morfolin-karbonil-,
H H Ph” 0O d) 4-Me-1-piperazin-karbonil-
94a,b 95a,b 96a-d

1.26. att.Petito hidroksilaminu un N,O-diacetilhidroksilaminu struktiras [56]
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2. REZULTATIUN TO 12V ERTEJUMS

2.1.N,O-Diacilhidroksilaminu DKB izveidoSana un izfgte

2.1.1. DKB komponensu sirdze
Dinamisko kombinato#io biblioteku izveidoSanai nepiecieSam hidrokamskibes

tika sinteztas no aktigtam karbonskbem (metodes A, B) un karboraju hloranhidrdiem
(metode C) reakdjar hidroksilarinu vai O-tetrahidropiranil-aizsa&gu hidroksilaninu (O-
THP). Karbonskbes tika aktigtas, izmantojot divus akt¥joSos regentus -—
karbonildiimidazolu (CDI — metode A) um-(3-dimetilaminopropil)N-etilkarbodiimda
hidrohloiida (EDCI) un hidroksibenztriazola (HOBT) mgiemu (metode B).

Ta ka DKB izveidei tika izmantotajoti mazas hidroksnskabju koncenticijas, tad
merkis bija iedit hromatogifiski tirus subsfitus, lai noerstu sintzes blakusproduktu
iesgejamo ietekmi uz pracileSaras reakcijasitizsvaru un amplificijas noteikSanu.

Aktivetas karbonskbes 97a-b neizokjot tas no reakcijas vides, un karboabju
hloranhididi 97c reasgja ar hidroksilammu (@88 vai O-tetrahidropiranil-hidroksila@mu
(98b) ka nukleoflu, veidojot attietgi hidrokesmskabes 99a vai O-THP aizsargtas
hidroksamskabes99b:

NH,OR
O (0] Q fe) 2= (0]
98a-b R:a) -H;
RJ\N/\\N vai RJJ\O/N\N,,N vai RJ\CI —_— RJ\N’OR 1 b) -THP
l~/ H
97a 97b 97¢c 99a-b
metode A metode B metode C

Tetrahidropiranil-aizsarggrupa (THP) tiek izmaatojo ieditas O-THP aizsargtas
hidroksamskabes99b ir vieglak atfirit no akti\gjoSo regentu rad@ajiem piemaigumiem.

Parasti THP-aizsarggrupa tiek keEa dazu stundu laik skabos apsiklos (1 M
HCl/dioksans vai TFA/DCM) un iegto hidrokeamskabi 99a atdala no blakusproduktiem —
skabes (izmantojot &zisko ekstrakciju) un 5-hidroksipentda (101) (mazgjot ar&teri):

9 0
+ HO
R)J\N,o M R)J\N'OH .\ HO . \/\>
H o H o) Ox
99b 99a 100 101
legatas hidrokamskabes 102 — 109 to raksturojums un sigitu izrakumi apkopoti

2.1. tabud. Dg] vairakkartgjas attriSanas un dazu hidrakmskabju lakks idibas taden,
izolgtie un atiritie hidroksimslkabju izrakumi s\arstas no 261dz 85%.
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2.1. tabula
Sinteztas hidroksamskabes un to raksturojums
AESH

. Sinte Iznakums, T..°C  AESH
Nr. Hidroks amskabes struktira Intezes Zhaxums tiriba, k S.
metode % % tr, Min
(0]
.OH
102 QAH A 41 99 157 7.4
~o
0]
.OH
103 QAH A 28 99 145 8,3
o 1
104 U/L”/OH A 28 99 121 2.6
(0]
105 ‘N\ ”'O” A 47 98 - 4,0
=
(@]
_OH
106 QA” A 26 92 132 6,5
NC
o~ o)
107 @MHOH A 85 97 130 9,5
i THP: 36
.OH .
108 @AH C HS: 59 98 - 51
(e}
OH THP: 52
N
109 . Q)LH C He: 73 99 172 7,8

N

Acilétas hidrokamskabes jeb N,O-diacilhidoksilamini 110 ir otra komponente
dinamisko kombinato#lo biblioteku izveict. Diaciletie hidroksilanina atvasigjumi ieggti,
acilejot hidroksamskabes 99a baziska vide ar atbilstoSo karbonskes hloranhiddu 97c
(metode A) vai ekiskabes anhididu (111) (metode B), k ai izmantojot ar EDCI un HOBT
aktivetas karbonskbes 97b) (metode C):

O o} ELN (0]
Hyons Ay B Lo s

Cox = wow Oy
99%a 97b-c, 111 110

legatas aciktas hidrokamskabes112a, 113a-g, 102-1074d0 raksturojums un sigtu
iznakumi apkopoti 2.2. tabal Sin€zu izrakumi svarstas no 10 — 97%. Kblakusprodukts

sinttzes ga#t visbieZk veidoas N,N,Otriaciléts hidroksilarins.
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2.2. tabula

Sinteztie N,O-diacilhidroksilamini un to raksturojums

\ N,O-Diacilhidroksilamina Sintézes lznakums, AESH T,,°C AESH
r.
strukt @ra metode % tiriba, % tr, Min
O
112a ”/OOY B 83 99 106 10,9
P
113a H'OOY B 20 98 - 2,3
(6]
113b M0 A 17 99 144 10,7
H O
o /‘
113c NN A 96 99 - 3,0
H (6]
(e}
113d H‘Om/\© A 54 96  110-116 9,9
O
O l\
113e Aoy o A 10 97 92 59
O
(0]
113f PN B 61 98  167-169 11,2
H
O
o Cl
113g ANon@ A 66 99 143 11,3
H (6]
(6]
102a /@AH’OY B 56 99 98 99
\O O
O
103a Q)LH’OY B 76 97 115 10,6
o
o O
104a ® H/OCT B 97 93 - 6,6
O
105a NN Y B 23 97 - 8,6
Pz (6]
(0]
106a QAHDW B 48 97 132 96
NC ©
o~ o
107a B 41 97 124 115
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2.1.2.N,O-Diacilhidroksilaminu paraciléSanas reakcijas izggte DKB izveidei
Darba narkis ir izpetit N,O-diacilhidroksilaminu A;, B, paraciléSaras reakciju, K

potencilo apgriezenisko reakciju dinamiskkombinato#las kimijas @Etijumiemudens vid:

(0] (6] o) o
C
RA)J\H/OH + RB)J\H/O\g/R RA)LH/O\H/RC + RB)J\H/OH
6]
A B, A, B

Udens vi@ ka blakusreakcija ieggamaN,O-diacilhidroksilaninu A;, B; hidrolize, K
arn deprotortu N,O-diacilhidroksilaminu A, B; Losena prgrupesSaras.

Lai parbaudtu reakcijas pierotibu DKB izveidei, tika analiétas literatira [1] minétas
prasbas unis attieciratas uz acilgrupasapneses reakciju:

1) Reakcijai jbit apgriezeniskai pigemana laika skai. Ja komponesin bis at%irigs
blakusreakciju atrums, neno#ros lidzsvara iedBSanos, dpec maksinali batu jacensas
samaziat N,O-diacilhidroksilamnu hidroizes atrumus un jizvairas no laziskiem
apstikliem, kas veicifitu pargrupeSanos.

2) Lidzsvara reakcijaiapat savietojamai ar temfitla, respeklvi, enaZma pievienoSanas
apstkliem. Tapéc nepiecieSams reakcijuctit adens vi@ vai bufergiduma, enZmam
pienerotos pH apsklos, istabas vai fiziolgskap temperaira.

4) Visam bibliottkas komponegtn jabat isto&m analizjamap vidé. Ta ka daudzu
organisko savienojumuktiiba aden ir visai ierobezota, tadi$ uzlaboSanai pievieno nelielu
daudzumu DMSO. Da#bar enzmiem maksinalais pidaujamais DMSO daudzums ir 5% no
Skiduma tilpuma [10].

5) Reakcijai jbut apstdinamai — iesaldjamai, lai kitu ies@jama komponentu
izoleSana un an#@e, t&u ta ka nav [Etitas acilhidrokamskaibju paracilcSaras un
blakusreakciju apatlinaSanas metodes, tad reakciju mamiem uaemtas hromatogrammas

pec noteikta laika bez papildus komponentudgahas vai apgites.

2.1.2.1. Anakzes metodes i&e
Reakcijas gaitas &ajumiem un 1idzsvara noteikSanai visbiEg izmanto

kodolmagutisko rezonansi vai kkdruma hromatodifiju. Izvertejot abas metodes [59],
secirats, ka AESH ir piererotaka metode reakcijas gaitas soaSanai, jo:

1) vairaku bibliotkas komponensu ggadma KMR spektru interprecija Klatu
saregitaka daudzo sigilu del, turpretim AESH katra komponente dod tikai viengnslu.
Turklat, enZms pirms anatém bitu jaizolé no reakcijas vides, lai izvaios no enuna

sigraliem spekits;
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2) izmantojot KMR nepiecieSami vismaz 3 mg katrasmgonentes, bet AESH
nepiecieSams mak ka 1 mg. lidzsvara hdi temphts (proténs) tiek pievienots ekvimaila
daudzum, tapec velams &idumus gatavot makas koncenticijas, kas samazitu petjjumu
izmaksas;

3) ka batisku faktoru min af aparalras pieejanba, kas AESH gapima ir daudz
atbilstoska %da veida ptijumiem.

Ta ka AESH par kuggo fazi izmanto ACN/bufer§idums (mazas konceatijas skibes
Skidumus (0,1% KPQy)), tad bija nepiecieSams #&ft, vai eluenta sistmas pH izmaja
neietekne paracileSaras reakcijas izsvaru, jo hromatogrammas tieknemtas neapturot
reakciju, bez jebidas papildus komponensu izéhnas vai apgites.

Tam notikam divas vieadi pagatavotasapacileSaras reakcijas un hidrades reakcijas
(substatu sakotneja koncenticija 0,5 mg/mL) tika analitas, k kusigo fazi izmantojot gan

ACN/0,1% HPQOy, gan ACN/HO:

H,0,
ist. temp.

0 H,O, 0 o)
/U\N’O\ﬂ/ isi.temp. /U\H/OH + HOJ\

H 5 —

113a 113 114a

Ar hromatogifiskajiem Etijjumiem tika piefidits, ka anakes ga#i izmantois
kustigas fazes pH latiski neieteknd paracileSaras un hidradizes reakcijuatrumus (skat. 2.3.
tab. 1.-2. un 4.-5. rinda). &a nemams fakts ir tas, ka, ja reakcijas veic 0,1%dicfibes
Skiduma (pH=2), racileSaras reakcija praktiski nenotiek (skat. 2.3. tab. iBda), t&u
hidrolizes reakcijagtrums hitiski netiek ietekrats (skat. 2.3. tab. 6. rinda)adgjadi vides

skabuma palieliaSana vagtu tikt izmantota, lai aptétu paracileSaras reakciju.
2.3. tabula

ACN/H ;0 un ACN/0,1%H PO, gradientu sisemu sakdzinajums

Nr.  Skidinatajs AESH kustiga faze Hidroksamskabes 112 konversija, %

5min 30 min 2h 3h 6h 24 h
1 H.O ACN/0,1% HPO, 0 15 45 51 53 47
2 H,O ACN/HO 0 16 37 49 50 47
3 0,1 % KHPO, ACN/0,1% HPO, 0 0 0 0 0 3

Acilhidroks amskabes 113a konversija, %
Skidinatajs ~ AESH kustiga faze 5 min 2h 4 h 24 h

4 H.O ACN/0,1% HPO, 6 9 11 32
5 H.O ACN/HO 6 9 10 30
6 0,1 % HPO, ACN/0,1% HPO, 6 10 12 36
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2.1.2.2. Reakcijas dinamikastfjumi

Ja nenotiktu blakusreakcijas, reakcijaz$vars izpaustosaknemainga visubibliotekas
komponensSu koncentija laika, tatu pétamaja reakcip viens no hidrakes produktiem ir
hidrokeimskabe (skat.2.1. att. A, B), kas no jauna pieds paraciledaris reakcii. Saj
gadjuma hidrokssmskabju (A, B) koncenticija reakcijas gait pieaug, bet N,O

diacilhidroksilanminu (A1, B1) koncenticija samazias.

2.1. att Hidroksamskabju paracileSaras reakcijas visgareja shema, A, B — hidroksamskabes,

A; B; —O-acilhidroksamskabes, C — no acilgrupas veidojusies karbongke

Citas literatiras apskat (skat. 1.1.1. nod.) aprakiss lidzsvara iegSaras noteikSanas
un prbaudes metodes (izveidojot divas \ddas bibliotkas ar af§irigiem gkuma
substatiem, nomainot reakcijas apkius, vai izotjot vienu substtu) blakusreakciju &
petamajai reakcijai nav iegpams izmantot.

Ja hidroizes atrumi ir safdzinoSi nelieli un abiemN,O-diacilhidroksilaniniem
saidzinami, ir iesggjams raistret N,O-diacilhidroksilaminu savstargjo dinamisko
mijiedarlibu un idzsvaru, dpec reakcijas gaitas &tbSanai un dinamikas noteikSanai tika
izmantots _tikai N,O-diacilhidroksilaminu (A1, B;) koncenticiju attieabas, neemot \&ra
hidroksamskabju (A, B) daudzumus.

N,O-Diacilhidroksilaminu (A, B;1) savstarpjais lidzsvars bs iesjies tad, ja attieba:

[B] vai [A] _ konst., (2.1)
[A]  [B]

kur [A4], [B4] ir N,O-diacilhidroksilaminu koncenficijas reakcijas maigima, klus konstanta
laika.

Vairakkomponentu bibliagtkas N,O-diacilhidroksilaminu savstargjo dinamiku var
aplikot ka katra atseviga N,O-diacilhidroksilanmina koncentcijas [A,] attieabu pret kopjo
reakcijas maiguma esosSd\,O-diacilhidroksilaminu koncentaciju summud [X ] laika:

Weone = Z['[A;(] ] | (22)

kur mkonc. — koncenticiju attieagbas.



Darta  apekinos izmantoti N,O-diacilhidroksilaminu ~ AESH  absorbciju
hromatogrammu sigiu laukumi, kuri ir proporcio@li maisijuma esoso vielu konceraeijam,

Iidz ar toN,O-diacilhidroksilaminu savstargjo dinamiku var atlot ka ws izmaiu laika:

(o, = —rshe (2.3)

z (San Ac

kur Sys.ac— katra atsevi@ N,O-diacilhidroksilamina hromatogrammas laukunis(Syus-ad
reakcijas maiguma esoSd\,O-diacilhidroksilamina hromatogrammu laukumu summa.

Pieneram, reakcijas, kur hidrokmskabe 102 regse ar N,O-diacilhidroksilanminu 1033
acilcto komponentu attigbas laik at€lotas 2.2. atla.

pH=7,5
NaH ,PO, buf. /@/‘k
103a 102a
0g 1
0,8 -
©=0,67- 0,67&™"
0,6 - ;
¢ 102a
0,4 : o =0,33+0,67¢'" ®103a
0,2 - |
0 I tirazsv, I " laiks.h
0 2 4 6 8 ’

2.2. att. N,O-Diacilhidroksilaminu savstarggjas dinamikas grafiska ateloSana un lidzsvara

noteikSana

Praktiski iegtos punktus grafik var aprakst, izmantojot eksponentes vigojumu,
kurS optimizts, izmantojoSolverfunkciju MS Excelprogramm.

N,O-Diacilhidroksilamina 103a kurS tiek pievienots reakcijas akaima,
hromatogrammas sigala laukuma attiegbu pret abuN,O-diacilhidroksilaminu laukumu

summu iegtos punktus laik apraksta vieidojums:

O=0H(00-0)E, (2.4.)
kur, w, = (Soal lidzsvara ldi, w, = (Seal reakcijas akuma, t — laiks, k —
02a + S.l.04a S.I.O2a + SlOSa

N,O-diacilhidroksilaminu savstar§ja lidzsvara konstante.
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Bet N,O-diacilhidroksilamina 102g kur$ reakci veidojas, sigala laukuma attiebas
pret abu diacilhidroksilamu summu iegtos punktus laik apraksta viexdojums:

O O O™, (2.5.)

No teiké izriet, ka reakcijas dinamiku ir ie§ams raksturot, izmantojot tika\l,O-
diacilhidroksilaminu savstargjas attie@bas laik. Teoftiski Sada vieradojuma gaguma
reakcijas idzsvars iegjas laild t., tau DKK petjumiem N,O-diacilhidroksilaminu
savstarpja dinamika ir pietiekama, jeb nogtx N,O-diacilhidroksilamnu savstargjais
lidzsvars bs, kad w=w., jeb konketaja pientra, kad »=0,67. Pievienojot enmu %dai
dinamiskai sistmai, latiika liganda amplifikicijas radtas idzsvara izmaias his uzskatmas
un kvantitaivi novertéjamas. Nosatu lidzsvaru var aptuveni néséet pec grafika, nolasot
tiigzsw, Kadw=0,66 (vizuli, Itkne Kust paratla x asij). Apskaitaja reakcip tjgzsy=3,7 h.

2.1.2.3. Reakcijas ap#iu izverteSanandens Eidumos

Vides pH ietekme uzapacileSaris atrumu

Funkcioriliem bioproténiem atbilstoSu vidi nodroSina, izmantojot bukgdiimus.
Reakcijas vides pH ietekme udisvara iegSars atrumu reakci starp hidrokamskabi 102
un acikto hidrokamskabi 103a noteikta NaHPO, bufer&idumos ar daadam pH \ertibam
(ka pH 2 izmantots 0,1 % 4RO, idums).

(0] (@) O (@]
.OH . - .0 .
N + N O\n// - N \ﬂ// + N oH
- H H o - H o) H
(0] (0]
102 103

103a 102a
®102a ]
06 - ApH=8,5
’ mpH=7,5
¢ pH=6,5
0,4 - P
®pH=55
H=2,0
0,2 - P
O ‘.;l T T T T 1

Ilt tl ‘I
31 24t35 6 7 g laiks, h

2.3. att. Reakcijas vides pH ietekme uz fracileSams reakcijas fdzsvara iesiSaras atrumu
(37°C, c=0,2 mM)

Ka redzams 2.3. grafik jo zemaka pH \ertiba, jo fidzsvars iegfas Enak:
tidzsv.1).(PH 8,5) > fdzsv.2(PH 7,5) > kdzsv.3)(PH 6,5) > kazsv.(PH 5,5) >> fazsv.(PH 2,0).
Sasniedzot pH 2,0apacilcSaris netiek nogrota.
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ParacileSariis reakcija ar struktéal atSkirigam komponergm

Lidzsvara iesBaras [Etijumi amonija acaéta bufergiduma (pH=7,2) istabas
temperaira veikti, izmantojot divkomponentu séhas ar dadam hidrokamskabeém 103-
107, 112un diacilhidroksilarmu 102a

o i o 0 OH
R)J\N,OH + /@)J\H \n/ P — R)J\N,O\n/ + /@)LH,
H \O (0] H o \O

103-107 102a 103-107a 102

R: . o) N - - O/
-7 -7 A\"2d ’ . S..
o oo &
NC
103 104 105 106 107 112

Ka redzams 2.4. &, lidzsvars iegdfas apndram @&c 1 h, ja arO-acetil-4-metoksi-
fenilhidroksamslkabi (1023 rease hidrokeamskabes103 104, 107unl112

u)sl_ R
Ak A A A A A A A A a A
0,8 ¢ 103a
. 4104a
e y'/'/rkk B 105a
P S e« s+ mig6a
04 PP S S /;//./ ®107a
0,2 - N T - ¢ a112a
0 + . . . | | | . .

0 1 2 3 4 5 6 7 8laiks, h

2.4. att. Divkomponentu sisemu dinamikas petijumi, izmantojot daZzadus substiatus (ist. temp.,
¢=0,5 mg/mL, pH=7,2 CHCOONH,4buf.)

Atseviki jaizcd O-acetil-4-cianofenilhidrok@mskabes (106a) un piridina grupu
saturo8s hidrokamskabes 105 paracileSaris reakcija, kur itlzsvara ieaBSanos 8 h lak
nenowro. To var izskaidrot ar to, ka t@s un/vai apgriezenigk paracileSaras reakcijas
atrums ir Enaks ka N,O-diacilhidroksilaminu hidroizes atrums. So efektu var pastipfin
at&irigais N,O-diacilhidroksilaminu hidroizes atrums un/vai  hidrokanskabju at&kiriga
nukleofilitate.

Vienados reakcijas apaitlos, izveidojot divkomponentu sishas no O-
acetilfenilhidrokamslkabes (108a) un at&irigi para-stavokli aizvietoim hidrok&amskabém
115 (R: -SQNHy), 102 (R:-OMe), 103 (R:-Me), 106 (R: -CN) un 109 (R: -NO,), tika

parbaudta aizvietofju elektronisko efektu ietekme ulzsvara iegaSarzs laiku.
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115,102, 103, 108a 115a, 102a, 103a, 108
109, 106 109a, 106a
¢ p-Me-
u p.NO2 -
A p-MeO-
= p-NH, SQ, -
p-CN-
A L o !
0 - ' ' ' ' ' ' Jlaiks, h
0 1 2 3 4 5 6

2.5.att. Divkomponentu sisemu dinamikas pettjumi (37 °C, ¢=0,5 mM, pH=6,5 NaHPQO, buf.)

