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ANOTACIJA

Jaunu AcrAB-TolC efluksa siikna inhibitoru sintéze. Paunina L., zinatniskais vaditajs
Dr. sci. nat. Veliks J., konsultante Dr. chem. Madre M. Bakalaura darbs, 55 lappuses, 29 attéli,
1 tabula, 42 literattras avoti, 4 pielikumi. Latviesu valoda.

Darba ir veikta ACrAB-ToIC efluksa stkna inhibitoru izpéte antibiotiku darbibas
efektivitates atjaunoSanai Escherichia coli baktériju $tnas, potenciali jaunu inhibitoru sintézu
izstrade un to aktivitates izvertésana.

ANTIBIOTIKAS, ACRAB-TOLC EFLUKSA SUKNA INHIBITORI,
MULTIREZISTENCE.

ABSTRACT

New AcrAB-TolC efflux pump inhibitor synthesis. Paunina L., supervisor Dr. sci. nat.
Veliks J., consultant Dr. chem. Madre M. Bachelor’s thesis, 55 pages, 29 figures, 1 table, 42
references, 4 appendices. In Latvian.

In this work the investigation of AcrAB-TolC efflux pump inhibitors to restore the
efficacy of antibiotics in Escherichia coli cells, the syntheses development of potentially new
inhibitors and the evaluation of their activity have been performed.

ANTIBIOTICS, ACRAB-TOLC EFFLUX PUMP INHIBITORS, MULTIPLE DRUG
RESISTANCE.
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IEVADS

Bakteriju rezistence pret esoSajam antibiotiku klas€m ir viens no nozimigakajiem
izaicinagjumiem nakotnes veselibas apripes sist€éma. Laika gaita antropogénas ietekmes
rezultata tiek paatrinata bakteriju rezistence pret dazadam antibiotiku klasém un jaunu baktériju
celmu veidosanas, kas ir nejutigi pret jau esosajiem preparatiem [1,2].

Viens no galvenajiem mehanismiem ieksgjai rezistencei pret antibiotikam balstas uz to
izvadi no bakteriju §tinam, izmantojot efluksa stiknus. Lai mazinatu siiknu sp&ju mijiedarboties
ar antibiotiku substratiem, tiek izmantotas molekulas jeb efluksa stiknu inhibitori, kuri saistas
ar siikna proteinu un, kavgjot efluksa procesu, veicina antibiotiku uzkrasanas stna. Kliniskaja
praksé Sobrid nav neviena apstiprinata preparata, kur§ biitu efektivs pret So rezistences
mehanismu [3].

Klinika p&tijumi veikti galvenokart zarnu niijinas Escherichia coli baktérijas §tna, kuras
galvenais efluksa siiknis ir AcrAB-TolC [4]. Sadarbiba ar Fraunhofer ITMP instittita profesora
Dr. Bjorn Windshugel grupu, projekta RESET-ME ietvaros, tika izvirzita hipotéze, ka efluksa
stikna AcrAB-TolC argjas membranas proteins TolC varétu kalpot ka terapeitiskais mérkis, jo
lidz Sim literatira aprakstitie inhibitori ir mérkéti tikai uz AcrA un/vai AcrB proteinu
inhibesanu. Istenu efluksa siikna inhibitoru svariga iezime ir tada, ka Sie savienojumi pasi
neuzrada antibakterialu aktivitati, taja pat laika tie atjauno antibiotikas iedarbibu un inhibé
bakteriju augSanu. Daziem no literatlira zinamajiem savienojumiem novéro pozitivu efluksa
stikna inhibitoru iedarbibu, bet daudzi no tiem ir uzskatami par citotoksiskiem ari eikariotu
$anam [5, 6, 7, 8]. ST darba ietvaros tika sintezti analogi jaunai TolC inhibitoru klasei, kas
balstas uz trapijuma savienojumu MZ-1054, lai tadgjadi iegiitu sakotn&jos datus struktiiras-
aktivitasu kopsakaribu identific€Sanai. Salidzinasanas noliikos ir veikta zinamu AcrA inhibitoru
standarta savienojumu sintéze.