No 2.5. attla secimams, ka aizvietdja daba (ED vai EA) ietekinlidzsvara iegSaras
atrumu. Savienojumu ar EA gram (p-NO; (109), p-SONH, (115, p-CN (106)) reakcips
N,O-diacilhidroksilaminu savstargjais lidzsvars iegjas [Ec 3,5 idz 4,2 stunaim, atiriba
no savienojumu ar ED gram ([pE-MeO (@102 p-Me (103)) kuru reakcis
diacilhidroksilaminu nosatts lidzsvars tiek sasniegt§@2 — 2,5 sturam.

ParacileSaras reakcija vaitkkomponentu sigma
Lidzsvara iegSaras vaiakkomponentu bibliaka, kas sadv no hidrokamskibem

112, 102, 104, 107n O-acil-4-metilfenilhidrokamskabes 103a uzskaimi pafdita 2.6.
attela.

O

O 0 O
.0 pH
_OH N _OH
i
H O  230c Ho & H
103a
pH=7,2: 112, 102, pH=7,2: 112a, 102a, 103
104, 107 104a, 107a
pH=6,1: 112, 102, 107 pH=6,1: 112a, 102a, 107a
OMe
R: o_ .. - SR
O 0
MeO
104 102 112 107
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= os | K=2,07
K=6,51 ©104a ! ®102a
0387 mi02a 087 103a
103a ®112a
0,6 - 0,6 -
®112a 107a
04 = n 107a
o S I s * *>
0,2
0 T T T , 0 - T ,
0 2 4 6 8 Iaiks. h 0 2 4 6 8 Iaiks, h

2.6.att. Vairakkomponentu bibliotekas dinamikas gtijumi (ist. temp., ¢c=0,5 mg/mL): a) pH=7,2
NaH,PQO,buf.; b) pH=6,1 NaH,PO, buf.

Grafikos (skat. 2.6. att.) redzams, ka n@isalidzsvars, reakciju veicot pH=7,2, igat
aptuveni pc stundas, un aptuveniep 2 stundm, ja pH=6,1. &pat redzams, kaN,O
diacilhidroksilaminu 104a, 102a, 103a, 112a, l1l07aromatogrammu si@fu laukumu
attieadbas 8 stundu laik praktiski nemains, ilgaka laika N,O-diacilhidroksilaminu
koncentécija biblioteka hidrolizes &] samazias un nav iesjama hromatogrammu prea
integeSana. Izeleéto substitu hromatogifiskie sigrali neparklajas, &péc ir iesggjama katra
komponenta identifiicija, ka tas ir redzams a@fbtajas AESH hromatogramas pie vinu
garuma 210 nm (hromatogrammas skapidlikuma).

N,O-Diacilhidroksilaninu blakusreakcijagdens vid
Lai nowrtetu N,O-diacilhidroksilaminu blakusreakciju intengti, tad 2.4. tabuls tika

apkopotas 13N,O-diacilhidroksilaminu konversijas g 3 — 6 h. Datu ieganai N,O-
diacilhidroksilamini (c=0,2 mM) tika maigi NaH,PO, buferkiduma (pH=7,0) 37°C
temperaira. AESH analze veikta uzreiz @ diacilhidroksilarina ie%idinaSanas
buferkiduma un [Ec noteikta laika, abas hromatogrammasidgafatas, lai noskaidrotu
diacilhidroksilamina konversiju dotajos ap&los.

Japiebilst, ka ne visus blakusproduktus igams identifiét hromatogifiski,
piemeram, savienojums neabsérbV gaismu 210 un 254 nm, sakit ar DMSO izakSanas
laiku (=2 min), jeb tukSo/hvo tilpumu.

Apskatot iegtos datus redzams, ka, ja hidrakskibe acitta ar acetil-grupu (skat. 2.4.
tab. 1.—7. rinda), tad hidfiak 4 stundu laik ir aptuveni 10-50%. Ar dadiem acittajiem
aciletas acetilhidrokamskabes (13b,d,f,g konversija 4 stundu laikir 2 lidz 20% (skat. 2.4.

tab. 8.—11. rinda).
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2.4. tabula

O-Acilhidroks amskabju konversija

Hidroks am- Karbon- Pargrup eSams
Nr. Acilhidroksamskabe tg Laiks Konv.,% _ skabes produkti,
skabes
tr tr, %
O
1 N 105 3h 38 8,2 nav 150, <0,5%
o redzama
103a
(o]
0 nav N
2 @AH TOK 89 4h 23 5,0 odzama  13:8: <0.5%
108a
;M
.0 nav .
3 Hjo( 10,6 4h 16 8,4 redzama nav Nowroti
112a
o~ o}
.0 nav .
4 N T;( 11,2 4h 20 9,4 redzama N2V NO@roti
107a
O
NN Oy nav .
5 | H 8,4 4 h 10 4,0 nav nowroti
= 0 redzama
105a
O
O
1 N nav 0
6 - Ho D 9,9 3h 53 7,5 redzama 12,9, <0,5%
102a
(@]
.0
7 /@AH g 96 4h 19 6,5 nav nav nowroti
NG o} redzama
106a
i m/\/@
8 AH’O = 11,1 5h 4 nav redzama 11,8 nav redzami
113f ©
O
M0 :
9 H m 9,9 4 h 20 nav redzama 10,2 nav redzami
113d
o Cl
10 AH’O 11,3 4 h 9 nav redzama 12,5 nav redzami
113g ©
Lo T
11 AH’O 10,8 4 h 2 nav redzama 11,7 nav redzami

N,O-Diacilhidroksilaniniem 102 103a, 108a reakcijas vid nedaudz veidojas

pargrupeSaras produkti, tdu to daudzums ifoti mazs, mnju veich redzami maak par 0,5%

produkta. dpiebilst, ka no acttas acetilhidrokemskabes113b,d,f,gveidotos pracileSaras

produktus, apat, ki pasu acetilhidrokenskibi AESH siséma visticaniik af neredzs, jo tie

! Savienojumu koncericija: ¢=0,5 mg/mL,
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neabsorbs UV gaismu (skat. 2.4. tab. 8.-11. rinda).cdata ka paSas adilas
acetilhidroskmslabes konversija apskgdja laika ir maza, tad, ja apargrupeSaras produkti
veidojas, tad to daudzums ir rigs.

Kopumi jasecina, ka no izmantotajiem savienojumietrak hidrolizéjas acetil-grupu
saturo8s hidrokamslabes, téu katram individalam substitam reakcijasitrums ir atgirigs

un noteiktas kopsakdnas nav saskanas.

Veiktie petijumi ir pieradijusi, ka N,O-diacilhidroksilaminu garacilcSaras reakcija ir
piemerota DKB izveidei, téu reakcijas norise ir stipri atkga no subsiitiem un reakcijas
apstikliem:

1) reakcija ir apgriezeniskalens vid istabas un 37C temperatra;

2) paracileSaras reakcijasatrums ir atkaigs vides no pH (jo gkaka vide, joN,O
diacilhidroksilaminu savstargjais lidzsvars iegfas \elak, turklat, ja pH=2, tad pracileSaras
netiek no¥rota);

3) paracileSaras reakcija ir atkaga ar no iz\elétajiem subs@tiem, ja aciéto
komponentu iespamas blakusreakcijas notiks s@dtinoSiatrak par mracileSanos, reakcijas
lidzsvaru nenaaros;

4) blakusreakcijas (hidrdes)atrums ir atkaigs no izeleta substita, izmantais O-
acetilhidrokamslkabes hidrolizjasatrak;

5) Losena prgrupsSaras apskatajos piemdros praktiski netiek navota, dazos
gadjumos g@rgrupetie produkti tiek rgistréti tikai zimju veida.

Ta ka pirmajos ptijumos tika piegdits, ka N,O-diacilhidroksilaminu paracilcSaras
reakcija ir piendrota DKB izveidei un tika izsidata metode reakcijas gaitasti$anai, tad
talak tika petita paracileSaras reakcijas piegrotiba noteiktu biol@isku nmerku (enZmu)

ligandu identifieSanai.

2.1.2.4. RracileSaras reakcija daaos &idinatajos
Tika veikti af hidrokeamskabes 102 un aciktas hidrokamskibes 103a paracilcSaras

reakcijas ptijumi neidens vid@s, par §idinatajiem izmantojot gan paftu protonu MeOH un
H,O (pH 6,5 NaHPQO, buf.) gan pdrus aprotonus DMSO, ACN, Wi nepokrus aprotonos
DCM, THF gan arnepoéru aprotonu Kidinataju toluolu (Tol):

O (0} 0] (0]
.OH . .0 .
N + N O\n/ - N \n/ + N OH
(e} (0]
102 103

103a 102a
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Grafika 2.7. redzams, ka ACN un DMSQirpcileSaras praktiski nenotiek. THF un
toluola reakcija noris, betdzsvara iegSanos 8 h latkknenowro.

MeOH un DCM gafuma lidzsvara iegSaras laiks ir salddzinams ar adens vi@
noveroto (apm. pc 4 lidz 5 h). Turkit DCM nenoris aciito komponentu hidr@te, un acito
komponensu koncentrija laika nesamaziis. Turpretim MeOH notiek esteru veidodsn
Iidz ar to ac#to savienojumu daudzums lailsamazias un @c 8 h vairs nav iegpma

acileto savienojumu hromatogrammu piagintegéSana.

0,8 X . _
®102a = ADCM (ImM, ist. temp.)
¢ MeOH (1mM, 3? C)
0,6 -

®H,0pH 6,5 (0,2 mM, 0,87 C)
ATol (AmM, 3P C)

® THF (1mM,3P C)

* DMSO (1mM, 3? C)

EACN (ImM, 37 C)

0,4

0,2

laiks, h

2.7. att.Paracile3aras reakcija da&dos ¥idinatajos (ACN un DMSO pirms AESH anaiizes r.m.
atSkaida 1:10 ar H,0. THF, Tol, MeOH, DCM pirms AESH analizes r.m. ietvai@ ar argona
plismu, at¥kaida ar 1mL H,0)

Veiktie petijumi pa@da, ka pracilcSaras reakcijas norise ir atkga no izeéléta
Skidinataja, tafu ieditie dati nav pietiekoSi, lai preg raksturotu Eidinataju ietekmi.
lesgejams tikai aptuveni izartét kopsakaibas starp izmantotajienkiglinatajiem:

1) paracileSaras reakcija praktiski nenotiek [@pbs aprotonos l&dinatajos (DMSO,
ACN), savulart polaros protonos (D un MeOH) izteiktas ir gan apacilcSaris, gan
hidrolizes (metanates) reakcijas.

2) iesgjams, ka kidinataju adepraza saisSu akcept@mipadbas palnina reakcijas norisi,
jo &idinatajos ar izteikim H-saiSu akceptam ipasbam (DMSO, ACN) reakcija nenotiek, ar
vajakam H-saiSu akceptam ipasbam (THF) reakciju torar no\ero.

3) &idinatajos arH-saiSu donoram ipasbam (H,O, MeOH) faracilcSaris un idzsvara
ies@Saras notiekatri, bet nowro aff blakusreakcijas (hidrddi, metanaizi).

Netdens vi@ paracileSaras reakciju var izmantot mast ligandu identifikicijai vai
stabikko molekulu kompleksu noteikSanai.
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2.2. DKB izveide odgskabes anhidrazes (CA) ligandu identifi&Sanai

2.2.1. CA atpazSanas fragmentu saturoSu DKB komponensu sigte
Ka viens no darba uzdevumiem ir izveiddiO-diacilhidroksilaminu DKB udens vid

un garbaudt tas piengrotibu ogskabes anhidizes CA ligandu identifigSanai.

Sim nofikam hidrokamskibes molekula tika modiféta, ieKaujot taj
aminosulfonilgrupu (NHSQO;-), kas ir CA atpaiBanas fragments €@ literatiras [9-12, 43,
60] parauga, atgbt nemaifigu hidrokamskabes d#u, kas piedaks apmaias reakch (skat.
2.8. att.).

apmanas reakcija

0

_OH
N
NH,SO; H

I

saisISaris vieta

2.8. att.(Aminosulfonil)fenilhidroks amskabe CA ligandu bibliotekas izveidei

Karbonskibe 116 sintezta [Ec visprigas aroratisko sulfonarmdu savienojumu
iegiSanas metodes.aotneji veikta 2-feniletkskabes etilesterdl17 aronstiska gredzena
sulfohloeSana parapozcija ar hlorsulfonskbi, iegitais sulfonilhlotds 118 talak likts
reakcip ar amonjakaidens §idumu, veidojot aminosulfonilfunkciju. iskos apgiklos tika
no\erota dégja estera hidrate, tipec 2-(p-aminosulfonil-)feniletiskabes esterisl(19) netika
atfirits, bet palauts pilngai estera hidrazei ar Klija hidroksdu, lai ieditu nepiecieSamo
karbonskbi 116

1) 25% NH,/H,0

0.
©/\r(O‘Et HOSO,ClI m Et 2) k. HCI mo\a mw
C|\ O —_—
o s HN. O, HN. o)

1\
00 u\\o u\\o
117 118, 59% © 119 ©

2M KOH, THF¢
| OH
o0 116, 45% (2 stadijss)
Sulfonilhlorida reakcija ar amonjaku izmantota araminosulfonilbenzosibes (20)
iegaSanai no komersii pieejanas m-hlorsulfonilbenzoskbes (21):

o] O

25% NH4/H,0
OH OH
= .S=0
C|/S\\ 0o H,N" 1
9 121 o 120, 86%
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p-Aminosulfonilbenzoskbe (22 iegita no p-toluolsulfonarmda (@23), oksictjot

metilgrupu ar klija permanga#tu baziskos ap$iklos:

o

/@/ NaOH, KMnO,, H,O /@/u\oH
HZN\/,S\\ H2N\'/S\\
oo

O 0 123 122, 82%

p-N,N-Dimetilaminosulfonilbenzogibe (24) sintezta nop-toluolsulfonilhlofida (125).
Sakotrgji  sulfonilhlorida 125 reakcip ar dimetilaninu  iedist  p-toluol-N,N-
dimetilsulfonilamdu (126). Talak pec jau apskatas sttmas metilgrupa tika oksith ar kilija
permangaiditu lidz karbonskbei 124

Me,NH-HCI, o
/@/ Et;N, THF | NaOH, KMnO,, H,O | /@)LOH
—_— N\ —_—
Cl\,ls\\ ~Nag /N\S
00 125 00 126, 98% (o }e) 124, 32%
legitas aminosulfonilgrupu saturas karbonskbes 116 120, 122 124 talak

parverstas par atbilstagam hidrokamskabém, izmantojot 2.1.1. nodiaapraksitas metodes.

Sintzu izrakumi un anaku dati apkopoti 2.5. takul

2.5. tabula
Sinteztas hidroksamskabes un to raksturojums
\ Hidroks amskabes Sintezes  Iznakums, AESH T,,°C  AESH
r.
struktara metode % tiritba, % tr, Min
(e}
_.OH
THP: 74
115 dN ,
AL H B HS: 65 97 152 2,8
00
(@]
.OH
| N THP: 30 >140
127 N QAH B HS: 45 98 sadais 9.4
0o
(e}
QA N THP: 85
128 H B s 99 154 2,8
Lo HS: 59
H,N"T 0
N
“OH THP: 77 >146
129 “th,s\\m B HS: 73 % sadas OB
0o

Savienojumu acilatvasijumi sintezti, izmantojot 2.1.1. noda apraksitas metods.

Sintzu izrakumi un anaku dati apkopoti 2.6. takul
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2.6. tabula
Sinteztie N,O-diacilhidroksilamini un to raksturojums
AESH

Nr. N,O-Diacilhidroksilamins Sintezes  Iznakums, tiriba, Ty, °C AESH tr,
metode % % min
8,0 I
.0
115b Q/M N A 67 99 185 121
HN. o o}
o o
(e}
©*N’° >186
128D Ho A 68 99 o ps 122
HN=Bx
0 (e}
2,0 0
.0
127b | QA N A 95 99 148 13,7
o"s‘o
H (e}
N\O
1290, I J\Q\ A 10 9 160 11,7
27s
o o
0.0
o] S‘NH2
113h Ao m/(j C 21 97 7.2
H (e}
[OXme}

(e} “NH, >140
102h Q)ku,op C 96 98 sadais 11,4
N,o
102 H m \H C 24 98 147 11,1
MeO S

2.2.2.N,O-Diacilhidroksilaminu DKB izpéte CA klatbatne
legatas aminosulfonilgrupu saturas hidrokamskabes, liekot reakcis ar daidu

acilgrupu saturoSiemN,O-diacilhidroksilaminiem, ir iespjams ied@it virkni at&irigu
aminosulfonilgrupu saturodu,O-diacilhidroksilaminu viera biblioteka.

Lidzsvak esoSai bibligtkai, pievienojot CA, btu janovero lidzsvara noigle un
amplifikacija ta aminosulfonilsavienojuma virziankurs ir CA latakais ligands.

Balstoties uz literaras datiem, &k vide N,O-diacilhidroksilaminu DKB petijjumiem
CA ligandu identifieSanai tika izeléts 0,02 M KBPOy/NaOH bufer§idums ar pH 6,5 [10].
Petamo vielu un CA koncenicijas %idumos tika pagatavotas 0,1 mMemot \&ra, ka
pétamo savienojumu l&diba aden ir ierobezota, tadas uzlaboSanai, kfdumam tika
pievienots DMSO (<5%) [10]. #los apstklos CA nevar notikt agrégijas vai destrukcijas

process unas kataitiskasipa3bas netiek traudtas.
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Petijjumos izmantotsi-CA izoenZmu maigjums (&lak teksti CA). Piedgidataji nenoiada
predzu izoenmmu attietbu maigjuma, tapec sakotrgji tika noteiktao-CA aktivitate.

Oglskabes anhidizes aktiviites noteikSanai izmantp-nitrofenilacetta (PNFA, 130)
hidrolizes reakciju [8, 56]:

2R L oy
o - OH HO
130 114a 131

PNFA saitis CA akivaja centf, kur tiek kataittiski hidrolizets. Hromatogifiski
sekojot 1dzi reakcijai, redzams, KaNFA bez CA kitbitnes hidrolizjas kni (skat.2.9. att.
A), savulart 10 mol% CA katbutng reakcija tiek katalizta un noris daudatrak (skat. 2.9. att.
B) [8, 56]. Ja kiduna tiek pievienots CA inhibitors — acetazol@® (36), hidrolizesatrums
samazias (skat. 2.9. att. C), jo acetazola® unpNFA iduma savstarpji konkure uz vietu

enZma aklvaja centa.

100 ¢+ 0

PNFA, %
80 -
60 - *A
40 "B
C
20 -
0 i T T 1 .
0 > 4 6 laiks, h

2.9. att. pNFA konversija (%) hidrol izes reakcip. Reakcijas apsikli: A) bez piedevam; B)
Skiduma 0,01 mM CA, C) &iduma 0,01 mM CA un 0,1 mM acetazolamds (36)

Augstik mingtie eksperimenti piadija, ka iz\eletie reakcijas apskli ir piemeroti CA
aktivitates @tijumiem.Nemot \era, ka eksperiments viegli paveicafkisnijas laboratorj, to
var izmantot &k ekspresmetodi acitu savienojumu inhibitas aktiviates noteikSanai.

Japiebilst, ka izmantotais dgkabes anhidizes izoenunu maisjums AESH apgklos
dod platu sigalu no 9. tdz 10. min (skat. Zielikumu).

2.2.2.1. Aminosulfonilgrupu saturoSu hidraksskabju DKB izveide CA ligandu identifigSanai
Veidojot divkomponentu DKB siginas, kuii viena aminosulfonil-hidrogsimskabe 115

reage ar vienu acitu acetilhidrokamskabi 113(b-f), tika noteikti AESH izak3anas laiki katrai

vide veidotajai acitajai p-aminosulfonilbenzohidrokisnskabei 115(b-f) (skat. 3. pielikumu).
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Savienojumul15(a-e)identifikacija veikta, izveidoto bibli@ku paraéli analizcjot AESH/MS

apstik]os.
O

pH=6,5 O
.OH (0]
N 0,5 mM .O__R (0]
Hoo o+ JU o r N oH
HzN\SO/[ ) e NTY T = @H LR Me)J\N,
2 o) 37°C SO, H
113(b-f) 115(b-f) 113

115
Me
a0 p S0
b c d e f
Petot vienas aminosulfonilgrupu saturoSas hidaokskabes115 reakcijas ar daliem
N,O-diacilhidroksilaminiem ilgaka laika skaé gan divkomponentu, gan valkkkomponentu
bibliotekas tika noskaidrots, ka reakcijasizsvars adas bibliogkas iesgjas Ec aptuveni 24
I1dz 30 stunam [61].

Izmantojot subsitus, kuru izak3anas laiki AESH neyklajas sad star@ un ar CA
veidoto sigalu, tika izveidota vaitkkomponentu dinamigk bibliotcka, CA darfbai
nepiecieSamajos apktos 37C, pH 6,5 NaHPQ, bufer&idumd. Ar mérki noskaidrot
oglskabes anhidizes (CA) ietekmi uz reakcijagdksvaru, tikaveidotas divas paréhs
biblioteckas no aminosulfonilgrupu  saturoSas hideokskabes 115 un N,O-
diacilhidroksilaminiem 113b, 113f un @Ec 24 h, kad bibliaka praktiski iesijies lidzsvara
stavoklis, tika pievienots ekvimats CA daudzums:

o 0,1 mM, 37°C o
_OH (0] pH=6,5 .0O__R 0]
N+ o, r —— N . L ow
H,N. Me” N H,N, o) Me” "N
2°°s0, H a) bez CA SO, H
O  pyo1mMcCA
115 113b.f 115b f 113

legatie N,O-diacilhidroksilminu dinamikas nadrojumu grafiki redzami 2.1Gttla.

0,8
s *113b
0.6 = 113f
A 115b
0,4
® 115f
0,2
0 S
laiks, h
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

2.10 att CA ietekme uz N,O-diacilhidroksilaminu savstarggjo dinamiku (CA pievienota péec

23,5 h; ar rausttu liniju nor aditas izmaipas no idzsvara biblioteka ar pievienotu CA)
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Apskatot grafiku, var redt, ka CA izraisa nololes komponentu attigsss, &tad
biblioteka esoSie subsiti tiek ietekn&ti. Samazias aminosulfonilgrupu saturosdl,O-
diacilhidroksilaminu 115bun 115f saturs bibliatka, tadgjadi pieaugN,O-diacilhidroksilamna
113b attiedba pret préjam aciktajam komponer@m. Ja satizina hromatogrammas @b
paratlajam bibliotkam (skat. 2.11. att.), var reglz ka hitiski ir samazigjies
aminosulfonilgupu saturodd,O-diacilhidroksilaminu 115b un 115f daudzums bibli@éka un
pieaudzis hidrakes produktu — karbonalju 114b un 114f daudzums maigima. Lidz ar to
tika izvirzita teorija, ka CA Kitbatné aminosulfonilgrupu saturosid,O-diacilhidoksilanini

hidrolizejasatrak.

113b (114b.f 113b J114b f
5 = ¢
= Ti1sb T
= | o
—_ 3115]c e
CA |™ |jL15b
— |115f
{'u E [T
'|"'|'“M'h'%y:\"|"'--|"'|"'|I"|"'
g.00 10.00 12.00 14.00 16 .00 10.00 12.00 14.00 16
Minutes Minutes

2.11. att. AESH tris-komponentu bibliotekas hromatogrammas gc 72 h: a) bez pievienotas CA,
b) ar pievienotu CA. Redzams, ka pieaugusi hidraéites produktu karbonskabju (114b un 114f)
signala intensitate (abu karbonskabju iznak3anas laiki AESH parkl ajas)

Lai parbaudtu vai odskabes anhidize patrina N,O-diacilhidroksilanminu hidroizi
tika petitas tis CA akivaja centd koordirgties spjigu, aminosulfonilgrupu saturosu
savienojumul15b, 128b, 129hidrolizes, un divuN,O-diacilhidroksilamnu 113bun127b,

nekoordirgjoSu savienojumu hidrtdes ar un bez reakcijas nigusnam pievienota efima

R\HJ\ 0 0,1mM
. H T R\H%LN/OH N H07(©/
o) H
o

37°C
113b: R: Me-,n=0 113: R: Me-, n=0 114b
115b: R: p-NH,SO,- Ar-,n=0 115: R: p-NH,SO,- Ar-,n=0
128b: R: m-NH,SO,-Ar- n=0 128: R: m-NH,S0O,-Ar- n=0
127b: R: p-Me,NSO,-Ar-,n=0 127: R: p-Me,NSO,-Ar-,n=0
129b: R: p-NH,S0O,-Ar-,n=1 129: R: p-NH,SO,-Ar-,n=1

Apskatot aminosulfonilgrupu saturoSiN,O-diacilhidroksilaminu  hidroizi CA
klatbiitne un bez CA, redzams, ka gpara-, ganmetaaminosulfonil-aizvietoto savienojumu
115bun128bhidrolize enzma Kkhtiere norisatrak (skat. 2.7. tab. 1., 2. un 3., 4. rinda).
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2.7. tabula

CA ietekme uz aminosulfonilgrupu saturoSuN,O-diacilhidroksilaminu hidrolizesatrumu

Nr. 0,05 mM CA Acilhidroks amskabes 115b konversija, %
5 min 2h 7h 24 h 26 h 55h
1 nav 0 1 2 6 6 13
2 ir 0 1 4 24 27 68
Acilhidroks amskabes 128b konversija, %
5 min 2h 5h 25h 27 h 72 h
3 nav 0 1 1 7 7 14
4 ir 0 4 8 40 42 71
Acilhidroks amskabes 127b konversija, %
5 min 1h 4 h 26 h 54 h
5 nav 0 0 1 4 4
6 ir 0 1 1 4 5
Acilhidroks amskabes 129b konversija, %
5 min 6h 24 h 49 h 72 h
7 nav 0 0 1 1 2
8 ir 0 1 1 2 3
Acilhidroks amskabes 113b konversija, %
5 min 2h 5h 21h 26 h 50 h
9 nav 2 2 2 5 6 12
10 ir 1 3 2 6 6 13

Parbaudot #da para-aminosulfonil-aizvietota savienojuma hidm| kuram starp
saistSaras vietu un hidrakes vietu ir par vienu —GH vairak (129b), noskaidrots, ka CA
Sada substta hidroizi nekataliz (skat. 2.7. tab. 7., 8. rinda).

Ja substitam sulfonarmdgrum —NH, (savienojumsl115b) aizvieto pret —NMg
(savienojumsl27h), proti pret grupu, kas negkoordingt cinka jonu enima akltvaja centa,
tad CA neietekmd Sada subs#ita hidroizi (skat. 2.7. tab. 5., 6. rindapavulart, parbaudot
aminosulfonilgrupu nesaturoS®,O-diacilhidroksilamina 113b hidrolizi CA Kklatbitng,
redzams (skat. 2.7. tab. 9., 10. rinda), kareazCA Kkhtbatne neietekrata hidrolizesatrumu.

Izvertgjot rezultus parN,O-diacilhidroksilaminu hidroizi CA klatbutng, tika izvirata
hipottze, ka aminosulfonilgrupu saturosi,O-diacilhidroksilamini saisis CA akivaja
centa, kur tie tiek hidrolizti. EnZms nekataliz tadu N,O-diacilhidroksilamnu hidroizi, kas
nesaists CA akivaja centd. Turklat svaiga ir aminosulfonilgrupas (cinku saisie&grupas)
atalums no koordiacijas vietas 1dz hidroizes centram, jgara-aminosulfonil-aizvietota
N,O-diacilhidroksilamina 115b (n=0) hidroize tiek patrinata, bet homolgiska N,O
diacilhidroksilamina129b (n=1) hidroize netiek nogrota.

Literafira jau mirets, ka viena no dgkabes anhidizes funkcigm dzvajos organismos

ir aromatisko un alifitisko karbonskbju esteru un dazu halegu hidroize, t&u §s reakcijas
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nav plasi ptitas [8, 35]. CA ietekme uz aeil hidrokeamskabju hidrolizi lidz Sim nav
apraksta.

Lai parbaudtu, vai savienojumi saist CA akvaja centg, tika izmantotapNFA
hidrolizes metode.Tika parbaudta N,O-diacilhidroksilamnu 115b, 129b, 127bun
hidroksamskibes 115 klatbatnes ietekme uzNFA hidrolizi (skat. 2.12. att.). Reakcijas
apstkli:

A) bez piedeim,;

B) 0,01 mM CA

C) 0,01 mM CA un 0,1 mM acetazolzs 36)

D) 0,01 mM CA un 0,1 mMp-NH,SO,Ph-aizvietotdN,O-diacilhidroksilamns 115k

E) 0,01 mM CA un 0,1 mMp-NH,SO,Ph-aizvietota hidrogimskabe 115,

F) 0,01 mM CA un 0,1 mMp-NH,SO,PhCH-aizvietotsN,O-diacilhidroksilanins 129k,
G) 0,01 mM CA un 0,1 mMp- Me;NSO,Ph-aizvietotdN,O-diacilhidroksilanmins 127h.

.

°
G M m o O W >»

0 1 2 3 4 5 g laiks. h

2.12.att. pNFA konversija (%) hidrol izes reakcip

Ka redzams 2.12. atd, tad NBSO,Ph- grupu saturoSie savienojumidZigi ka
zinamais CA inhibitors acetazolans, samazin@NFA hidrolizesatrumu, &tad konkugé uz
vietu CA akivaja centa.

Diemzl| panditais grafiks, nedod inforaciju par to, cik spcigs inhibitors ir katrs
substats, jo hidroizes céa reakcijas vid veidojas hidrokamskabe, piem. 115 kas at rease
ar pNFA (130), patrinot, ta konversiju pap-nitrofenolu(131)

pH 6,5
o) 0,1mM o)
_OH o NO, 37°Cc 0 NO,
N N
HN H /U\o HN H o 7
2 \SOZ 2 ‘Soz HO
115 130 115a 131

57



Apkopojot ieditos rezulitus, var secit, ka, izmantojot amplifikcijas metodi, nav
iesejams noteikt labko CA ligandu bibliotka, kas veidota no da%bizmantotagm
aminosulfonil-hidrokamskabem un to O-acilatvasiajumiem. Amplifikacijas metode nav
piemerojama, joN,O-diacilhidroksilanmini saistis CA akivaja centé, kur enzms kataizé to
hidrolizi:

0
o)
H,O, buf. Oo__R o
.OH 2~ - 2
.O_R N
H,N. /©/H\H + Rl/U\N P —= HZN\S/©/U\H \([)l/ N R/U\N,OH
S H o obmsoan g tOH
0 0
JCA
o}
.OH
N + HO__R,
HZNt,s\@)L " T
0 0

Lidz ar to, N,O-diacilhidroksilaminu daudzums reakcijas migisna CA klatbutné
strauji samazifis un to amplifilkicija netiek nogrota.

Lidziga situdicija nowerota tioesteru bibli@ka [26], kura enaZms — acetilhahestefize
hidrolizé labakos ligandus (skat. 1.1.2. ndda Raksi autori noteikuSi karbongkju
daudzuma pieaugumu biblék&, kas neatgriezeniski rodas #h liganda hidralzes reakch.
Sap gadjuma nevar noteikt lafiko tiola fragmentu tioesteru bibliEda, jo atbivotais tiols
atgriezas apmaas reakcy, kur atri tiek atdits iepriek§jais bibliogkas komponensu
sadaijums.

AtSkiriba no tioesteru bibli@kas, idzsvara ieaSaris diacilhidroksiiminu biblio€kas
ir Ienaka par saigfanos erimu un hidroizi. Toner tas dod iesfju paracileSaras rezulita
izveidot statisku bibliaku, kura labaka liganda abas das nosaka saisaris sggju akfivaja
centa, tada gadjuma tiks nowrota ligandaipatsvara samaziBaras biblioka, pievienojot
enZmu. T&u ta ka CA hidrolizes reakcijai nepiecieSami noteikti strukti@ nosagumi
(pieners ar —CH-, 1299, ne visi savienojumi, kas ir eimza ligandi hidrolizsies. Daudz
pienerotak So reakciju btu petit enZmiem ar hidraitisku funkciju, piendram, peptidzem.

2.2.2.2. Aminosulfonil-acilgrupu saturo8yO-diacilhidroksilaminu DKB izveide CA ligandu
identificeSanai
Lai izvairitos no CA kataliztas N,O-diacilhidroksilaminu hidroizes, kur nepiecieSama

diezgan noteikta substu geometrija, tika prbaudta @du N,O-diacilhidroksilaminu
izmantoSanas iesja biblioteku izveict, kur aminosulfonilgrupa atrodas acilala

Sakotrgji  tika izveidotas vaidkas divkomponentu bibliskas no N,O-
diacilhidroksilamina113hun dazdam hidrokéimskabem 102-104, 107, 109,12, lai noteiktu
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AESH izrak3anas laikus katram jaunajam aigjam subs@itam 102-104h, 107h, 109h,
112h

Qép H6,5 QL
> pH 6, S
o Q NH,  (NaH,PO,buf) O NH, O
M om M0 —— N o M on
RN N — RN + N’
Hoo 0 DMSO<1% ' H N
102-104, 107 112h 102-104h, 107h 110
109, 112 109h, 112h
R OMe
1 . B . P .
OO Qo0 ©/
MeO 0 O,N
102 103 104 107 109 112

Paratli substatu identifikacijai tika izmantots AESH/MS. Noteiktig Bpkopoti 2.8. tabal
2.8. tabula

Bibliot eka izmantoto savienojumu izrik3anas laiki AESH sistma

_ o ] Pargrup eSaras produkts,
Nr. Hidroks amskabe, {5 N,O-Diacilhidroksilamins, iz %, i
1 112 8,7 112h 12,0 2 13,6
2 102 7,3 102h 11,9 2 12,9
3 103 8,3 103h 11,8 6 15,2
4 104 2,6 104h 9,8 - -
5 109 7,7 109h 11,8 1 13,5
6 107 9,4 107h 12,4 - -
7 113 - 113h 7,2 - -

Ka redzam tabdl tad cetras no sesm divkomponentu sisinam tika nowrota
pargrupeSaras produktu veidoSas lidz pat 6 % divu stundu laik(pientram, skat. 2.13. att.
hromatogrammu), turkt ilgaka laika to saturs paraudgpieauga. Nezama produkta masas
atbilda Losenagrgrupesaras produkta — dnvielas atvasiijluma masai.

pargrupetais
produkts

T T T T T T T T T T T T /\ ‘/ - /\\ T T T T T T ‘/ T T T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

2.13.att. AESH hromatogramma, hidroksamskabes 103 ((=8,3) reakcijai ar acilhidroksamskabi
113h (k=7,2). Izveidots acilhidroskamskabes 103h t=11,9, @rgrup éSaras produkts tz=15,1
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Lai pieraditu pargrupsSaris produkta strukiru, N,O-diacilhidroksilanins 102h tika
izturets bibliokas veidoSanas apkios 24 h, tad reakcijas mgisns ekstraéts ar EtOAc un

savienojumi atdai ar kolonnu hromatogfijas paidzbu:

\\ //
\\ //

/@/\L \,{O/ k (NaHPO buf)/@/ \@\ . 5 p

102h, t;=11,4 132, t,=12,9 114h

Izoleta savienojuma — @mvielas atvasifjuma 132 struktira piegdita ar'H KMR un
AESH/MS. Afl iznak3anas laiks AESH sina sakit ar divkomponentu bibligka noveroto.
Acilgrupu pagarinot par vienu —GH, afl tika nowrota mrgrupsSaras produktu

veidoSagas (skat. 1.14. att.)

PH=65
/©)k 71/\©\ NaH,PO, buf. : : m/\@\
102 t=11,4 132 4,=12,9 al L6
R ’
102
132
g
g
1141 102 7
K 8 g
o N 9}
/U\ A,

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
2 00 a o0 & 0N 2 00 10 00 12 0n 14 00 16 00

2.14. att. AESH hromatogramma pec 1 h, N,O-diacilhidroksilamina 102 (k=11,4)
hidrolizes/@rgrup éSamis reakcijas nowroSanai: redzamie produkti — karbonskabe 114l
(tr=6,9), hidroksamskabe 102 (k=7,4), pargrup &tais produkts 132 (k=12,9)

leprieks izmantotajos subatins (ar aminosulfonilfunkciju nesatuéms acilgru@am)
pargrupeSaras produktu daudzums nebijaittsks (mazk par 0,5% 4 stundu laik Ar p-
aminosulfonilbenzoilgrupu gsgrupeSaras noris stipriatrak, jo pargrupsSaras cda veidot p-
aminosulfonilbezosibe 114h ir labaka aizejo§ grupa, sabzinot ar cim lidz Sim

apskattajam:
(0]
o\g '}
r R— N:O — rN\5 RTNH, N
.0 N
TR i 5 i 753 ) R,
(0] CO, Ri—N==0O O

S

) 114h
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Tika af apskaita 102h pargrupeSaras reakcija dasdos pH. Ogskabes anhidizes
bibliotekas izveidei nepiecieSamajos adbs pH=6,51dz 7,5 @argrupeSaras notiekloti atri
(skat. 2.9. tab 2., 3. rinda), jawkg pusstundas apgrugeta produkta daudzums sasniedz

aptuveni 40%.

2.9. tabula
N,O-Diacilhidroskilamina 102h @grupesanas produkta 132 veidoSaas daAados pH
Nr. Vides pH Pargrup eéSaras produkta 132 saturs, %
5 min 30 min 1h 2h 3h 4h
1 55 4 8 11 21 32 34
2 6,5 4 37 42 43
3 7,5 4 42 46 47

Pie zemakam pH \erttbam (pH 5,5), prgrupsSaras noris stipri &énak (skat. 2.9. tab. 1.
rinda), kas ir saprotams, jo Losen@rgrupsSanos kataliz baziska vide. Taéu pie zenakam
pH \ertibam CA zau@ savu aktivisti; pH 5 @is aktiviite samazias par 50% noakotrejas
[33]. Lidz ar to jsecina, ka da#b apskatto aminosulfonilgrupu saturoSo acilgrupu

izmantoSana nav pigdrota CA ligandu biblictkas izveidei.

2.3. DKB izveide kolagegfizes (ChC) ligandu identifi@Sanai

2.3.1. ChC atparanas fragmentu saturoSu DKB komponensu sibze
Ka otrs nerka enims darba izsiide izveléts kolageaze (ChC), idz ar to darba

uzdevums ir izveidot unapbaudt N,O-diacilhidroksilaminu DKB piengrotibu § enZzma
ligandu identifieSanai.

Pec literatiras [8,55] ziams, ka daidas N-sulfonilaminoskbes un N-
sulfonilaminohidrokamskabes ir labi kolageizes (ChC) inhibitori. Ar rérki izveidot
moddsavienojumus DKB ChC ligandu identi&&anai, tika sintegti L-tirozina, L-fenilalafna
un L-leigna atvasiajumi pec literatira [55] do& apraksta.

N-(p-Metoksifenil-)sulfonilaminosikbes 133-135 iegatas atbilstoSo aminoskju
esterul37-138reakcip ar p-metoksisulfonilhlordu (139). Sin€zu rezuliti apkopoti 2.10.
tabuk.

Cl
0.0 KLOs o 2MNaOH, O
(0] S” acetons/H,0 o~ N. O MeOH N O
o~ )H/NHZ + e o S0 s HO “S=0
O R, R,
R 1
OMe
137-138 139 140-142 OMe 133-135 OMe
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2.10. tabula

N-(p-Metoksifenil-)sulfonilaminoskabju sinteZu rezultati

Nr. R Aminoskabe Esteris: izrakums, % | Karbonskabe: iznakums, %
1 HOQ/\ L-tirozins 140 56 133 35

2 @( L-fenilalarins 141 73 134 76

3 hh L-leicins 142 73 135 96

N,N-Diaizvietotas sulfonilaminogibes134a, 135a-diegitas, alkikjot atbilstoSoN-(p-
metoksifenil-)sulfonilaminosibes esteril4l, 142ar atbilstoSo alkétaju (143a-b. Singzu
rezul@éti apkopoti 2.11. tabal

2MNaOH, O R

T n o) 143a-d 7 R o) N2
a- , (@]
ki N. 2  MeOH ,
NaH, DMF R

R, 1 R,
oM
141-142 OMe 141a, 142a-d ¢ 134a, 135a-d OMe
2.11. tabula
N,N-Diaizvietotu sulfonilaminoskabju sintéZu rezultati
Nr. R X Izejviela | Esteris: iznakums, % Karbonskabe: iznakums, %
1 \@ . 141 141a 77 134a 99
r-
2 NO, 142 142a 96 135a 74
s~ cl- | 142 142b 64 135b 92
/ s
4 @\)ﬁ\ Cl- 142 142c 62 135c 98
N/
5 '\@ Cl- 142 142c 53 135c¢ 92

legatie L-leicina 135a-d L-tirozina 133 un L-fenilalanna 134, 134aatvasiajumi
talak parversti par atbilstoSam hidrokamskabem un to acilatvasi@umiem, izmantojot
2.1.1. nod& apskaitas metodes. Siaku rezulati apkopoti 2.12. tabal
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2.12. tabula

Sintezetas N-sulfonilaminohidroskamskabes, to acilatvasi@jumi un raksturojums

Sintezes  Iznakums, AESH T, °C  AESH

Nr. Savienojuma struktiira metode % iriba, % to, min

(o] H o
BB THP: 89 >146
144 © 8 HS: 21 ® sadais O
HO

OMe

(o] H o
Y re THP: 96
145 © B HS. 20 99 . 9,9
OMe
NO,
(0]

HOL AN N THP: 75

N S=0 -

146 N B HS: 30 99 14,2
THP: 75

147 B HS: 86 99 156 14,1
THP: 95

148 B HS: 60 99 - 12,7
THP: 85

149 B HS: 86 99 64 9,5
THP: 84

150 B HS: 78 96 54 8,4

O
O. ~z
147a tqj é}o B 78 97 ; 15,2

OMe
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2.3.2.N,O-Diacilhidroksilaminu DKB izpéte ChC klatbatné
Sinteztas N-sulfonil-aminohidrok8mskabes atkiriba no odskabes anhidizes

biblioteku izveick izmantotajiem savienojumiem, kuros hidrakskibes déa tika izmantota
tikai ka apmanas reakcijas nodroditajs, ar kolage#zi saisttos tieSi ar hidrokenskibes
funkciju (skat. 2.15. att.).

apmainas reakcija saistiSanas vieta
|
o T
A n-oH 5 HO. N._.O
NH,SO H H 20
2 2 R 1 R 3
saistiSanas vieta apmainas reakcija

2.15. att. Hidroksamskabes: a) CA ligandu bibliotekas izveidei, B) ChC ligandu bibliogkas
izveidei

Tas nommg, ka, pievienojot ChCidlzsvai esoSai acétu hidrok@amskabju bibliotekai,
tam acittajam komponentam, kura atbilsioBidrokssmslkabe vislalak saisttos ar enunu,
vajadZtu samaziaties attietha pret g@rejiem.