Darba mérkis: Sintezét efluksa stikna TolC proteina inhibitora trapijuma savienojuma
MZ-1054 analogus biologisko aktivitasu-struktiras kopsakaribu izpé&tei.

Darba uzdevumi:

1. lIepazities un apkopot literatiru par zinamu AcrAB-TolC E. coli stnu inhibitoru iegiisanas
metodém.

2. lzstradat sintézes celus efektivai MZ-1054 analogus iegtisanai.

3. Sintezet zinamu AcrA inhibitoru standarta savienojumus AcrAB-TolC efluksa stikna

inhibésanai.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Antibakteriala rezistence

Viena no lielakajam problémam medicinas nozaré miisdienas ir antibiotiku efektivitates
samazinasanas bakterialu infekciju arstéSanai. Lai gan antibiotiku rezistences attistiSanas
baktériju $tna ir dabiska paradiba, antropogéna ietekme ka parmériga un neatbilstosa
antibiotiku lietoSana, paatrina pret antibiotikam rezistentu jaunu baktériju celmu veidoSanos,
kas ir nejutigi pret eso$ajam preparatu klasém [2, 9]. Palielinoties antibiotiku rezistencei, tiek
ierobezots kliniski efektivu antibiotiku skaits, kas pieejams multirezistento baktériju (MDR
bacteria) izraisitu infekciju arstésanai [10]. Izskir vairakus mehanismus antibiotiku rezistencei
bakteriju Stinas:

e antibiotikas inaktivacija hidrolizes vai modifikacijas rezultata;

e antibiotikas mérka vietas izmaina genétisku mutaciju ietekmge;

e antibiotikas mérka vietas multiplic€Sanas caur génu aplifikaciju;

e samazinata antibiotiku ieklGSana §tina, piem&ram, bakterijas ar&ja apvalka
strukturas izmainas rezultata;

e samazinata antibiotiku koncentracija §iina, transportgjot tas no Siinas caur efluksa

stikniem un poriniem (1.1. attéls) [11, 12].

Increased efflux
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1.1.att. Antibiotiku rezistences mehanismu shematisks attélojums baktériju $tuna [11]

1.2. AcrAB-TolC efluksa siikna mehanisms

Viens no galvenajiem mehanismiem iekS€jai antibiotiku rezistencei bakteriju Siinas ir
antibiotiku transportéSana arpus Stinas caur efluksa stikniem. Tie ir $inas membranas proteini,
kas veic kaitigo vielu izvadi no baktérijas Stinas iekSpuses uz argjo vidi. Efluksa stkni ir gan

gramnegativo baktériju Stnas ka Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Klebsiella
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pneumoniae, Stenotrophomonas maltophilia, Campylobacter jejuni, Pseudomonas aeruginosa,
Neisseria gonorrhoeae, Vibrio cholerae un Salmonella, gan grampozitivo baktériju Siinas,
tadas ka Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Clostridium difficile,
Enterococcus spp. un Listeria monocytogenes, ka ari eikariotos [13,14].

Antibiotiku rezistenci grampozitivajas bakterijas galvenokart veicina citoplazmatiskas
Sinas membrana esoSie efluksa stkni. Gramnegativajas baktérijas, kuru uzbiivi veido
peptidoglikana slanis, atdalot ieks$€jas Stinas citoplazmatisko membranu Nno S$iinas argjas
membranas, antibiotiku rezistenci veicina trispuséji proteinu efluksa siikni [14].

Efluksa stkni var transportét tikai specifiskas substrata molekulas vai ar1 plasaka
diapazona strukturali atSkirigus substratus, kas zinami ka multirezistento zalu (MDR) efluksa
stkni [15]. Escherichia coli baktérijas Sitinai efluksa stknu sistémas palidz atbrivoties no
vielmainas atlikumiem, toksiskam vielam un pretmikrobu Iidzekliem [16].