Pec literatiras [55] ziams, ka ChC maksiata aktivitate ir pie pH=7,5 37C
temperaira, turklat, enZma aktiviaites nodroSiSanai un strukiras saglafisanai Eidumsg,
nepiecieama 0,1 mol &€3gonu pievienosana uz 1 mol énm, fdé], balstoties uz literatas
datiem, reakciju veikSanai izmantots 0,05M tris(bigimetil)Jaminomeina hidrohlotda
bufer&kidums (Tris-Cl) ar pH &tibu 7,5 un 3,6 mM Cagpiedevu.

Petjumos izmantota komeri pieejana kolageraze (rude Collagenase from
Clostridium histolycum jeb vaiiku enZmu maigjums, kuru molmasa ir 68dz 125kDa
(talak teksti ChC), to skait, kolagenaze (7 daidi gan I, gan Il tipa protai), nespecifiskas
proteazes, klostripns (lostripain), neitiala protéze un aminopeptike. Pretzs kolageazes
saturs maiguma netiek no#dits. Izmantotais efimu maisjums AESH sistma veido platu
sigralu no 8 tdz 10 min (skat. 4. pielikumu).aTka liela dda sintezto hidrokamskabju tz ir
tieSi noaditaja laika, tas litiski samazina izmantojamo sulastriz\éli. Nemot \era, ka nebija
isti zinams, kas veido plato siglu hromatogrammm tad, lai atbivotos no i, tika veikti
vairaki méginajumi sekojoSos apaitlos:

1) ChC, hidrosikmslkabi 147 un acittu hidroksimskabi 127b saturoSaisi&dums tika
paskibinats idz pH=2 (enmmu strukiira sabilk), ka rezuléta sigrala intensiite nedaudz

samazigjas.
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2) ChC un hidroskmskabi 103 saturoSu l§dums tika filtéts caur filtru (poru izrérs
10 kD — enmms paliek uz filtra) — sigila intensiéte kitiski samazigjas, bet joprgjm nebija
lesgEjams veikt pretzu integéSanu (skat. 4. pielikumu).

3) &idums tika maiggs 2 min ar aktigtu ogli, tad filtets caur ceitu (pokras vielas
adsorlzjas uz ogles virsmas) — gan hidrakskibes, gan aditas hidrok8mskabes d&ji
adsorlgjas uz ogles virsmas un to siinrsamazinjs.

4) Kidums tika filtets caur nelielu daudzumu silikelg. Uz silikagla palika gan
plato signilu veidojo&s vielas, gan hidroksiskabe, gan aci#ita hidrokssmskabe.

Pec veiktajiem eksperimentiem tika seatis, ka plato sigilu AESH sistma veido
gan enmms, gan arkadas citas vielas (<10 kD), kas ir @amu maigjuma, jo filtrgjot ddgji
izdevas samaziat sigrala intensisti. Ta ka selekivi no sigralu veidojo&m vielam atbivoties
neizdodas, tika nolemts, mdedeKB izveidei izmantot adas hidrokamskibes un
acilhidroskimskabes, kurug negrklajas ar enna maiguma radto.

Lai parbaudtu, vai izmantojot amplifikcijas metodi iesgjams noteikt labko enZma
ligandu bibliotka, tika izveidota bibliatka, ku#& vienlaikus ar struktati atSkirigam
hidroksamskabem ir viens ar ChC saigtes sgjigs savienojums -N-sulfonil-amino-
hidroksamskabe.

Sakotngji tika izveidotas vadkas divkomponentu s&has, izmanojot N,O-
diacilhidroksilaminu 108a un daZdas N-sulfonil-aminohidrokamskabes 144-147 lai
noskaidrotu jauno agilo savienojumul44-147aiznak$anas laikus § AESH sistma

(parakli savienojumus identifigot ar AESH/MS):

O pH=7,5
o o E 2 Q oy (sC) o Re © 0
N’ + o=g° W)L - - « N .0 _OH
Y = AN
R, 37°C R, o H
108a 108
OMe OMe
144: R;:-CH,-Ph-OH, R,: H- 144a: R,:-CH,-Ph-OH, R,: H-
145: R;: -CH,-Ph, R, H- 145a: R;: -CH,-Ph,  R,: H-
146: R,: -CH,-Ph,  R,:4-NO,-Ph- 146a: R;: -CH,-Ph,  R,:4-NO,-Ph-
147: R;: -CH,CH-iPr, R,:4-NO,-Ph- 147a: R,: -CH,CH-iPr, R,:4-NO,-Ph-

Tatu, idzgi ka izmantojot diacilhidroksilaimu 102h, 102ICA bibliotekas veidoSam (skat.
2.2.2. nodl), af savienojumuld4-147a gadjuma tika nowrota mmrgrupeSaras produktu
veidoSa@as. Turkht, veidops vai@ki pargrupeSaris produkti, no kuriem viens bijaarsvaa katra
divkomponentu sistma (skat. 2.13. tab.).& 2 h @rgrupeta produkta daudzums biblika bija 6 —

12%, un to daudzums ar laiku pieauga.
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2.13. tabula

ChC bibliotekas izveido3anai izmantoto savienojumtk laiki AESH sistema

: _ _ o o Pargrup eSaras produkts,
Nr. Hidroks amskabe, tz N,O-Diacilhidroksilamins, iz % (pec 2 h), &
1 144 9,5 144a 10,8 6 8,4
2 145 9,9 145a nav nowrots 8 8,4
3 146 14,3 146a 15,3 7 13,7
4 147 14,1 147a 15,2 12 13,7

AESH/MS mrgrupeSaras produktu molekdatie joni neatbilda nevienam iegpmajam Losena
pargrupsdanas procas veidotajam produktam. @ tr AESH sistma bija skaidrs, ka at ir
mazka/hidroflaka molekula par izmantoto N-sulfonil-aminohidrokdmskabi.  Turklat,
savienojumienil44 un 145 kuriem pie fpela ir H- atoms, grgrupeta produkta laiki sakt
(tr=8,4) . Savienojumierti4d6un 147, kuri pie sipela ir p-nitrobenzoil-aizvietoti, prgrupeta
pamatproduktagtlaiki ir vienadi (13,7 min).

Japiebilst, ka izmantojot citas O-acetil-hidrokamskibes 103a, 107a O-
acetilbenzoilartda (L089 vieta, tika norota &idu pasu prgrupeSaras produktu veidoSas.
Izmantojot citas acilgrupas (4-Me-benzdill@b), furanoil- (139 u.c.), f@raciletie produkti
pat netika nogroti (Iidzgi, ka 2.13. tab. 2. rin@), jo, admredzot, acitais savienojums uzreiz
pec izveidoSaas vick pargrugjas.

Lai noskaidrotu prgrupsSaras produkta strukiru, atseviki tika sintezta
acilhidrokaimskabe 147a legitais savienojums mats Tris-Cl bufergiduma 3 dienas, tad
reakcijas maigums ekstraéts un savienojumi atddl ar kolonnu hromatogfijas paidzbu.
Ka galvenais produktars veida izolets sulfonarids 151, kura strukira pieidita ar'H KMR,
turklat LC/MS apsiklos molekudrais jons nav redzamsaTznak3anas laiks AESH sisha ir
13,7 min, kas sakrar ieprieks nogroto.

Sulfonamdal51liesgEjamais veidoSais melanisms:

0, N o,N Q
HO-H
)

3 Nﬁ\?v{ - oéjﬁro . ©
heco,

IZj

e 147a

151 OMme 155
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Sakuma ar O-acetiliN-p-nitrobenzilN-sulfonil-aminohidrokamskabi 147a notiek
Losena prgrupesarss, [&c dekarboksdSaras izveidotais diafms 154 ir nestabils un sadz,
veidojot N-p-nitrobenzilp-metoksifenilsulfonandu (151). Otrs produkts imms 155 adens
vidé hidrolizéjas. Rc analgijas principa O-acetilIN-H-N-sulfonil-aminohidroksmskabes
144aun 145g pargrupsSaras rezulita veido p-metoksifenilsulfonandu (156), kura k=8,4
min. Rargjie pargrups$arsis starpprodukti AESH si@na tiek registreti, bet to daudzums
attieaba pret sulfonarrdiem 151 un 156, nestabis strukfiras &l, ir nieags un tos izt tira
veida neizdews.

Tika parbaudta af N,O-diacilhidroksilanina 147a pargrupzSaras dazdos pH (skat.

2.14. tab.):
O N 0 N

02N 2 2
0 H, buf.
P u
_N .,0_0O
0,5 N \f
H arec, oC,
¢=0,1mM

OMe  147a 147
2.14. tabula
N-p-Nitrobenzil- p-metoksifenilsulfonamida (151) % saturs reakcia pec 1 h, daados pH
vides pH 5 6 6,5 7 7,5
151, % pec 1 If 10 31 42 39 40

Ka redzams tabal tad vides pagbinaSana samazinaaggrupeSaras atrumu, t&u
pargrupeta produkta saturs apie pH 5 saglaijas augsts (10%). ChC maksirm aktivitate ir
pH 6,3 — 8,8 (produkta pavado&formacija), tas aktiviite pie pH 5 samazis par 30% [44]
Bibliotekas &da pH \ertiba vel batu iesgjams veidot, t&u pie zemkiem pH &s aktiviite
strauji safik un ik notikt enZma destrukcijas procesi.

No ieditajiem rezulitiem par acitu N-sulfonil-aminohidroksmskabju 144-147
reakcipm tdens vi@, var seciat, ka, izmantojot Sos savienojumus, nav &mms veikt
reakcijasidzsvara ptijumus, jo subsiiti pakiauti pargrupssaras reakcigm un kdzsvarsados
gadjumos sistma neiesijas. Lidz ar to amplifilicijas metode latka ChC liganda
identificéSanai N-sulfonil-aminohidrokamskabju bibliottka nav piengrota, &pec turpmak

nolemts izmantopseideDKB metodi lataka liganda noteikSanai DKB.

> ta ka reakcii veidojas daudziggrupesaras produkti, kuri nav identifieti, tabub uzskaimibas @ attlots
sulfonamda 151 procentdlais saturs tikai attigba pret aciétu hidrokémslkabi 147aun hidrokamslabi 147
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2.3.3.Pseido-DKB izveide ChC ligandu identificeSanai

Ka mingts literatiras apskat (skat. 1.1.2. nod.pseidedinamiskaj kombinatorilaja
kimija (p-DKK) papildus lieto kdu neapgriezenisku reakciju, lai sasniegtu akgst
selektivititi labaka komponenta noskaidrosamNemot \era, ka ar acétam N-sulfonil-amino-
hidroksamskibem tdens vi@ notiek neatgriezeniska reakcija, protirgrupeSaras, tad tika
parbaudts, vai ir iespjams noteikt labko ChC ligandu, izmantojqi-DKB principus.

N-Sulfonil-aminohidrokamskabes  ar  kolageizi  koordirgjas, izmantojot
hidroksamskabes déu, tatad saigta hidrokamskabe nevar acéties un idz ar to nevar notikt
pargrupeSaras reakcija. Lai pieaditu izvirzito hipogzi, tika izveidotas divas pafdhs
divkomponentu bibliakkas, no kuim viena satw@ja ekvimobru daudzumu enma ChC
klatieng, izmantojot c literatiras [55] zimmo ChC ligandu47:

0, N 02N
pH=7,5
o~ O (Tris-Cl) P
37°C 0
el +
- O S
a) bez ChC
b) ar ChC
107a 107 e 147a

)

151 u.c. pargrupgsanas produkti

Ta ka reakcip veidojas vaiki pargrupeSaras produkti un nav iegpama pretza vielu
sigralu integeSana hromatogramin tad, lai noteiktu hidrokenskabes konversiju, tika
pievienota standartviel&l,N-dimetiluracils (57) (tg=3,8 min), kas nepieds reakcii un
nesadarbojas ar a@mwu. Hromatogramas tika saldzimata hidrokamskibes laukuma
attiedba pret standartvielas un hidraksskabes laukumu summu atkb% no reakcijas laika
alas paratlajas bibliotkas (skat. 2.15. tab.).

2.15. tabula
Hidroks amskabes 147 attietba pret N,N-dimetiluracilu (157) paracileSaras reakcija
Nr. S147(S1a7+S157)
5 min 1lh 25h 3,5h
1 Bez ChC
0,64 0,53 0,45 0,39
5 min 30 min 2h 3h
2 Ar ChC
0,64 0,63 0,62 0,62

Ka redzams 2.15. takyl tad hidrok8mskabes attietba pret standartvielu reakaij
kurai pievienots enms, maias loti minimali, salidzinot ar reakciju, kar enaZms nav

pievienots. At pec hromatogram@m (skat. 2.16. att.) redzams, ka reaka@y pievienotu
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enZmu, aciktais produkts praktiski neveidojas, betrgrupsSaris produktus redz nelielos

daudzumos, salzinot ar reakciju, kd@renaZms nav pievienots.

147

1

(@)

1
147a

13.653

I T R S T R A T S T ey L A O S O T A R R R B R R
A 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 . B 12.00 13.00 14.00 15.00 16.00 17

2.16. att AESH hromatogrammas: a) (&c 2,5 h reakcijai bez pievienota ChC; b) c 3 h reakcijai

ar pievienotu ChC

Eksperimenti paida, ka ar kolageazi saistta hidrokéamskabe acitjas un argrupsjas
lenak. Soipadbu var izmantop-DKB izveide, proti, veidot bibliotku enZma khtbatne un
noteikt, kura no hidrokenskabém aciksies Enak, tatad & af buis enZma lalakais ligands.

Lai parbaudtu, vai $ida pieeja DKB izveid darbojas, tika iz&léta viena acita
hidroksamskabe 1085 viena N-sulfonil-aminohidroksmslkabe 147 un tis hidrokamskabes
158-159° kuras nes§j koordirgties ar enimu (laboratorij pieejamas hidroksnskabes, kuru
tr, un kuru acito atvasiajumu & neprklajas ar ChC,108, 108a, 147, 147an to
pargrupeSaras sigraliem). Paratli izveidotas 2 bibliotkas ar un bez pievienota éma:

O
_OH Ry
N
pH=7,5 H
(Tris-Cl buf.) o
108

¢=0,1mM N H\ /4
OZN 37°C O N e} 0
_— O,N + O/’S
a) bez ChC
b) ar ChC Q o R; R,
~g-N O R
SACR S
158a: R;:Et-; R,,R;,R,H-
© 159a: R,:Cl-, R;,R4,R,:H-
160a: R;,R,:H-; Ry,R,:Cl-

OMe  147a
Aprekiniem izmantota standartvielak57 piedeva un salzinata katras hidroksnskibes
laukuma attietba pret standartvielas un hidraksskabes laukuma summu atkld no laika
(skat. 2.17. att.) ais bibliokas.

®N. Usaovas un G. Leita sinteias vielas, Latvijas Organiak sintzes institits
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0,8 -
+
SSistSa | o147
061 e e e .
° =159
@ A 158
— = 160
0 T T T T T T T |aiks, h
0 1 2 3 4 5 6 8

2.17. att Kolagenazes p-DKB ar un bez pievienotas ChC (ar raustu linijju nor adita

hidroksamskabju attieciba pret standartu bibliotéka ar pievienotu ChC)

Grafika uzskaimi redzams, kaN-sulfonil-aminohidrok8mskabes 147 attieaba pret
standartu ais bibliotkas at%iras visvaifik, respekti, biblioteka, kura nav pievienots
enams, & paracilgjas un argruggjas vaiek, neka biblioteka, kura enZms ir pievienots.
Pargjo hidrokeiamskabju attieGbas pret standartu ir vietlas abs bibliogkas.

Apskatot ar abu bibliotku hromatogrammasep 3 h (skat. 2.18. att.), redzams, ka
biblioteka, kura nav pievienots enms, N-sulfonil-aminohidrokamskabes 147 (tr=14,1)
paraciletais produktsl47a (tr=15,2), K af pargrupetais sulfonamds 151 (tzx=13,7) ir stipri
vairak, nela biblioteka, kura ir pievienots eriims. Firgjo bibliotekas komponentu sigh abas
bibliotekas hitiski neatgiras.

2.18. att.p-DKB hromatogrammas pec 3h: A) bez pievienota ChC, B) ar pievienotu ChC

legitie rezultiti, parada ka 8da veidap-DKB, kura enaZmu pievieno reakcijasakuma,
ir piemerota metode laika enZzma liganda identifieSanai bibliogka.
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Tika izveidota @l viena fIdziga p-DKB, kura bez jau iepriek§a biblioteka
izmantotajiem substtiem 108a, 147, 158-169Kklat tika pievienota N-sulfonil-amino-

hidroksamskabe 148 kas ar ir potencils ChC ligands:

O
.0 O
©)LH l( N IS
pH=7,5 H
108a (TI’iS-Cl buf) e) H
¢=0,1mM 108 N_ /4
+ 37°C o N 0y,
-—— O,N + O/’S
a) bez ChC
b) ar ChC o R,
0]
~ N O
- 0=S j]/ R
158a: R,:Et-; R,,R4,R,:H-
159a: R,:Cl-, R;,R;,R,:H-
Me 147148 160a: R,,R,:H-; Ry,R,:Cl-
OMe
= 147-148a
N
IS /)

148

Saidzinot hidrokamslkabju attiegbas pret standartvielu @b bibliotkas, redzams, ka
gan N-sulfonil-aminohidrokamskabei 147, gan 148 § attiedba alas bibliotkas at&iras
vairak par @rgjam biblioteka izmantotagm, kuru daudzums ab bibliogkas laika mairas
Iidzigi (skat. 2.19. att.). atad ar jauniegdita N-sulfonil-aminohidrokdmskabe 148 ir ChC

ligands.
0,8 -
Sis/(Sus+Siu) ‘ ® 147
0,6 - =148
+159
=158
4160
’ 0 1 2 3 4 5 g ks h

2.19. att Kolagenazes p-DKB ar un bez pievienotas ChC (ar raustu linijju nor adita

hidroksamskabju attieciba pret standartu bibliotéka ar pievienotu ChC)

Apskatot abu bibli@ku hromatogrammas, redzams, ka hidaoksiabju 147 un 148
paracileSaras un @rgrupsSaras produkti (47a, 148a 151, 16) veidojas maak enZma
klatiene (skat. 2.20. att. A un B).

Vera nemams fakts ir atas, ka erima saturoso biblieku filtrgjot caur 10 kDa filtru,

un tad filtatu analizjot ar AESH, hromatogramas vairs nav redzami-sulfonil-amino-
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hidroksamskabju 147 un 148 to acikto atvasigjumu 147a un 1483 ka af 147a
pargrupeSaras produktu — sulfonarda 151 un 151a(no 148 veidojies sulfonanus) sigrali
(skat. 2.20. att. B un C). Tastiba pada to, ka Sie savienojumi ir kaudda mera sasaigti

ar enzmu un &pec, filtrgjot, kopa ar enzmu paliek uz filtra virsmas.
151a

151

C = pn = = = = T e = e
2.20. att.p-DKB hromatogrammas pec 3h: A) bez pievienotas ChC, B) ar pievienotu ChQZ) ar
pievienienotu ChC filtreéts caur 10kDa enmu filtru
Apkopojot no otragp-DKB izveides iegtos datus, var sedh ka, ja bibliotka starp
komponerdm ir vairaki enZma ligandi, tad ir iespams noteikt ar vairaku ligandu
saisiSanos ar efAmu.
To paida ar p-DKB, kura veidota no acilhidrokmskibes 103a un vaitkiem
lidzigiem potendiliem kolageiazes ligandiem -N-sulfonil-aminohidroks8mskabem 147-149

ar dazdiem aizvietaijiem pie aminogrupas.

o R o o) pH=7,5 o R ° o)
HO. N. o) 3°C Ho N. o)
N S=0 N~ ~ et -
Y YR = T L Y
a) bez ChC o
b) ar ChC
147-149  OMe 103a 147-149a  OMe 103a

s (on K/}D

147 148 149 150
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Hidroksamskabju 147-148attiedba pret standartvielti57 atkafba no laika bibliotka
bez pievienota eima saidzinatas ar hidrok&mskabju attieGbu pret standartvielu biblieka
ar pievienotu ChC. ladie rezuliti apkopoti grafild (skat. 2.21. att.)

0,7 1
Shs/(ShstSsu) A 147
0,6 =148
¢ 149
0’3 T T T T T T 1 .
laiks, h
0 1 2 3 4 5 7

2.21. att Kolagenmazes p-DKB ar un bez pievienotas ChC (ar raustu Iiniju nor adita

hidroksamskabju attieciba pret standartu bibliotéka ar pievienotu ChC)

Ka redzams 2.19. até, tad visu hidrokemskabju daudzums laik atkiras alas
paraklajas bibliogkas. Ja maigumam tika pievienots emms, tad visas hidrokmskibes
acilejas knak. Saidzinot hidrokamskabju daudzumus sav starf@ biblioteka, kura ir
pievienots erians (grafikk ar prtrauktu 1iniju), redzams, ka vishak paracilcjas
hidroksamskibe 149 (ChC), betl47(ChC) un148(ChC) daudzums ladkir aptuveni vieads.

S biblioteka vienlaikus ar pa@da, ka starp struktali |idzigam p-DKB
komponendm, ir iesgjams aptuveni nayrtét vai komponente ir laks vai slikiks enzma
ligands. Prexzaku datu iegSanai Sa gadjuma nepiecieSami papildus enza-liganda

mijiedarlibu nerjumi.
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3. EKSPERIMENTALA DALA

3.1. Izmantota aparatira un reagenti

Vielu tiribas noteiktas un bibligku anaizes veiktas ar AESH: Waters 2695 Alliance,
kolonna: Apollo-C18 (5 M), 4,6x150 mm, kigt faze: CHCN-0,1% HPQO, gradients
5/95%—-95/5%, anaes laiks: 30 min, pbmasatrums: 1 mL/min, kolonnas tempeied:
40°C, detektors: UV (210 un 254 nm).

'H KMR spektri unemti ar ,Varian 200" un ,Varian 400", k¥dinatajos D,O, CDCk
vai DMSO-D.

AESH/MS analzes veiktas ar: Waters 2695 Alliance, kolonna AtadC18 (5mkm),
2,1x50 mm, kusta faze: CHCN-0,1% HCOOH, gradients 5/95%—-95/5%, @wed laiks
14 min, pismasatrums 0,2 mL/min, kolonnas temperat: 30°C, deterktors UV (254 nm),
MS Water Detector 2487 (El).

Bufe&kidumu pH rtibas noteiktas ar pH-metru ,,Oakton” grdiapazons 0 — 14 pH
(£0,02).

Kusanas temper@atas noteiktas ar ,OptiMelt”, sii@anastrums 4°C/min.

Reakciju gaitas n@voSanai izmantotas giskhna hromatodifijas plates Kieselgel 60
Fos4 (“Merck”), detekeSanai izmantots UV starojums @ garums 254 nm) vai #tiSana
KMnO4 kiduna.

Skidinataji iegadati no Acros Organics THF un DCM destiits uz MBraun-SPS 800,
etilacesits izmantots bez papildusitsanas.

Reagenti iegidati no Acros Organics, Alfa Aesam Sigma-Aldrich

Oglskabes anhidize iegdata no Sigma-Aldrich,,Carbonic Anhydrase, From Bovine
Erythrocites”, 98%, CAS Nr. 9001-03-0.

Kolageraize no ie@data no Sigma-Aldrich ,Collagenase, from Clostridium
histolyticuni, type I, CAS Nr.9001-12-1

3.2. Karbonskabju sintéze

Etil-[4-(hlorsulfonil)fenillacet ats (118)
5,00 g (30,45 mmol) etilfenilacs#t (117) iz&idina 10 mL saus DCM un %idumu
atdzes tidens-ledus varinlidz 0°C temperatrai. Tad &dumam &nam pilina kit 10 mL

(152,25 mmol) hlorsulfongkes &idumu 10 mL saus DCM. Fec pievienoSanas reakciju
maisa istabas tempefigt 1 h, tad maigumu izlej uz 20 mL ledus, ekstdhar DCM.

Organisko #zi atdala, mazgar pies. NaCtidens Eidumu, &ve virs bii. NgSQ,, nofiltré un
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ietvaic. legito vielu atira, izmantojot kolonnu hromatdidiju (EtOAc/PE=1/4). legst
0,480 g (6%) dzeltenuleeidigu vielu ar AESHTtibu 94%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 6, m. d.: 1,17 (3H, tJ=7,0 Hz, CH), 3,65 (2H, s, Ar-
CHy), 4,06 (2H, qJ=7,0 Hz, CH), 7,20 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 7,53 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-
H). MS (El) m/z, 263 (M+H].

Etil-[4-(aminosulfoniDfenillacetats (119)

(Sulfonanmidu sintézes apraksts)

10 mL kdz 0°C atdzestam 25% NHOH &idumam &nam pievieno 0,480 g
(1,83 mmol) etil-[4-(hlorsulfonil)fenillacatu (118), reakcijas maigumu turpina maig
istabas temperata 16 h. Tad to ®reiz atdzes lidz 0°C, lenam pievieno k. HClidz skibai

videi un ekstrat ar EtOAc. Organiskoaki atdala, mazgar pies. NaCtidens §dumu, ave
virs bia. NaSQ,, nofiltre un ietvai€. Vielu sakristaliz no &tera. legist 0,250 g etil-[4-
(aminosulfonil)fenillacetta (119 un [4-(aminosulfonil)fenil]etiskabes maigumu (116),
kuru neatdala, beilak hidrolize I1dz [4-(aminosulfonil)fenil]efiskabei (116).
[4-(Aminosulfonihfenil]leti kskabe (116)
(Esteru hidrolizes apraksts)

0,250 g etil-[4-(aminosulfonil)fenil]acata (119 un [4-(aminosulfonil)-fenillekiskabes
maigjumu (116) iz&idina 1 mL MeOH, pievieno 2 mL 2 M NaOHi8umu. Maisa istabas

temperaira 16 h. Tad reakcijas majsmu paskbina ar 6 M HCI, ekstrahar EtOAc.
Organisko #zi atdala, mazgar pies. NaCudens Eidumu, &ve virs bii. NSO, nofiltre un
ietvaic. Vielu sakristaliz noétera. led@ist 0,175 g (45% - 2 stad§) baltas krigiliskas vielas
ar AESH tribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 3,68 (2H, s, CHi, 7,31 (2H, s, Nb), 7,43
(2H, d,J=8,2 Hz, Ar-H), 7,75 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 12,45 (1H, s, COOHMS (EIl) m/z,
216 (M+H)". Ty = 144°C.
3-(Aminosulfonil)benzoskibe (120)

legist pEc sulfonamdu sintzes apraksta no 0,500 g (2,27 mmol) 3-

(hlorsulfonil)benzoskbes (21). Vielu sakristaliz no &tera. ledgist 0,393 g (86%) baltas
kristaliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 7,49 (2H, s, N¥), 7,72 (1H, tJ=7,8 Hz, Ar-
H), 8,04 (1H, dg,J)=1,2, 1,6, 7,8 Hz, Ar-H), 8,14 (1H, dt}=1,2, 7,8 Hz Ar-H), 8,38 (1H, t,
J=1,6 Hz, Ar-H), 13,46 (1H, s, OHMS (EI) m/z, 202 (M+H).
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4-(Aminosulfonil)benzoskabe (122)
2,00 g (11,68 mmol) 4-metilbenzilsulfonzan (123) iz&idina 40 mL 1 M NaOHidens
giduma, lenam pievieno 2,39 g (15,18 mmol) KMnOMaisjumu karg 40°C 4 h, tad

atdzes, filtrée branas nogulsnes. Filitam pievieno 6 M HCI I§dumu idz skibai videi.

Novero baltu nogul§u veidoSanos. 3 filtre, Zave eksikatod uz ROs. legist 1,93 g (82%)
baltas krisiliskas vielas ar AESHribu 98%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) §, m. d.: 7,47 (2H, s, Ny, 7,91 (2H, d,)=8,2 Hz, Ar-
H), 8,11 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 13,4 (1H, s, OHMS (EI) m/z, 202 (M+HJ.
N,N.4-Trimetilbenzsulfonamids (126)

2,00 g (10,52 mmol) 4-metilbenzilsulfonilhida (@25 iz&idina 20 mL saus THF,
pievieno 1,28 g (15,78 mmol) dimetilama hidrohlorda, dzegot pilina klat 4 mL

(31,56 mmol) trietilarina. Maisa istabas temperei 18 h, tad pielej 20 midens un ekstrah
ar EtOAc. Organiskoaki atdala un mazgar pies. NaCladens Eidumu, Avé virs bi.
NaSQy, nofiltre un ietvaie. legist 2,25 g (98%) dzeltenule ar AESH tribu 99%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 2,41 (3H, s, Ar-CH), 2,57 (6H, s, N-C#),
7,45 (2H, dJ=8,1 Hz, Ar-H), 7,632H, d,J=8,1 Hz, Ar-H).MS (El) m/z, 200 (M+Hj.
4-[(N,N-Dimetil)aminosulfonillbenzoskabe (124)

legist Ec 4-(aminosulfonil)benzogbkes (22) sinEzes apraksta, oksimt 2,259
(112,95 mmol) N,N4-trimetilbenzilsulfonarmda (26). legist 0,316 g baltas krigtskas
vielas, kas sa®t no 4-[(N,N-dimetil)laminosulfonil]-benzosibes (24 (70%) un 4-

(aminosulfonil)benzosibes (22 (30%) maijuma, kuras atdalaakamap stadip ka O-
THP-aizsargtas hidrokamslabes.

MS (EIl) m/z, 230 (M+H) un 202 (M+H]}.
Metil-(2 S)-2-{[(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metilpentanoats (142)

(Aminoskabju sulfonil eSanas apraksts)
0,500g (2,74 mmol) metil-&-2-amino-4-metilpentarata hidrohlordu (138 un

0,569 g (2,74 mmol) 4-metoksibenzilsulfonilhidu (139 suspend 15 mL acetona, pievieno
5mL 2 M K,CO; idens Eidumu, maisa istabas tempé@rat18 h. Tad reakcijas majsmu
ietvaic, paskibina ar 1 M HClidz neitélai videi, ekstrah ar EtOAc. Organiskoati atdala
un mazg ar pies. NaChdens Eidumu, zve virs bii. NaSQy, nofiltré un ietvai€. legito
vielu atfra, izmantojot kolonnu hromatadgiju (EtOAc/PE=1/2). legst 0,633 g (73%) gaiSi
dzeltenu krigtlisku vielu ar AESHribu 97%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 0,69 (3H, dJ=6,3 Hz, CH), 0,80 (3H, d,
J=6,3 Hz, CH), 1,31-1,43 (2H, m, C}, 1,48-1,57 (1H, m, CH), 3,38 (3H, s, COO{H
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3,70 (1H, m,*CH), 3,83 (3H, s, OC}), 7,08 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H,), 7,66 (2H, d]=8,6 Hz,
Ar-H), 8,15 (1H, dJ=8,2 Hz, NH).MS (El) m/z, 316 (M+H).
(29)-2-[(4-Metoksifenil)sulfonillamino-4-metilpentanskabe (135)

legast pec esteru hidrodzes apraksta, hidroligot 0,260 g (0,82 mmol) metil-&-2-
{[(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metilpentarau  (142) legast 0,238 g (96%) baltas
kristaliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 0,67 (3H, dJ=6,6 Hz, CH), 0,80 (3H, d,
J=6,6 Hz, CH), 1,33-1,34 (2H, m, Ch}, 1,53-1,60 (1H, mJ=6,6 Hz, CH), 3,57 (1H, m,
"CH), 3,82 (3H, s, OCH), 7,06 (2H, d,J=9,0 Hz, Ar-H,), 7,67 (2H, d}=9,0 Hz, Ar-H), 7,94
(1H, d,J=8,6 Hz, NH), 12,50 (1H, s, COOHYIS (El) m/z, 302 (M+H).

Metil-(2 S)-2-{[4-nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillamino} -4-metilpentanadats (142a)

(Aminoskabju alkil éSanas apraksts)

0,370 g (1,17 mmolmetil-(29-2-{[ (4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metil-pentaiata
(142) iz8kidina 5 mL DMF, pievieno 0,034 g (2,34 mmol) 60% Nsitbpensiju minatella.
Pec 10 min reakcijas majsimam pievieno 0,253 g (1,17 mmol) 4-nitrobenzilbrda (1439

un maisa istabas temperat 18 h. Tad pievieno 15 miidens, ekstrahar EtOAc. Organisko
fazi atdala un mazgar pies. NaCitidens Eidumu, Zve virs bii. NaSQ,, nofiltre un ietvai€.
legtto vielu atira, izmantojot kolonnu hromatadiju (EtOAc/PE=1/2). legst 0,507 g (96%)
dzeltenu u ar AESH tribu 98%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 0,51 (3H, dJ=6,3 Hz, CH), 0,76 (3H, d,
J=6,3 Hz, CH), 1,25-1,37 (2H, m, CHl, 1,39-1,51 (1H, m, CH), 3,30 (3H, s, COO4H
3,63 (1H, m,"CH) 3,82 (3H, s, OCH), 4,61 (2H, ddJ=17,6, 70,8 Hz, Ch), 7,09 (2H, d,
J=9,0 Hz, Ar-H,), 7,65 (2H, d)=8,6 Hz, Ar-H), 7,74 (2H, d)J=8,6 Hz, Ar-H), 8,19 (2H, d,
J=9,0 Hz, Ar-H).MS (EI) m/z, 452 (M+H)}.
(2S)-2-{[4-Nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metilpentanskabe (135a)

legust pEc esteru hidraizesapraksta, hidroligot 0,250 g (0,55 mmol) metil-&-2-{[4-
nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillJamino}-4-mepkentanatu (1423. legist 0,180 g (74%)
gaisi dzeltenulgu ar AESH tribu 93%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 0,52 (3H, dJ=6,3 Hz, CH), 0,80 (3H, d,
J=6,3 Hz, CH), 1,27-1,48 (3H, m, CH CH), 4,36 (1H, m, HzCH), 3,84 (3H, s, OCH),
4,68 (2H, ddJ=17,6, 75,1 Hz, Ch), 7,08 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H,), 7,70 (2H, dJ=8,6 Hz,
Ar-H), 7,76 (2H, d J=8,6 Hz, Ar-H), 8,21 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 12,80 (1H, s, COOH).
MS (El) m/z, 437 (M+Hj.
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Metil-(2 S)-2-{[(2-metilhinolin-4-iYmetil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-

metilpentanoats (142b)

legist ec aminoskbju alkileSanas sinezes apraksta, alkjot 0,250 g (0,79 mmol)
metil-(29-2-{[(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metilpentavata (142 ar 0,181¢g
(0,793 mmol) 4-(hlormetil)-2-metilhingla hidrohlotdu (143b). legist 0,240 g (64%) baltas
kristaliskas vielas ar ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 0,53 (3H, dJ=5,9 Hz, CH), 0,78 (3H, d,
J=5,9 Hz, CH), 1,08-1,15 (1H, m, CH), 1,45-1,51 (2H, m, £}2,62 (3H, s, Ar-Ch), 3,35
(3H, s, COOCH), 3,87 (3H, s, OCH), 4,49 (1H, m, CH), 5,01 (2H, ddJ=18,0, 30,1 Hz,
CH,), 7,15 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H,), 7,36 (1H, s, Ar-H), 7,60 (1H,X 8,2 Hz, Ar-H), 7,73
(1H, t, J= 8,2 Hz, Ar-H), 7,83 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 7,95 (1H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 8,07
(1H, d,J=8,2 Hz, Ar-H).MS (El) m/z, 472 (M+H).

(29)-2-{[(2-Metilhinol in-4-il)metil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metilpentanskabe
(135Db)
legist pec esteru hidroizes apraksta, hidroligot 0,240 g (0,51 mmol) metil-&-2-

{[(2-metilhinolin-4-il)metil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-melpentincatu (142b). legast
0,233 g (92%) baltas kritiskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 0,66 (3H, dJ=6,3 Hz, CH), 0,81 (3H, d,
J=6,3 Hz, CH), 1,16—-1,24 (1H, m, CH), 1,50-1,60 (2H, m, £;+2,88 (3H, s, Ar-Ch), 3,83
(3H, s, OCH), 4,39 (1H, m, CH), 5,24 (2H, s, Cb, 7,09 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H,), 7,74
(1H, s, Ar-H), 7,81 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 7,85 (1H, tJ=8,2 Hz, Ar-H), 8,03 (1H, t,
J=8,2 Hz, Ar-H), 8,22 (1H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 8,31 (1H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 12,99 (1H, s,
COOH).MS (El) m/z, 457 (M+H].

Metil-(2 S)-2-{[(2-metil-1,3-tiazol-4-il)metil-(4-metoksifeni)sulfonillamino}-4-

metilpentanoats (142c)

legist ec aminoskbju alkileSanas sintzes apraksta, alkjot 0,230 g (0,73 mmol)
metil-(29-2-{[(4-metoksifenil)sulfoniljJamino}-4-metilpentavata w42 ar 0,134 g
(0,73 mmol) 4-(hlormetil)-2-metil-1,3-tiazola hidrtwrida @(439. ledgast 0,194 g (62%)
dzeltenas kas ar AESHitibu 99%.

MS (EI) m/z, 428 (M+H).
(29)-2-{[(2-Metil-1,3-tiazol-4-il)metil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-
metilpentanskabe (135c¢)

legast pec esteru hidroizes apraksta, hidroligot 0,104 g (0,24 mmol) metil-&-2-
{[(2-metil-1,3-tiazol-4-il)metil-(4-metoksifenil)siionillamino}-4-metilpentanatu (1429.
legast 0,078 g (78%) baltas kritiskas vielas ar AESHrbu 99%.
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'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 0,63 (3H, dJ=5,9 Hz, CH), 0,73 (3H, d
J=5,9 Hz, CH), 1,17-1,49 (2H, m, C}), 2,12-2,16 (1H, m, CH), 2,60 (3H, s, Ar-gH3,83
(3H, s, OCH), 4,28 (1H, m, CH), 4,54 (2H, ddJ=16,8, 42,4 Hz, Ch), 7,07 (2H, d,
J=9,0 Hz, Ar-H,), 7,33 (1H, s, Ar-CH), 7,75 (2H, 88,6 Hz, Ar-H), 12,2 (1H, s, COOH).
MS (El) m/z, 414 (M+Hj.

Metil-(2 S)-2-{[N-(2-morfolin-4-il)etil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metil pentanaats
(142d)

legast pec aminoskbju alkileSanas sinezes apraksta, alkjot 0,250 g (0,79 mmol)
metil-(29)-2-{[(4-metoksifenil)sulfonillJamino}-4-metilpentavatu 142 ar 0,146¢
(0,793 mmol) 4-(hloretil)morfaha hidrohlotdu (143d). legist 0,180 g (53%) dzeltenalas
ar AESH tribu 96%.

MS (El) m/z, 430 (M+HJ.
(29)-2-{[N-(2-morfolin-4-il)etil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metil pentanskabe
(135d)

legust pec esteru hidraizesaprksta, hidroligjot 0,180 g0,42 mmol) metil-&-2-{[ N-

(2-morfolin-4-il)etil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metgentanatu (142d). legust
0,160 g (92%) baltas kriiskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 0,84 (3H, dJ=6,3 Hz, CH), 0,90 (3H, d,
J=6,3 Hz, CH), 1,47-1,53 (2H, m, CH, 1,54-1,62 (1H, m, CH), 3,13 (2H, m, §H3,61
(2H, m, CH), 3,7-4,0 (4H, m, C}), 3,84 (3H, s, OC}J, 4,0-4,1 (4H, m, C}}, 4,25 (1H, m,
"CH), 7,10 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H,), 7,79 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 3,33 (1H, s, COOHMS
(El) m/z, 414 (M+H).