Nozimigakie efluksa stikni Escherichia coli baktérijas ir AcrAB-TolC, EmrAB-TolC un
MdtM [17]. Galvenais Escherichia coli efluksa stiknis ir AcrAB-TolC [4], kur$ sastav no argjas
membranas proteina TolC, iek$€jas membranas transporta proteina AcrB un periplazmas

adaptera proteina AcrA (1.2. attéls) [18].
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1.2. att. AcrAB-TolC efluksa siikna shematiskais attéls E. Coli $iina [19]
1.3. Efluksa siiknu inhibitori un to iedalijums
Péc ieprieks analizétajiem avotiem efluksa stikni ir nozimigi antibiotiku izvadisana no

Stinas, padarot So mehanismu par vienu no galvenajiem antibiotiku aktivitates samazinasanas

c€loniem. Preparatu izvadi caur efluksa sukniem var mazinat, izmantojot dazadas metodes:



kavgjot efluksa procesu, blokgjot efluksa stiknus, lai izvairitos no substrata saistisanas ar aktivo
vietu, un ietekmgjot energijas mehanismu, kas ir atbildigs par So stiknu aktivizé$anu [20].

Viena no metodém, ka mazinat antibiotiku rezistenci, ir efluksa siiknu mehanisma
inhib&Sana, izmantojot molekulas — efluksa siiknu inhibitorus, ka rezultata tiek samazinata
stiknu sp&ja mijiedarboties ar to substratiem (antibiotikam) un notiek ta veiksmiga uzkrasanas
Stina. Pirmais atklatais efluksa stknu inhibitors 2001. gada ir MC-207,110 (fenilalanil-p-
naftilamids, PABN), kur§ pastiprina levofloksacina un eritromicina antibakterialo aktivitati E.
coli un Pseudomonas aeruginosa baktérijas [3]. Neskatoties uz to, ka literatara ir publicéti
vairaki efluksa stiknu inhibitori, diemz€l, 1idz §im, kliniskaja praksé nav pieejams preparats,
kas iedarbotos uz So rezistences mehanismu.

Lai savienojums atbilstu efluksa stikna inhibitora definicijai, tam, pirmkart, paSam par
sevi nebiitu japiemit antibakterialam ipasibam, tacu ir jaatjauno antibiotikas iedarbiba, pret kuru
baktérijas ir attistijusas rezistenci pielietojot efluksa mehanismu. Otrkart, molekulai ir jabut
selektivai pret noteiktu efluksa stikni. Treskart, molekula nedrikst but toksiska, un tai jabut
augstam terapeitiskajam un drosibas indeksa raditajiem farmakologija. Ka ar efluksa stikna
inhibitoru razo$anai ir jabut ekonomiski pamatotai [20].

Identificgjot molekulu ipaSibas secinaja, ka gramnegativo baktériju argjo membranas
caurlaidibas 1pasibu nodroSinaSana ir saistita ar efluksa sikna substratu funkcionalajam
grupam. Zgurskaya ar lidzautoriem norada, ka raksturiga iezime potencialo efluksa siiknu
inhibitoru kimiskaja strukttira ir amonija katjonu vai pirmg&jo aminu klatbttne. Vélams tiem ir
jabit ar noteiktu un nemainigu struktiiru, polariem, ar amfifilam 1pasibam un zemu globulitati
[21].