Etil-(2 S)-2-{[(4-metoksifenil)sulfonillamino}-3-fenilpropanoats (141)

legast pec aminoskbju sulfonieSanasapraksta no 0,200 g (0,87 mmol) etiB2-
amino-3-fenilpropangta hidrohlotda (L37). legast 0,231 g (73%) baltas krigiskas vielas ar
AESH firibu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 0,94 (3H, t)=7,0 Hz, CH), 2,82 (2H, d,
J=9,0 Hz, CH), 3,73 (2H, qJ=7,0 Hz, CH), 3,08 (3H, s, OCH), 3,88 (1H, m, CH), 6,99
(2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H,), 7,10 (2H, m, Ar-H), 7,19-7,23 (3kh, Ar-H), 7,54 (2H, d,
J=9,0 Hz, Ar-H,), 8,30 (1H, dI=8,6 Hz, NH).MS (El) m/z, 365 (M+Hj.
(29)-2-{[(4-metoksifenil)sulfonillamino}-3-fenilprop anskabe (134)

legast pec esteru hidroizesapraksta, hidroligot 0,050 g(0,013 mmol) etil-(&)-2-{[(4-

metoksifenil)sulfonillamino}-3-fenilproparadu  (141). legast 0,035g (76%) baltas
kristaliskas vielas ar AESHribu 97%.
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'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,70 (1H, dJ=9,0 Hz, CH), 2,91 (1H, d,
J=5,9, CH), 3,36 (1H, m,CH), 3,80 (3H, s, OC}}, 6,94 (2H, d,)=8,6 Hz, Ar-H,), 7,12 (2H,
m, Ar-H), 7,21 (3H, m, Ar-H), 7,50 (2H, d=8,6 Hz, Ar-H,), 8,08 (1H, dJ=8,6 Hz, NH),
12,66 (1H, s, COOHWMS (EIl) m/z, 336 (M+H).

Etil-(2 S)-2-{[4-nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillamino} -3-fenilpropanoats (141a)

legist pec aminoskibju alkileSanassintzes apraksta, alkjot 0,180 g (0,50 mmol) etil-
(29-2-{[(4-metoksifenil)sulfonillamino}-3-fenilpropaoatu (141 ar 0,107 g (0,50 mmol) 4-
nitrobenzilbronidu (1439. legist 0,190 g (77%) baltas kritiskas vielas ar AESHiribu
90%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 0,88 (3H, tJ=7,0 Hz, CH), 2,74 (1H, d,
J=7,4 Hz, CH), 3,04 (1H, dJ=8,2, CH), 3,67 (1H, m,*CH), 4,68 (2H, qJ=7,0 Hz, CH),
3,84 (3H, s, OCH), 4,98 (2H, ¢ 37,0, 14,1 Hz, Ch), 7,01 (2H, m, Ar-H), 7,05 (2H, d,
J=9,0 Hz, Ar-H), 7,17 (3H, m, Ar-H), 7,46 (2H, &:=38,6 Hz, Ar-H), 7,69 (2H, dJ=9,0 Hz,
Ar-H) 8,07 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H).MS (EI) m/z, 501 (M+H}.
(29)-2-{[4-Nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-3-fenilpropanskabe (134a)

legast Ec esteru hidraizesapraksta, hidroligot 0,190 g (0,38 mmol) etil-&-2-{[4-
nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillJamino}-3-ferpropanatu (141a). legast 0,177 g (99%)
gaisi dzeltenas krisliskas vielas ar AESHribu 95%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 2,73 (1H, dJ=7,4 Hz, CH), 3,10 (1H, d,
J=7,4 Hz, CH), 3,38 (1H, m,CH), 3,84 (3H, s, OCH}, 4,65 (2H, qJ=7,0, 13,1 Hz, Ch),
7,02 (2H, m, Ar-H), 7,04 (2H, d=9,0 Hz, Ar-H), 7,20 (3H, m, Ar-H), 7,42 (2H, 8:8,6 Hz,
Ar-H), 7,70 (2H, d,J=9,0 Hz, Ar-H,) 8,04 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 12,92 (1H, s, COOH).
MS (EI) m/z, 471 (M+H]J.

Etil-(2 S)-2-{[(4-metoksifenil)sulfonillamino}-3-(4-hidroksifenil)propanoats (140)

legast pec aminoskibju sulfonieSanas apraksta no 0,50 g (2,03 mmol) etig2-
amino-3-(4-hidroksifenil)proparata hidrohlorda (@36). legist 0,508 g (56%) baltas
kristaliskas vielas ar AESHribu 85%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 1,08 (3H, tJ=7,0 Hz, CH), 2,64 (1H, d,
J=8,2 Hz, CH), 2,74 (1H, d,J=7,4 Hz, CH), 3,75 (2H, q,J=7,0 Hz, CH), 4,02 (1H, m,
"CH), 3,81 (3H, s, OCh), 6,59 (2H, d,J=8,6 Hz, Ar-H,), 6,87 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 6,99
(2H, d,J=9,0 Hz, Ar-H), 7,54 (2H, d}=9,0 Hz, Ar-H), 7,72 (1H, d}=9,0 Hz, NH), 9,23 (1H,
s, OH).MS (El) m/z, 380 (M+Hj.
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(29)-2-[(4-metoksifenil)sulfonillamino-3-(4-hidroksifenil)prop anskabe (133)
legist ec esteru hidraizesapraksta, hidroligot 0,508 g(1,34 mmol) etil-(&)-2-{[(4-

metoksifenil)sulfonillamino}-3-(4-hidroksifenil)pmanatu (140).

legast 0,164 g (35%) gaisi dzeltenas Miiskas vielas ar AESHribu 93%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,57 (1H, dJ=8,6 Hz, CH), 2,77 (1H, d,
J=5,9 Hz, CH), 3,68 (1H, m,CH), 3,81 (3H, s, OC}), 6,58 (2H, dJ= 8,6 Hz, Ar-H,), 6,88
(2H, d, J=8,6 Hz, Ar-H), 6,94 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 7,49 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 8,00
(1H, d,J= 8,6 Hz, NH), 9,19 (1H, s, OH), 12,59 (1H, s, COOMS (El) m/z, 352 (M+H].

3.3. Hidroksamskabju sintéze

O-(Tetrahidro-2 H-pir an-2-ihhidroksilamins (98b)
30 g (0,18 mol) H-izoindola-1,32H)-diona &idumam 210 mL DCM un 240 mL
dioksana pievieno 18,5 mL (0,184 mol) 3,4-dihidrbkpirana un 0,6 g (0,35 mmolp-

toluolsulfonskibes. Maisa istabas tempeénat2h, tad reakcijas majgmam pievieno 300 mL

pies. NaHCQ &idumu. Organiskoakzi atdala un mazgar pies. NaChidens Eidumu, ave
virs bio. NaSQ,, nofiltre un ietvai€. legist 43 g (0,18 mol) (95%) 2-(tetrahidréiziran-2-
iloksi)-1H-izoindola-1,3(#)-dionu, kuru #lak iz&idina 90 mL benzola, pievieno 9 mL
(0,18 mol) metilhidraina, kars 80°C temperatra 20 min. Tad maigumu atdzes ledus
vanrs, filtré caur celitu un ietvaie.

legato dlveidigo vielu attra, izmantojot vakuumdesidiju (5 mBa), sa&c frakciju, kas
virst pie 97°C. ledist 21 g (98%) baltas kridiskas vielas ar AESHribu 98%.

MS (EI) m/z, 118 (M+Hj.

3.3.1. Hidroksamskabju sintéze pec Metodes A
N-Hidroksi-4-metoksibenzanids (102)

(Metodes A apraksts)
0,50 g (3,29 mmol) 4-metoksibenzabks iz&idina 5 mL sausa THF argona atntosf

pievieno 1,07 g (6,57 mmol) karbonildiimidazola (D
(novero gazes izdaanos), maisa istabas temparatPec 30 miritém reakcijas maifumam
pievieno 0,046 g (6,57 mmol) hidroksilama hidrohlotrda ©8b) un turpina maig istabas
temperaira 12 h. Tad pievieno 5% KHSQidens Eidumu, ekstraé ar EtOAc. Organisko
fazi atdala un mazgar pies. NaCitidens Eidumu, Zve virs bii. NSOy, nofiltre un ietvai€.
Vielu sakristaliz no &tera. legst 0,052 g (41%) baltas krisiskas vielas ar AESHiribu
99%.
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'H KMR (200 MHz, DMSO-R) 5, m. d.: 3,80 (3H, s, OCJ{ 6,99 (2H, dJ=8,9 Hz,
Ar-H), 7,73 (2H, dJ=8,9 Hz, Ar-H), 8,91 (1H, s, NH), 11,07 (1H, s, OM)S (El) m/z, 168
(M+H)*. T, = 157°C.

N-Hidroksi-4-metilbenzamids (103)

Sinteze @Ec metodes Aapraksta no 0,50 g (3,67 mmol) 4-metilbenzbsls. legst
0,099 g (28%) baltas kritiskas vielas ar AESHrbu 99%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,32 (1H, s, C§} 7,23 (2H, d,J)=7,9 Hz, Ar-
H), 7,63 (2 H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 8,94 (1H, s, NH), 11,11 (1H, s, OMN)S (EI) m/z, 152
(M+H)". T\ = 145°C.

N-Hidroksi-fur an-2-karboksamnids (104)

Sintze [Ec metodes Aapraksta no 0,50 g (4,46 mmol) #nr2-karbonskbes. legst
0,158 g (28%) baltas kriiskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 6,60 (1H, dd}=1,7, 3,4 Hz, CH), 7,04 (1H,
d, J=2,6 Hz, CH), 7,85-7,72 (1H, m, CH), 9,07 (1H, $§/)N11,14 (1H, s, OHMS (EI) m/z,
128 (M+H)". T = 121°C.

N-Hidroksi-pirid in-2-karboksamids (105)

Sinteze Ec metodes Aapraksta no 0,50 g (4,06 mmol) pirieR-karbonskbes. legst
0,262 g (47%) baltas kritiskas vielas ar AESHrbu 98%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 7,59 (1H, dddl=1,3, 4,7, 7,4 Hz, CH), 7,64
(1H, s, NH), 8,06-7,95 (2H, m, CH), 8,11 (1H, s,)08165 (1H, s, CH)MS (El) m/z, 139
(M+H)".

N-Hidroksi-4-cianobenzanids (106)

Sintze @c metodes Aapraksta no 0,20 g (1,35 mmol) 4rebenzoskbes. legst
0,057 g (26%) baltas kriiskas vielas ar AESHribu 92%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 7,92 (4H, 2d}=8,6 Hz, Ar-H), 9,27 (1H, s,
NH), 11,48 (1H, s, OHWMS (El) m/z, 164 (M+H}J. T\ = 132°C.
N-Hidroksi-3-(2-metoksifenil)propanamids (107)

Sinteze [Ec metodes Aapraksta no 0,50 g (2,77 mmol) 3-(2-metoksifendjpnskabes.
legast 0,460 g (85%) gaisi raxkristaliskas vielas ar AESHribu 97%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,20 (2H, tJ=7,3 Hz, CH), 2,76 (2H, t,
J=7,3 Hz, CH), 3,79 (3H, s, OCH, 6,99-6,79 (2H, m, Ar-H), 7,27-7,05 (2H, m, Ar;18)68
(1H, s, NH), 10,35 (1H, s, OHMS (El) m/z, 196 (M+H). T = 130°C.
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3.3.2. Hidroksamskabju sintéze pec Metodes B
4-(Aminosulfonil)-N-(tetrahidro-2 H-pir an-2-iloksi)benzanids (115-THP)
(Metodes B apraksts)

0,403 g (2,00 mmol) 4-(aminosulfonil)benzabks (22 iz&idina 5 mL saus THF
argona atmosfa, pievieno 0,541 g (4,01 mmol) hidroksibenztriazgbdOBT), 0,662 mL
(4,01 mmol) diizopropiletilanima (DIPEA), 0,471 g (4,01 mmolp-(tetrahidro-2-piran-2-
i)hidroksilamina @8h), ka pedgjo pievieno 0,768 g (4,01 mma¥-(3-dimetilaminopropil)N-

etilkarbodiimda hidrohlotda (EDCI), maisa istabas tempé@rat24 h. Reakcijas majsmu
nedaudz ietvaig; pievienoadeni, ekstrafiar EtOAc. Organiskoaki atdala un mazgar pies.
NaCl adens Eidumu, ave virs bii. NaSQy, nofiltre un ietvai€. Vielu atira, izmantojot
kolonnu hromatogifiju (EtOAc/PE=1/1). legst 0,446 g (74%) baltas krisitkas vielas ar
AESH firibu 98%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 1,55 (3H, m, CH, 1,72 (3H, m, Ch), 3,52—
3,55 (1H, m, CH)) 4,02—-4,07 (1H, m, C}), 5,02 (1H, m, CH), 7,49 (2H, s, NH 7,91 (4H,
m, Ar-H), 11,82 (1H, s, NHMS (El) m/z, 301 (M+H).
4-(Aminosulfonil)-N-hidroksibenzamids (115)
(THP-aizsarggrupas nokelSana ar TFA)

0,170g (0,566 mmol) 4-(aminosulfonM-(tetrahidro-H-piran-2-iloksi)benzarrda
(115-THP) iz&idina 3 mL sausa DCMghi piepilina 3 mL trifluoretkskabes un maisa

istabas temperata 24 h. Reakcijas majamu ietvai@, un vielu sakristaliz no E4O un ACN
maigjuma (10:1). legst 0,079 mg (65%) kangani baltas nogulsnes ar AESHGU 97%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 6, m. d.: 7,47 (2H, s, N}, 7,88 (2H, dJ=2,4 Hz,
Ar-H), 7,88 (2H, dJ=2,4 Hz, Ar-H), 9,2 (1H, s, NH), 11,4 (1H, s, OHJS (EI) m/z, 217
(M+H)". T,=152C.

[(4-Aminosulfonil)fenil]- N-(tetrahidro-2 H-pir an-2-iloksi)acetanids (129-THP)

Sintze @®c metodes B apraksta no 0,085 g (0,40 mmol) [4-
(aminosulfonil)fenilletkskabes (16). legist 0,095 g (77%) baltas krisiskas vielas ar AESH
tirtbu 96%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) 5, m. d.: 1,53 (3H, m, CH, 1,71 (3H, m, Ch), 3,43
(2H, s, Ar-CH), 3,49-3,54 (1H, m, C}), 3,89-3,96 (1H, m, CH, 4,8 (1H, m, CH), 7,31
(2H, s, NH), 7,41-7,43 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 7,75 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 11,29 (1H, s,
NH). MS (El) m/z, 315 (M+H)].
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[(4-Aminosulfonil)fenil]- N-hidroksiacetanids (129)

legist pec THP-grupas nogelSanas ar TFAapraksta no 0,095 g (0,303 mmol) [(4-
Aminosulfonil)fenil]-N-(tetrahidro-H-piran-2-iloksi)acetarrda (129-THP). legist 0,051 g
(73%) gaisi dzeltenas krigiskas vielas ar AESHribu 98%.T saq= 145°C.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 3,37 (2H, s, Ch, 7,30 (2H, s, Nb), 7,42
(2H, d, J=8,2, Ar-H), 7,75 (2H, dJ=8,2, Ar-H), 8,86 (1H, s, NH), 10,69 (2H, s, OHJS
(El) m/z, 231 (M+H).
3-(Aminosulfonil)-N-(tetrahidro-2 H-pir an-2-iloksi)benzanids (128-THP)

Sinteze @Ec metodes Bapraksta no 0,756 g (3,75 mmaH aminosulfonil)benzogibes
(120). legast 0,964 g (85%) baltas kritiskas vielas ar AESHribu 96%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 1,56 (3H, m, CH, 1,73 (3H, m, Ch), 3,52—
3,55 (1H, m, CH) 4,02—4,08 (1H, m, C§), 5,02 (1H, m, CH), 7,46 (2H, s, NH 7,67 (1H, t,
J=7,8 Hz, Ar-H), 7,96 (2H, tJ=7,8 Hz, Ar-H), 8,23 (1H, t,J=1,6 Hz, Ar-H), 11,89 (1H, s,
NH). MS (El) m/z, 301 (M+Hj.
3-(Aminosulfonil)-N-hidroksibenzanids (128)

legast pec THP-grupas nogelSanas ar TFAapraksta no 0,346 g (1,15 mmol) 3-
(aminosulfonil)N-(tetrahidro-2-piran-2-iloksi)benzanda (L28-THP). legast 0,146 g (59%)
baltas krisiliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 7,45 (2H, s, N, 7,65 (1H, tJ=7,9 Hz, Ar-
H), 7,94 (2H, tJ=7,9 Hz, Ar-H), 8,23 (1H, tJ=1,6 Hz, Ar-H), 9,18 (1H, s, NH), 11,44 (1H,
s, OH).MS (El) m/z, 217 (M+H). T =154C
4-[(N,N-Dimetillaminosulfonil]- N-(tetrahidro-2 H-pir an-2-iloksi)benzamds (127-THP)

Sintze @c metodes B apraksta no 0,316g (1,37 mmol) &
dimetil)aminosulfonillbenzosibes (24 (70%) un 4-(aminosulfonil)benzosikes (22
(30%) maiguma. legito vielu maifumu atdala ar kolonnu hromatagju (EtOAc/PE=1/1).
legast 0,095 g (30%) baltas kritiskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 1,55 (3H, m, C}), 1,73 (3H, m, Ch), 2,63
(6H, s,N-CHs), 3,52-3,55 (1H, m, CH)l, 4,08 (1H, m, CH), 5,03 (1H, m, CH), 7,85 (2H, d,
J=8,2 Hz, Ar-H), 8,00 (2H, d]=8,2 Hz, Ar-H), 11,9 (1H, s, NHMS (EIl) m/z, 329 (M+H).
4-(N,N-DimetilJaminosulfonil -N-hidroksibenzamids (127)

legist pec THP-grupas nokelSanas ar TFAapraksta no 0,095 g (0,289 mmol) BH¢-
dimetil)aminosulfonil]N-(tetrahidro-24-piran-2-iloksi)benzanda 27-THP). legast 0,025 g
(45%) baltas krigliskas vielas ar AESHribu 98%.
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'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,63 (6H, s\-CHs), 7,83 (2H, d,J=8,6 Hz,
Ar-H), 7,98 (2H, d J=8,6 Hz, Ar-H), 9,25 (1H, s, NH), 11,46 (1H, s, OM)S (EIl) m/z, 245
(M+H)*. Tsag= 140°C.

(29)-2-{[4-Nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillamino} -4-metil-N-(tetrahidro-2 H-pir an-2-
iloksi)pentanamids (147-THP)

Sintze [Ec metodes Bapraksta no 0,180 g (0,412 mmol)S2-{[4-nitrobenzil-(4-
metoksifenil)sulfonillJamino}-4-metilpeanskabes (@359. legist 0,1659g (75%) baltas

kristaliskas vielas — diastere@m maisjumu, kuru neatdala, ar kgjp AESH tribu 99%.

MS (El) m/z, 536 (M+Hj.
(29)-2-{[4-Nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-N-hidroksi-4-metilpentanamids
147

(THP-aizsargrupas nokelSana ar HCI)
0,165 g (0,31 mmol) &-2-{[4-nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-metil-N-
(tetrahidro-H-piran-2-iloksi)peninamda @47-THP) izsidina 2 mL diok8na, Enam

pievieno 2 mL 6 M HCI. Maisa istabas temparatl2 h. Tad reakcijas majgsmam pievieno
pies. NaHCQ sidumu tdz \aji baziskai videi, ekstrah ar EtOAc. Organiskoaki atdala,
mazg ar pies. NaCladens Eidumu, &vé virs bia. NaSQ,, nofiltré un ietvai€. Vielu
sakristaliz no Hex:EtOAc (1:1) maipima. legist 0,120 g (86%) baltas krisiskas vielas ar
AESH firibu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 0,64 (3H, dJ=6,3 Hz, CH), 0,77 (3H, d,
J=6,3 Hz, CH), 1,01-1,08 (1H, m, Cy), 1,25-1,31 (1H, m, CH), 1,42-1,48 (1H, m, &4/H
3,84 (3H, s, OCH), 4,25 (1H, m, CH), 4,78 (2H, ddJ)=17,2, 69,6 Hz, C}), 7,07 (2H, d,
J=9,0 Hz, Ar-H), 7,59 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 7,73 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 8,16 (2H, d,
J=8,6 Hz, Ar-H), 8,91 (1H, s, NH), 10,95 (1H, s, OWJS (El) m/z, 452 (M+HjJ. Ty =
156°C.

(29)-2-{[(2-Metilhinol in-4-il)metil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metil-N-(tetrahidro-
2H-pir an-2-iloksi)pentanamids (149-THP)

Sinteze @Ec metodes Bapraksta no 0,214 g (0,47 mmol)S2-{[(2-metilhinolin-4-
il)metil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metilpetan-skabes (35b). legast 0,222 g (85%)
baltas krisiliskas vielas — diastere@m maigjumu, kuru neatdala, ar ke AESH tribu
99%.

MS (El) m/z, 557 (M+Hj.
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(29)-2-{[(2-Metilhinol in-4-il)metil)-(4-metoksifenil)sulfonillamino}- N-hidroksi-4-
metilpentanamids (149)

legist pec THP-grupas nokelSanas ar 6 M HCapraksta no 0,110 g (0,20 mmolg2
2-{[(2-metilhinolin-4-il)metil-(4-metoksifenil)sulfonil]-amino}-4-mdt N-(tetrahidro-2-
piran-2-iloksi)-peninamda @49-THP). legast 0,081 g (86%) baltas kridiskas vielas ar
AESH firibu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 0,63 (3H, dJ=6,6 Hz, CH), 0,75 (3H, d,
J=6,6 Hz, CH), 0,95-1,02 (1H, m, C§), 1,30-1,36 (1H, m, CH), 1,50-1,56 (1H, m, &4/H
2,58 (3H, s, Ar-CH), 3,86 (3H, s, OCH), 4,33 (1H, m,CH), 5,17 (2H, ddJ=18,3, 167,1 Hz,
CHy), 7,09 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 7,29 (1H, s, Ar-H), 7,55 (1H, 38,2 Hz, Ar-H), 7,72
(1H, t, J=8,2 Hz, Ar-H), 7,81 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 7,92 (1H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 8,04
(1H, d, J=8,2 Hz, Ar-H), 8,93 (1H, s, NH), 11,03 (1H, s, OW)S (El) m/z, 473 (M+H).
Tk=64°C.

(29)-2-{[(2-Metil-1,3-tiazol-4-i)metil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metil- N-
(tetrahidro-2 H-pir an-2-iloksi)pentanamids (148-THP)

Sinkze Ec metodes Bapraksta no 0,078 g (0,20 mmolB52-{[(2-metil-1,3-tiazol-4-

il)metil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metilpeianskabes (135c¢). legast 0,092 g (95%)

baltas krisiliskas vielas — diastere@m maigjumu, kuru neatdala, ar ke AESH tribu
99%.

MS (El) m/z, 513 (M+Hj.
(29)-2-{[(2-Metil-1,3-tiazol-4-il)metil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}- N-hidroksi-4-
metilpentanamids (148)

Sinttze @c THP-grupas nokelSanas ar 6 M HCapraksta no 0,092 g (0,18 mmolH2
2-{[(2-metil-1,3-tiazol-4-il)metil-(4-metoksifenijulfonil]-amino}-4-metilN-(tetrahidro-24-
piran-2-iloksi)-peninamda (148-THP). legast 0,046 g (60%) baltas krisiskas vielas ar
AESH firibu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-BR) &, m. d.: 0,68 (3H, dJ=5,9 Hz, CH), 0,73 (3H, d,
J=5,9 Hz, CH), 1,25-1,35 (2H, m, Chl, 1,53-1,57 (1H, mJ=5,9 Hz, CH), 2,57 (3H, s, Ar-
CHs), 3,84 (3H, s, OCH), 4,20 (1H, m, CH), 4,69 (2H, ddJ= 16,8, 192,9 Hz, C}, 7,03
(2H, d,J=9,0 Hz, Ar-H,), 7,23 (1H, s, Ar-CH), 7,70 (2H, 88,6 Hz, Ar-H), 8,84 (1H, s,
NH), 10,90 (1H, s, OH)MS (El) m/z, 428 (M+Hj.

86



(29)-2-{[2-(Morfol in-4-il)etil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metil -N-(tetrahidro-2 H-
pir an-2-iloksi)pentanamids (150-THP)

Sinttze @Ec metodes Bapraksta no 0,160 g (0,39 mmolS2-{[2-(morfolin-4-il)etil-
(4-metoksifenil)sulfonillamino}-4-metilpeahskabes (35d). legist 0,167 g (84%) baltas

kristaliskas vielas — diastere@m maisjumu, kuru neatdala, ar kgjp AESH tribu 99%.

MS (EI) m/z, 515 (M+H).

(29)-2-{[2-(Morfolin-4-il)etil-(4-metoksifenil)sulfoni l[Jamino}- N-hidroksi-4-
metilpentanamids (150)

Sinteze Ec THP-grupas nokelSanas ar 6 M HCapraksta no 0,087 g (0,17 mmolB2
2-{[2-(morfolin-4-il)etil-(4-metoksifenil)sulfonilamino}-4-metilN-(tetrahidro-H-piran-2-
iloksi)pentinamda (L50-THP). legist 0,056 g (78%) baltas kritiskas vielas ar AESHribu
96%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 0,73 (3H, dJ=6,3 Hz, CH), 0,81 (3H, d
J=6,3 Hz, CH), 1,01-1,14 (1H, m, C§), 1,23-1,29 (1H, m, C}, 1,50-1,57 (1H, m, CH),
3,18 (2H, t,J=11 Hz, CH), 3,37 (1H, m, CH), 3,49 (2H, dJ=12 Hz, CH), 3,71 (2H, t,
J=12 Hz, CH), 3,86 (3H, s, OC}HJ, 3,98 (2H, dJ=12 Hz, CH), 4,02 (2H, tJ=7,4 Hz, CH),
4,07 (2H, t,J=7,4 Hz, CH), 7,13 (2H, d,J=9,0 Hz, Ar-H,), 7,81 (2H, dJ}=9,0 Hz, Ar-H),
9,02 (1H, s, NH), 11,04 (1H, s, OHS (El) m/z, 431 (M+H}. T = 54°C.
(29)-2-{[(4-Metoksifenil)sulfonillamino}-3-fenil- N-(tetrahidro-2 H-pir an-2-
iloksi)prop anamids (145-THP)

Sinttze @c metodes B apraksta no 0,035g (0,10 mmol) S2-{[(4-
metoksifenil)sulfonillJamino}-3-fenilpropnskabes (34). legist 0,045g (96%) baltas

kristaliskas vielas — diastere@m maigjumu, kuru neatdala, ar kgjp AESH tribu 99%.
MS (El) m/z, 435 (M+Hj.

(29)-2-{[(4-Metoksifenil)sulfonillamino}-3-fenil- N-hidroksiprop anamids (145)
legist pEc THP-grupas nokelSanas ar TFAapraksta no 0,045 g (0,10 mmol)§2-

{[(4-metoksifenil)sulfonillJamino}-3-fenilN-(tetrahidro-H-piran-2-iloksi)-prognanida
(145-THP). legist 0,007 g (20%) baltas krisiskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 2,56 (1H, dJ=9,0 Hz, CH), 2,79 (1H, d,
J=5,9 Hz, CH), 3,74 (1H, m, CH), 3,82 (3H, s, OC}}, 6,93 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 7,04
(2H, m, Ar-H), 7,22 (3H, m, Ar-H), 7,51 (2H, d=9,0 Hz, Ar-H), 8,00 (1H, dJ=8,6 Hz,
NH), 8,84 (1H, s, NH), 10,58 (1H, s, OHJS (El) m/z, 352 (M+H].
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(295)-2-{[4-Nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-3-fenil-N-(tetrahidro-2 H-pir an-2-
lloksi)prop anamids (146-THP)

Sintze Ec metodes Bapraksta no 0,177 g (0,38 mmol)S|2-{[4-nitrobenzil-(4-
metoksifenil)sulfonillamino}-3-fenilpropnskabes (349. ledist 0,160 g (75%) bezksainu

e]lu — diastereomru maisjumu ar kogjo AESH firibu 95%.

MS (EI) m/z, 570 (M+H).
(29)-2-{[4-Nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillamino}-3-fenil __-N-hidroksiprop anamids
146

legast pec THP-grupas nogelSanas ar TFAapraksta no 0,160 g (0,28 mmol)S2-

{[4-nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfoniljJamino}-3€nil-N-(tetrahidro-H-piran-2-
iloksi)propanamda (146-THP). legist 0,040 g (30%) baltas kritiskas vielas ar AESHribu
99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 3,00 (1H, 49,4, CH), 3,34 (1H, m,CH),
3,84 (3H, s, OCH), 4,54 (1H, dJ=9,4, CH), 4,82 (2H, ddJ=17,6, 40,0 Hz, CH}, 7,00 (2H,
d, J=8,6, Ar-H), 7,06 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 7,20 (3H, m, Ar-H), 7,48 (2H, d=8,6 Hz,
Ar-H), 7,73 (2H, d 38,6 Hz, Ar-H), 8,07 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 8,86 (1H, s, NH), 10,81
(1H, s, OH).MS (El) m/z, 486 (M+H].
(29)-2-{[(4-Metoksifenil)sulfonillamino}-3-(4-hidroksi)fenil-N-(tetrahidro-2 H-pir an-2-
lloksi)prop anamids (144-THP)

Sinttze @c metodes B apraksta no 0,164g (0,47 mmol) S2-{[(4-

metoksifenil)sulfonillJamino}-3-(4-hidroksi)fenilpmanskabes(133).

legast 0,188 g (89%) bezisainu éu — diastereogru maigjumu ar kogjo AESH
tiribu 98%.MS (El) m/z, 452 (M+Hj.
(25)-2-{[(4-Metoksifenil)sulfonillamino}-3-(4-hidroksi )fenil-N-hidroksiprop anamids
144

legist pc THP-grupas nokelSanas ar TFAapraksta no 0,188 g (0,48 mmol)§2-
{[(4-metoksifenil)sulfonillJamino}-3-(4-hidroksi)feit N- (tetrahidro-H-piran-2-iloksi)-
propananida (144-THP). legist 0,032 mg (21%) baltas kitiskas vielas ar AESHiribu
96%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 2,63 (1H, dJ=8,6 Hz, CH), 2,84 (1H, d,
J=5,9 Hz, CH), 3,93 (1H, m, CH), 3,84 (3H, s, OC}), 6,85 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 6,99
(2H, d, J=8,6 Hz, Ar-H), 7,14 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 7,62 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 8,04
(1H, d,J=8,6 Hz, NH), 9,17 (1H, s, OH), 9,23 (1H, s, NH],a (1H, s, OH)MS (EIl) m/z,
368 (M+H)". Tsag= 146°C.
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3.3.3. Hidroksamskabju sintéze pec Metodes C
4-Nitro- N-(tetrahidro-2 H-pir an-2-iloksi)benzanids (109-THP)

(Metodes C apraksts)
0,754 g (6,43 mmol-(tetrahidro-H-piran-2-il)hidroksilaminu Q8b) iz&idina saus

DCM argona atmosfa, pievieno 1,79 mL (12,84 mmol) trietilana, reakcijas maigimu

atdzes I1dz 0°C un Enam pievieno 0,800 g (4,28 mmol) 4-nitrobenzoilfidtr, maisa istabas
temperaira 24 h. Tad reakcijas majsmu nedaudz ietvaic pievienotudeni, ekstraé ar
EtOAc. Organisko dzi atdala, mazg ar pies. NaChidens &idumu, Ave virs bii. N&SQ,,
nofiltré un ietvai€. Vielu atfra izmantojot kolonnu hromatadiju (EtOAc/PE=1/1) un
sakristaliz noétera. legst 0,300 g (52%) baltas kritiskas vielas ar AESHribu 99% .

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 1,55 (3H, m, CH, 1,73 (3H, m, Ch), 3,53—
3,56 (1H, m, CH), 4,05 (1H, m, Ch), 5,04 (1H, m, CH), 8,00 (2H, d=8,6 Hz, Ar-H), 8,32
(2H, d,J=8,6 Hz, Ar-H), 11,98 (1H, s, NHMS (El) m/z, 267 (M+H).
N-Hidroksi-4-nitrobenzamids (109)

legist pec THP-grupas nokelSanas ar 6 M HChpraksta no 0,300 g (1,13 mmol) 4-
nitro-N-(tetrahidro-2-piran-2-iloksi)benzarrda (109-THP). legist 0,150 g (73%) pétigas
kristaliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 7,99 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 8,30 (2H, d,
J=9,0 Hz, Ar-H), 9,31 (1H, s, NH), 11,53 (1H, s, OMIS (El) m/z, 183 (M+H). T, =172C.
N-(Tetrahidro-2 H-pir an-2-iloksi)benzanids (108-THP)

Sinteze @Ec metodes Capraksta no 1 mL (8,50 mmol) benzoilhtta. legist 0,683 g
baltas krisiliskas vielas ar AESHibu 99%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 1,32 (3H, m, C}), 1,83 (3H, m, Ch), 3,49—
3,59 (1H, m, CH), 4,00 (1H, m, CH), 5,00 (1H, m, CH), 7,42-7,50 (3H, m, Ar-H), 7,74
7,50 (2H, m, Ar-H), 11,65 (1H, s, NHYIS (El) m/z, 222 (M+Hj.

N-Hidroksibenzamids (108)

legist ec THP-grupas nogelSanas ar 6M HChpraksta no 0,477 mg (2,15 mmbh
(tetrahidro-H-piran-2-iloksi)benzarrda (L08-THP). ledist 0,174 g (59%) baltas kriséiskas
vielas ar AESHitibu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 7,43-7,54 (3H, m, Ar-H), 7,74-7,76 (2H, m,
Ar-H), 9,02 (1H, s, NH), 11,2 (1H, s, OHIS (EI) m/z, 138 (M+HJ.
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3.4.N,O-Diacilhidroksilaminu sintéze

N-{[(2E)-3-Fenilprop-2-eénoilloksitacetanids (113f)
(AcileSanas Metode A)

0,20 g (2,66 mmol)N-hidroksiacetandu (113 iz&idina 5 mL sausa THF, pievieno
1,11 mL (7,99 mmol) trietilafma un, dzejot, pievieno (&)-3-fenilprop-2enoilhloridu.

Maisa istabas tempefaf 18 h. Reakcijas masmam pievienaideni un ekstrahar EtOAc.
Organisko #zi atdala, mazgar pies. NaCtidens Eidumu, &ve virs bii. NgSQ,, nofiltré un
ietvaicz. Vielu atira izmantojot kolonnu hromatagiju (EtOAc/PE=1:2). legst 0,332 g
(61%) baltas krigliskas vielas ar AESHribu 98%.

H KMR (400 MHz, DMSO-R) 5, m. d.: 1,91 (3H, s, C#} 6,80 (2H, dJ=16,0 Hz,
CH=CH), 7,47-7,78 (5H, m, Ar-H), 11,69 (1H, s, NHYS (El) m/z, 206 (M+H].
Tx=168C.

N-[(4-Metilfenil)karboniloksilacetamids (113b)

Sinteze pc acileSanas metodes &praksta no 0,20 g (2,66 mmdl)hidroksiacetanda
(113 un 0,323 mL (2,42 mmol) 4-metilbenzoilhida. legist 0,078 g (17%) baltas
kristaliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) §, m. d.: 1,93 (3H, s, C#}l 2,41 (3H, s, Ar-Ch), 7,39
(2H, d,J=8,2 Hz, Ar-H), 7,90 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 11,80 (1H, NH)MS (El) m/z, 194
(M+H)*. T\ =114C.

N-[(Pirid in-3-karbonil)oksilacetanids (113c)

Sinteze pc acileSanas metodes &praksta no 0,10 g (1,33 mmad)hidroksiacetanda
(113 un 0,215g (1,21 mmol) pifid-3-karbonilhlorda. ledgist 0,231 g (96%) baltas
kristaliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) §, m. d.: 1,95 (3H, s, CH), 7,64 (1H, ddJ =4,7, 8,2
Hz, Py-H), 8,37 (1H, dt}=2,0, 7,8 Hz, Py-H), 8,80 (1H, dd-1,6, 4,7 Hz, Py-H), 9,15 (1H,
d,J=2,0 Hz, Py-H), 11,98 (1H, s, NH). MS (El) m/z, 184+H)". Tsaq= 150°C.
N-[(2-Fenilacetil)oksilacetanids (113d)

Sinteze pc acileSanas metodes &praksta no 0,10 g (1,33 mmdl)hidroksiacetanda
(113 un 0,160 mL (1,21 mmol) fenilacetilhioia. ledist 0,138 g (54%) baltas krisiskas
vielas ar AESHitibu 96%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 5, m. d.: 1,85 (3H, s, C§}, 3,84 (2H, s, Ch), 7,28—
7,37 (5H, m, Ar-H), 11,63 (1H, s, NHYIS (EI) m/z, 194 (M+H). T,=110-116C
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N-[(Fur an-2-ilkarbonil)oksilacetamids (113e)

Sintze [Ec acileSanas metodes &praksta no 0,20 g (2,66 mmdl)hidroksiacetanda
(113 un 0,239 mL (2,42 mmol) fan-2-karbonilhlorda. legist 0,026 g (10%) baltas
kristaliskas vielas ar AESHribu 97%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 1,93 (3H, s, C$\ 6,78 (1H, ddJ=2,0, 3,5
Hz, Fur-H), 7,52 (1H, dJ=3,5 Hz, Fur-H), 8,10 (1H, d=2,0 Hz, Fur-H), 11,86 (1H, s, NH).
MS (EI) m/z, 170 (M+HJ. T, = 92°C.
4-(Aminosulfonil)-N-{[(4-metilfenil)karbonilloksitbenzamids (115b)

Sinteze Ec acileSanas metodes @praksta no 0,079 g (0,37 mmol) 4-(aminosulfolH)-
hidroksibenzanda @15 un 0,048 mL (0,37 mmol) 4-metilbenzoilhida. legist 0,082 g
(67%) baltas krigliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,44 (3H, s, Ar-Ch), 7,44 (2H, d,J=8,3 Hz,
Ar-H), 8,00-8,04 (6H, m, Ar-H), 12,79 (1H, s, NHJS (El) m/z, 335 (M+H]. T,=185C.
3-Aminosulfonil-N-{[(4-metilfenil)karbonilloksi}benzam ids (128b)

Sintze &c acileSanas metodes @praksta no 0,065 g (0,30 mmol) 3-(aminosulfoNH)-
hidroksibenzanda @28 un 0,041 mL (0,30 mmol) 4-metilbenzoilhida. legist 0,067 g
(68%) baltas krigliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,43 (3H, s, Ar-C}), 7,43 (2H, d,J=8,2 Hz,
Ar-H), 7,47 (1H, tJ=7,8 Hz, Ar-H), 7,98 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 8,06 (2H, ddJ=2,0, 7,8
Hz, Ar-H), 8,32 (1H, m, Ar-H), 12,86 (1H, s, NH)IS (EI) m/z, 335 (M+H). Tsaq= 186°C.
4-[(N,N-dimetil)aminosulfonil]- N-{[(4-metilfenil)karbonil]oksitbenzamids (127b)

Sinteze @Ec acileSanas metodes Aapraksta no 0,025g (0,10 mmol) &
dimetil)aminosulfonil]N-hidroksibenzanda (@27 un 0,017 mL (0,10 mmol) 4-
metilbenzoilhlotda. legdist 0,043 g (95%) baltas krigiskas vielas ar AESHrtibu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,43 (3H, s, Ar-CH), 7,43 (2H, d,J=7,8 Hz,
Ar-H), 7,92 (2H, d,J=8,6 Hz, Ar-H), 7,98 (2H, dJ=7,8 Hz, Ar-H), 8,09 (2H, dJ=8,6 Hz,
Ar-H), 12,87 (1H, s, NH)MS (El) m/z, 363 (M+H]J. T,=148C.

N-(Acetiloksi)benzanids (108a)

Sinteze ®Ec acileSanas metodes Aapraksta no 0,174g (1,268 mmol\-
hidroksibenzanda (08 un 0,108 mL (1,52 mmol) acetilhioia. legist 0,083 g (37%) baltas
kristaliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 4,23 (3H, s, C§}, 7,52-7,82 (5H, m, Ar-H),
12,30 (1H, s, NH)MS (El) m/z, 180 (M+HjJ. T,=128C
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N-{[(4-Hlorfenikarbonilloksilacetam 1ds (113Qq)

SinEze c acileSanas metodes Aapraksta no 0,050g (0,67 mmolN-
hidroksiacetafnda @13 un 0,087 mL (0,67 mmol) 4-hlorbenzoilhida. ledgist 0,094 g
(66%) baltas krigliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 1,94 (3H, s, C}), 7,66 (2H, d,J=8,6 Hz, Ar-
H), 8,01 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 11,92 (1H, NHMS (EI) m/z, 214 (M+H]J. T, = 143°C.
[(4-Aminosulfonihfenil]- N-{[(4-metilfenikarbonil]loksilacetamids (129b)

Sinteze [®Ec acileSanas metodes Aapraksta no 0,084g (0,36 mmol) [(4-
aminosulfonil)fenil[N-hidroksiacetanda (@29 un 0,047 mL (0,30 mmol) 4-
metilbenzoilhlotda. legist 0,011 g (10%) baltas kridiskas vielas ar AESHrtibu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 2,40 (3H, s, C§ 3,65 (2H, s, Ch), 7,32
(2H, s, NH), 7,39 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 7,50 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 7,78 (2H, dJ=8,2
Hz, Ar-H), 7,90 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 12,23 (1H, NH).MS (El) m/z, 349 (M+H). T\ =
169°C.

N-Acetiloksiacetanids (113a)

(AcileSanas metode B)

0,30 g (3,99 mmolIN-hidroksiacetanda (13 iz&idina saus DCM argona atmosfa,
pievieno 1,67 mL (11,99 mmol) trietilama, Enam piepilina kit 0,490 mL (4,80 mmol)
etikskabes anhidda. Maisa istabas temperet 6 h. Tad pievieno 5% KHS@idens &idumu

Iidz vaji baziskai videi, ekstrah ar EtOAc. Organiskoaki mazg ar pies. NaClidens
Skidumu, &ve virs NaSQy, nofiltré un ietvai€. legist 0,093 g (20%) baltas kridiskas
vielas ar AESHitibu 98%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 1,86 (3H, s, Ci), 2,14 (3H, s, Ch), 11,54
(s, 1H).