Efluksa stiknu inhibitoru Tpasibas ir uzradijusas daudzas molekulas, kuras var iedalit péc
to izcelsmes avotiem: iegiitas no augiem, mikroorganismiem vai kimiski sintez&tas [22].
Vairaki augos sastopami fitosavienojumi sinergiski uzlabo antibiotiku efektivitati. Augu
izcelsmes efluksa siikna inhibitoru Tpasibas uzrada tadas vielu klases ka alkaloidi, flavonoidi,
polifenoli un fenola diterpéni [23]. Neliela dala no efluksa siiknu inhibitoru avotiem ir
mikroorganismi. EA-371a un EA-3715 ir ekstrah&ti no Streptomyces gints bakterijam un atziti
ka efluksa stiknu inhibitori P. Aeruginosa gramnegativajas baktérijas [24].

Bez augu izcelsmes un mikroorganismiem art kimiski iegiitas vielas ir efektivi efluksa
stiknu inhibitori, kuri pieder pie $adam savienojumu klasém:

e peptidomimétiskie savienojumi;

¢ hinolina atvasinajumi;



e arilpiperidini un arilpiperazina atvasinajumi,

e piridopirimidins un piranopiridina atvasinajumi [23].
1.4. Zinamu efluksa siikna inhibitoru sintezes

Daudzi sintézes cela iegitie inhibitori galvenokart ir versti Uz grampozitivo un
gramnegativo bakteriju multirezistento zalu efluksa stkniem. Literatiira ir zinami vairaki
Escherichia coli baktériju AcrAB-TolC efluksa stikna inhibitori. Ka pieméru, sintézes cela
ieglitiem inhibitoriem ir savienojumi SLUPP-225, SLUPP-417 (1.3. att€ls), kuri ir atvasinati
piperazina un piperidina savienojumi [22]. Efluksa siikna inhibitoru 1pasibu p&tijumu datu
noteikSanas un apstrades metodes ir dazadas. Savienojumiem eksperimentali nosaka to
minimalo sinergisko koncentracija (MSC), kura raksturo minimalo inhibitora koncentraciju
(izteikta pM), kas nepiecieSama, lai atjaunotu zinamas antibiotikas iedarbibu, ka rezultata
bakteriju augSana ir inhibéta. Ka arT nosaka minimalo inhib&joso koncentraciju (MIC), kas
norada kada ir minimala savienojuma koncentracija (izteikta M), kas nepiecieSama, lai pats
savienojums uzraditu antibakterialas ipaSibas, kas $aja p&tijuma nav vélams. Parametri tiek
noteikti konstantas antibiotikas koncentracijas klatbiitné bakteriju §Gna, piem&ram,

novobiocina.

(0] o N
2M (COCl),, DMF I/>
[ N OH ———— [ N cr o+ N
Rt _ 4 h, ledus vanna R — H
H,N
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_ >
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SLUPP-225 R=2-Cl- 16%
SLUPP-417 R=4-iPr- 8%

1.3.att. Savienojumu SLUPP-225 un SLUPP-417 sintézes shéma [5]

Savienojumus SLUPP-225 un SLUPP-417 iegiist skabes 1 reakcija ar oksalilhlorida
Skidumu dihlormetana, lai veidotu karbonskabju hloridu 2. Oksalilhlorida aktivéSanai
nepiecieSams pievienot katalitisku daudzumu DMF. Skabes hlorida 2 reakcija ar 4-(4,5-dihidro-

1H-imidazol-2-il)anilinu (3), izmantojot ledus etikskabi, iegiist tehniskos produktus SLUPP-
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225 un SLUPP-417, kurus, savukart, péc attiriSanas ar apgrieztas fazes hromatografju, iegtst
TFA sals forma, ka baltas kristaliskas vielas ar zemiem iznakumiem (1.3. attéls).