N-(Acetiloksi)fur an-2-karboksamids (104a)

Sintze [Ec acileSanas metodes &praksta no 0,043 g (0,34 mmbhbhidroksi-fuan-2-
karboksarrda (104) un 0,052 mL (0,51 mmol) é&skabes anhidda. legist 0,055 g (97%)
gaisi dzeltenas|ls ar AESHitibu 93%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 2,22 (3H, s, C}€£00), 6,69 (1H, ddj=1,7,
3,5 Hz, CH), 7,22 (1H, d}=3,0 Hz, CH), 7,94 (1H, s, CH), 12,29 (1H, s, NMS (El) m/z,
170 (M+H)".

N-(Acetiloksi)pirid in-2-karboksanids (105a)

Sinteze [Ec acileSanas metodes &oraksta no 0,10 g (0,72 mmobhidroksi-piridin-2-

karboksarmda (05 un 0,089 mL (0,87 mmol) é&skabes anhidda. legiast 0,030 g (23%)

gaisi biinas kristliskas vielas ar AESHribu 97%.
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'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,42 (3H, s, C§ 7,74 (1H, dddj=1,4, 4,7,
7,5 Hz, CH), 8,20-8,06 (2H, m, CH), 8,73 (1H, dadl,0, 1,6, 4,7 Hz, CH), 10,64 (1H, s,
NH). MS (El) m/z, 181 (M+H}.

N-Acetiloksi-4-metilbenzanids (103a)

Sinteze [Ec acileSanas metodes Bpraksta no 0,036 g (0,24 mmdW-hidroksi-4-
metilbenzamda (03 un 0,037 mL (0,36 mmol) éskabes anhidda. legist 0,035 g (76%)
gaisi roz kristiliskas vielas ar AESHribu 97%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 2,23 (3H, s, C4£00), 2,38 (3H, s, C}),
7,33 (2H, dJ=7,9 Hz, Ar-H), 7,72 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 12,22 (1H, s, NHMS (EIl) m/z,
194 (M+H)". T = 115°C.

N-Acetiloksi-4-metoksibenzarids (102a)

Sinteze [Ec acileSanas metodes Bpraksta no 0,052 g (0,31 mmdW-hidroksi-4-
metiloksibenzanda (102 un 0,048 mL (0,47 mmol) éskibes anhidda. ledist 0,036 g
(56%) baltas krigliskas vielas ar AESHribu 99%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,22 (3H, s, C#£00), 3,83 (3H, s, OC#},
7,06 (2 H, dJ=8,9 Hz, Ar-H), 7,80 (2H, dJ=8,9 Hz, Ar-H), 12,13 (1H, s, NHMS (EIl) m/z,
210 (M+H)". T =98°C.

N-Acetiloksi-4-cianobenzanids (106a)

Sintze [®Ec acileSanas metodes Bpraksta no 0,037 g (0,23 mmaW-hidroksi-4-
cianobenzarrda (L06) un 0,035 mL (0,34 mmol) étskabes anhidida. legist 0,022 g (48%)
baltas krisiliskas vielas ar AESHibu 97%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) 8, m. d.: 2,25 (3H, s, C}£00), 7,99 (4 H, 2d}=8,6
Hz, Ar-H), 12,51 (1H, s, NHMS (El) m/z, 205 (M+HJ. T, = 132°C.
N-Acetiloksi-3-(2-metoksifenil)-propanamids (107a)

Sinteze Ec acileSanas metodes Bpraksta no 0,051 g (0,26 mmadl}hidroksi-3-(2-
metoksifenil)-propnamda (07) un 0,040 mL (0,39 mmol) é&skibes anhidda. legdist
0,024 g (41%) baltas kritiskas vielas ar AESHrbu 97%.

'H KMR (200 MHz, DMSO-R) §, m. d.: 2,13 (3H, s, C{£00), 2,41-2,29 (2H, m,
CHy), 2,83-2,71 (2H, m, CH), 3,78 (3H, s, OCEkJ, 6,97-6,79 (2H, m, Ar-H), 7,16 (2H, m,
Ar-H), 11,58 (1H, s, NH)MS (El) m/z, 238 (M+H]J. T = 124°C.
N-Acetiloksi-2-(2-metilfenil)acetanids (112a)

Sinteze [Ec acileSanas metodes Bpraksta no 0,051 g (0,30 mmad}hidroksi-2-(2-
metilfenil)acetartda® (112 un 0,048 mL (0,46 mmol) éskabes anhidda. legist 0,053 g
(83%) baltas krigliskas vielas ar AESHiribu 99%.'H KMR (200 MHz, DMSO-R) &, m.

*N. Usaovas sinte#a viela, Latvijas Organigls sintzes institits
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d.: 2,13 (3H, s, CECOO0), 2,26 (3H, s, C¥), 3,48 (2H, s, CH), 7,08-7,22 (4H, m, Ar-H),
11,83 (1H, s, NH)MS (EI) m/z, 208 (M+H]. T = 106°C.
(2S)-N-Acetiloksi-2-{[4-nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillaminol}-4-metilpent anamids

(147a)
Sinteze Ec acileSanas metodes Bipraksta no 0,072 g (0,16 mmol)29-2-{[4-

nitrobenzil-(4-metoksifenil)sulfonillJaminoN-hidroksi-4-metilperitnanda @an un
0,030 mL (0,16 mmol) etskabes anhidda. ledist 0,060 g (78%) lbveidigu vielu ar AESH
tirtbu 97%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.:0,63 (3H, d,J=6,3 Hz, CH), 0,78 (3H, d,
J=6,3 Hz, CH), 1,08-1,17 (1H, m, Ch\, 1,35-1,40 (1H, m, CH), 1,44-1,52 (1H, m, &£L/H
2,13 (3H, s, Ch), 3,84 (3H, s, OCh), 4,47 (1H, m, CH), 4,72 (2H, ddJ=17,6, 38,3 Hz,
CHy), 7,06 (2H, d J=8,6 Hz, Ar-H), 7,60 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 7,74 (2H, dJ=9,0 Hz,
Ar-H), 8,14 (2H, dJ=9,0 Hz, Ar-H), 12,29 (1H, s, NHMS (El) m/z, 495 (M+H].

N-{[4-(Aminosulfonil)fenil]lacetilloksi-4-metoksibenzamids (1029)

(AcileSanas metode C)

0,080 g (0,37 mmol) [4-(aminosulfonil)fenil]gskabi (116) iz&idina 5 mL saus THF
argona atmosfa, pievieno 0,100 g (0,74 mmol) hidroksibenztriazgbdOBT), 0,123 mL
(0,74 mmol) diizopropiletilaima  (DIPEA), 0,062g (0,37 mmol) N-hidroksi-4-
metoksibenzamda (L02), ka pedgjo pievieno 0,143 g (0,743 mma¥-(3-dimetilaminopropil)-

N-etilkarbodiinida hidrohlotda (EDCI), maisa istabas temparet 24 h. Reakcijas majgsmu
nedaudz ietvaig; pievienoadeni, ekstrafiar EtOAc. Organiskoaki atdala un mazgar pies.
NaCl adens Eidumu, ave virs bii. NaSQy, nofiltre un ietvai€. Vielu atira, izmantojot
kolonnu hromatogifiju (EtOAc/PE=1/1). legst 0,033 g (24%) baltas krisitkas vielas ar
AESH firibu 98%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 8, m. d.:3,82 (3H, s, OCh), 4,05 (2H, s, Ch), 7,04
(2H, d, J=9,0 Hz, Ar-H,), 7,36 (2H, s, N§, 7,55 (2H, d,J=8,2 Hz, Ar-H), 7,78 (2H, d,
J=8,6 Hz, Ar-H), 7,81 (2H, d,J=8,2 Hz, Ar-H), 12,25 (1H, s, NHMS (El) m/z, 365
(M+H)". T\ = 147°C.
N-{[4-(Aminosulfonilfenillkarbonilloksi-acetam 1ds (113q)

Sinttze @c acileSanas metodes C no 0,050g (0,25 mmol) 4
(aminosulfonil)benzosibes (22) un 0,030 g (0,25 mmoN-hidroksiacetanda (L13). legist
0,013 g (21%) baltas krigiskas vielas ar AESHiribu 97%.'"H KMR (400 MHz, DMSO-
De) 8, m. d.: 1,95 (3H, s, C§}, 7,62 (2H, s, NH), 8,00 (2H, d,J=8,6 Hz, Ar-H), 8,19 (2H, d,
J=8,6 Hz, Ar-H), 11,99 (1H, s, NHMS (EI) m/z, 259 (M+H].
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N-{[4-Aminosulfonil)fenillkarbonil}oksi-4-metoksiben zamids (102h)

Sintze @c acileSanas metodes C no 0,050g (0,25 mmol) 4-
(aminosulfonil)benzogibes (22) un 0,042 g (0,25 mmolN-hidroksi-4-metoksibenzaita
(102). legist 0,084 g (96%) baltas krigiskas vielas ar AESHrtibu 98%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) 5, m. d.:3,84 (3H, s, OCH), 7,08 (2H, d,J=9,0 Hz,
Ar-H), 7,63 (2H, s, NH), 7,84 (2H, dJ=8,2 Hz, Ar-H), 8,02 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 8,25
(2H, d J=8,6 Hz, Ar-H), 12,55 (1H, s, NHMS (El) m/z, 351 (M+H]J. Tsaq= 140°C.

3.5.N,O-Diacilhidroksilaminu pargrup éSamas produktu izoleSana
1,3-Bis(4-metoksifenil)uiinviela (132)
0,030 g (0,086 mmol) N-{[4-Aminosulfonil)fenil]lkarbonil}oksi-4-metoksibermanida

(102h) &idumu 0,5 mL dimetilsulfolkgla atkaida ar 30 mL NabPO, buferkiduma
(pH=6,5). Reakciju maisa I temperatra 24 h, ekstrad ar EtOAc. Organiskoafi atdala

un maz@g ar pies. NaClidens Eidumu, &ve virs bi. NaSQ,, nofiltreé un ietvai€. Vielu
attira, izmantojot kolonnu hromatadiju (EtOAc/PE=1/1). legst 0,010 g baltas krigtskas
vielas ar AESHitibu 99%.

'H KMR (400 MHz, DMSO-R) &, m. d.: 3,71 (6H, s, OG#}| 6,85 (4H, dJ=8,9 Hz,
Ar-H), 7,33 (4H, dJ=8,9 Hz, Ar-H), 8,36 (2H, s, NHMS (El) m/z, 273 (M+H].
4-Metoksi-N-(4-nitrobenzil)benzsulfonanids (151)

0,036 g (0,073 mmol) 2-{[4-nitrobenzil-(4-metoksii§sulfonillamino}-N-hidroksi-4-
metilpeninamda (47) un 0,013 g (0,073 mmoN-hidroksibenzanda (108 &idumu 3 mL
dimetilsulfoksda atgaida ar 20 mL NabPO, bufer&iduma (pH=7,5). Reakciju maisa 3¢

temperaira tris dienas, tad ekstralar EtOAc. Organiskoaki atdala un mazgar pies. NacCl

adens Eidumu, ave virs bii. NaSQ,, nofiltré un ietvai€. Vielu atira, izmantojot kolonnu
hromatogifiju (EtOAc/PE=1/2). legst 0,005 g (21%) baltas kritiskas vielas.

'H KMR (400 MHz, DMSO-RQ) &, m. d.: 3,82 (3H, s, OCH 4,10 (2H,J=6,4 Hz,
CHy), 7,08 (2H, d,)=8,8 Hz, Ar-H), 7,52 (2H, d)=8,6 Hz, Ar-H), 7,71 (2H, dJ=8,8 Hz, Ar-
H), 8,14 (2H, dJ=8,6 Hz, Ar-H), 8,20 (2H, t)=6,4 Hz, NH).

3.6. Dinamisko kombinatorialo bibliotéku izveide

Bibliot ekas komponentes

Visas pracilcSaris reakcijas §tijumiem izmantats vielas tiek uzglattas un

izmantotas 100 mM standagtdumos dimetilsulfoksla.
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Ka standartviela izmantotd,N-dimetiluracils (57), to uzglala un izmanto 100 mM
standart§iduma veid dimetisulfoksda. Reakcifim pievieno ekvimairu daudzumu.
Buferskidumi
- 0,02 M Fosita bufer§idums (NaHP@): pH=5,5-7,5
- 0,02 M Ammonija acata bufer§gidums (CHCOONH,): pH=5,0-6,5
- 0,05 M Tris(hidroksimetil)laminomama hidrohlotda bufergidums ar 3,6 mM
CaCb (Tris-Cl): pH=7,5
Enzimi
Enzmus uzglab ledusskap(-15°C), pirms reakcijas iesverot nepiecieSamo daudzumu:
- Oglskabes anhidize (M=29kD, 89%): 0,1 mM = 3,2 mg/mL
- Kolageraize (M=68-125 kD, Mq4.=96,5 kD): 0,1 mM = 9,7 mg/mL

Reakcijas pgtijjumi bez pievienota enIma:

5uL katras komponentes standiftBima atBaida ar 1 mL nepiecieSam
buferkiduma, iegstot katra savienojuma konceidiju 0,5 mM. Rc nepiecieSaimbas idzgi
pagatavo ar citu koncenticiju &idumus (0,1 mM, 0,2 mM utt.)

Reakcijas veic AESH i3, maisa istabas tempelet vai termostat (37°C). Bez
papildus apsades noteikt laika veic AESH anakes.

Reakcijas ar pievienotu entmu lidzsvara esosSai bibliotkai:

Biblioteku pagatavo g augsik mingta apraksta, uzreizép pagatavoSanas sadala 2
ddas, iedistot 2 paralas biblioekas. Ar AESH nosakaidzsvara ieaanos, tad vienai
pievieno ekvimairu enZma daudzumu.

Reakcijas ar pievienotu entnu reakcijas sakuma:

(Pseido-dinamiskas kombinatorialas bibliotekas izveide, hidroize enazma klatieng )
Biblioteku pagatavo g augsik mincta apraksta. & pagatavoSanagiflumu sadala 2
viemadas ddas un vienai dii uzreiz pievieno nepiecieSamo #8na daudzumu,atiejadi
legustot 2 paralas bibliogkas. pDKB tiek pievienots ekvimars enzma daudzums,
hidrolizes @gtijjumos — 10 mol%.
Oglskabes anhidrazes aktivitates getijumi ar_p-nitrofenilacetata hidrolizes reakciju
0,01 mM ogskabes anhidizes &dumam NaHP® buferkiduma (pH 6,5), pievieno
5uL substita standart§duma. Rc 5 min pievieno QL p-nitrofenilaceita 100 mM

standart&iduma. Reakciju maisa 3T temperatra. Reakcijas gaitu n@vo ar AESH.
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SECINAJUMI

1. N,O-Diacilhidroksilamnu paracilcSaras reakcija ir pierérota reakcija dinamisko
kobinatorilo biblioteku izveidei, kuru iesgams realizt gan tidens, gan rigens vid
(dihlormetins, tetrahidrofuins, toluols, metanols).

2. Augsti efekiva &idrumu hromatogifija ir piemérota metode reakcijas gaitas
petijumiem un bibliotkas komponenSu attidi sadajuma noteikSanai, turkd anaizu
veikSanai nav nepiecieSama reakcijas agtuma, jo kustia faze neietekra reakcijas gaitu.

3. N,O-Diacilhidroksilaminu aracileSaras reakcijasibzsvara ieaSaris laiks idens
vide ir atkafigs no:

- vides pH ¥rtibas: samazinoties pHenibai, palieliras garacilcSanas reakcijas
lidzsvara iegBaras laiks - sasniedzot pH 23nacileSaris netiek nogrota;

- hidrokamslabju nukleofiliates: elektronakceptori aizviegit hidroksamskabes
palielina idzsvara iegSarss laiku;

- N,O-diacilhidroksilanminu hidroizesatruma.

4. Noteiktas strukiras N,O-diacilhidroksilaninu (aciEtu N-sulfonilaminohidrokam-
skabju) nowrota relatvi atra Losena prgrupzSaris ierobezo biblia@kas komponensu izl
dinamislas kombinatodilas biblio€kas izveidoSanai.

5. lzmantojot amplifikcijas metodi, nav ieggms noteikt otskabes anhidizes
ligandus bibliotka, kas veidota nd\N-aciloksi-aminosulfonilbenzaidiem, jo notiek erima
katalizta ligandu hidrakze, kas ifatraka par @aracileSanos

6. Oglskabes anhidize kataliz tikai noteiktas strukiras N,O-diacilhidroksilaninu
hidrolizi, kas ir s ligandi. Soipa3bu ir iesgjams izmantot CA ligandu identii§ara
struktugli ierobezotuN,O-diacilhidroksilaminu statiskej biblioteka.

7. Uz zinamo kolageazes ligandu -N-sulfonil-aminohidrok8mskabju pientra
pamdits, ka enimma kktbatné to aciESanas un frgrupsSarisipatsvars samazis.

8. Pseidadinamisk kombinatorila bibliotcka, kui kolagerzi pievieno reakcijas
sakuma, ir pientrota metode enma ligandu identifiegSanai struktuali atskirigu
hidroksamskabju biblioteka.
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PIELIKUMI

1. pielikums
Vair ak-komponentu biblioteku AESH hromatogrammas: a) pH=7,2, b) pH=6,1
(Reakcijas apsakli: sakotnéja komponentu koncentracija 0,5 mg/mL, NaH,PO, buf., ist. temp.)

o o OMe o} O
OAc
o NHOH NHOH NHOH N”
\ 7 NHOH |+ /©)L + I + + H
MeO

104, tg=2,7 102, t;=7,4 112, t,=8,7 107, t;=9,5 103a, t,=10,6
-
o (0] OMe o} O
OH
o NHOAC NHOAC NHOAC N
MNHOAC + /@/H\ + I + + H
MeO
104a, t;=6,6 102a, t;=9,9 112a, t,=10,9 1072, tz=11,5 103a, 1=8,3
A (pH 7,2) B (pH 6,1)
pec 5 min
300 300-
i % 1
[ee]
200] . LN 200,
2 g & 2
o s
1.00 Q 1.00—
T4 |8 BB
© o —
o A - 4
OOWH‘ &l‘ H“HHOIOW\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\“‘\H
0.00 z‘oo 4.50 6.60 8,60 10‘.00 12‘,00 0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00
pec 1 h 30 min

3.00—

1.00-

3007

8.602

32
o
2
~
] <« <
200 I
2 ] i
3
1,00 A"‘ @ g
i }\ s
] =
000+ ﬁ A

[ T R T R R R B S T (=TT TR
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00

104



2. pielikums

Oglskabes anhidrazes (CA) AESH hromatogrammas (c=0,5 mg/mL, Nag#PO,buf., pH 6,5)
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3. pielikums

p-Aminosulfonilbenzohidroksamskabes 115 acéto atvasimajumu 115(b-f) divkomponentu

sisttmas noteiktie AESH izrak3anas laiki

_ 0
_OH o pii=6.>
N f o g 0smM N Oy )CJ)\
Ho o+ . )
ANsg Me™ NI === . Hoo  + me” o
2 (o) 37°C SO, H

113(b-f) 115(b-f) 113

115
SN ¢ Y
IS
L O G
b c d e f

Nr N,O-Diacilhidroksilamina N,O-Diacilhidroksilamina | Hidrolizes produkta, ROOH
) 113(b-f), & (min) 115(b-f), & (min) 114(b-f), & (min)

1 113b 10,7 115b 12,1 114b 11,7

2 113c 3,0 115c 8,4 114c 1,7

3 113d 9,9 115d 11,7 114d 10,2

4 113e 5,9 115e 9,8 114e 6,2

5 113f 11,2 115f 12,4 114f 11,8
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4. pielikums

Kolagenazes (ChC) AESH hromatogrammas (Tris-Cl buf., pH 7,5

a) AnaliZ£ts maigjums, kug ir 0,1 mM ChC; 0,1 mM hidroksnskabe 147 (tg=14,1); 0,1 mM
N,O-diacilhidroksilamins 127b (tr=13,8) .
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b) Analizets maigjums, kug ir 0,1mM ChC un 0,1 mMN,O-diacilhidroksilanmins 103a
(tr=10,2). pirms an@&es 10 min filtéts caur 10kDa enmu filtru
254 nm

pirms filtreSanas

oo g o PEC filtrésanas
1 10~

o - =]
< _ E
005~ 005
00 J Y)Y 000 A*A‘
| I I I | I I I | I I I | I I I | I I I | I I I | I \_ I | ! ! ! | ! ! ! | ! ! ! | I I I | I I I I I I I | I ot
000 200 400 600 800 1000 20 min - 000 200 400 600 800 10.00 200 mMin

106