SLUPP-225 un SLUPP-417 savienojumu inhibitoru aktivitati analizgja ar model&tu
AcrAB-TolC stikna sistému, tiem saistoties ar AcrA proteinu. Ka antibiotiku paraugus izvelgjas
16 pg/ml novobiocinu un 5 ug/ml eritromicinu, kuri baktérijas §tina darbojas ar atSkirigiem
mehanismiem. Eksperimentali noteica inhibitoru MSC, MIC, spgju §kérsot aréjo membranu
gramnegativajas baktérijas, ka ari, izmantojot virsmas plazmonu rezonanses metodi,
noskaidroja vai savienojums saistas ar AcrA proteinu. SLUPP-225 savienojuma minimalo
sinergijas koncentraciju (MSC), lai uzraditu efluksa siikna inhibitora Ipasibas, konstat&ja 25
uM, bet nevélamo antibakterialo aktivitati (MIC) >200uM. SLUPP-417 savienojumam,
attiecigi, MSC novéroja 50 M un MIC 100 uM. Ieprieks aprakstitie petamie parametri abiem
savienojumiem deva pozitivu rezultatu — tie saistas ar efluksa siikna AcrA proteinu un inhibé
stikni, uzradot pétito antibiotiku novobiocina un eritromicina antibakterialas efektivitates

palielinasanos E. Coli §tnas [5].

1
(0] H R O R O R
§—\ 5a-b \>—<; CH,l, EtONa \}—ﬁ/;
HN NH HN —— HN
A OH- T
S S SCH,
4 6a-b 7a-b
O
HN N—/< /R QN /R
e 8 H,0, H*
HN__N 20, HN__N
_— Z _— Y/ . xHCI
N 10a 80% N
[ j 10b 82% [ j
N N
H H
9a-b 10a-b

Q L0
10a R: ; 10b R: O ,

1.4.att. Savienojumu 10a un 10b sintézes shéma [6]

Savienojumus 10a un 10b iegust 3 sintézes stadijas (1.4. attéls), kas ietver 2-tiohidatoina
(4) Knoevenagel kondensaciju ar atbilstosu aromatisko aldehidu 5a-b, tionil grupas metilésanas
stadiju un kondensacijas reakciju ar 1-acetilpiperazinu. legiitos savienojumus 9a un 9b parvers
par atbilstosajiem hidrohlorida saliem 10a un 10b hlortidenraza klatbiitné. Savienojumi ieguti

dzeltenas cietas vielas veida ar labiem iznakumiem.
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Inhibitoru aktivitati un to iedarbibu ar AcrB proteinu analiz&ja E. Coli bakteriju $tnas
dazadu antibiotiku klatbiitng. Eksperimentali noteica minimalo inhib&joso koncentraciju (MIC)
savienojumam 10a 200 uM, bet savienojumam 10b 100 uM. Veicot talaku savienojumu analizi
noskaidroja, ka 50 uM koncentracija savienojums 10a, kas ir 1/4 dala no ta MIC, uzrada efluksa
stikna inhibitora ipaSibas, reducgjot pétijuma izmantoto antibiotiku MIC 4 lidz 8 reizes.
Uzskatams, ka savienojuma 10a vienkarsa saite starp bifenila aromatiskajiem gredzeniem
nodrosina brivu rotaciju, kas var€tu but par iemeslu savienojuma labakai saistibai ar AcrB
proteinu lielakas konformacionalas brivibas dél salidzinajuma ar 10b. Savienojuma 10b
metiléna tiltin$ starp benzola gredzeniem, iespgjams, varétu radit telpiskus trauc&umus, lai
efektivi saistitos ar AcrB proteinu. Tika Secinats, ka abi sintez&tie savienojumi ir citotoksiski
eikariotu $inam, tapéc tie nav izmantojami terapeitiskiem mérkiem ka potencialie efluksa

stiknu inhibitori, bet to kimiska struktiira ir ka pamats citu inhibitoru savienojumu sintézei [6].

72%

EtN, THF
0,
NH, o 70°C, 3h o)\@\
1 12 N

13

OH o ™~¢
t-BUOH, t-BuOK X DMF,K,CO3, 70 °C SN
e U0 = L]
60 °C, 3h N O B~ C N O
77% o 15 o "
14 65% 16

HD (" NH

NH o~N
17
- . AN
DMF, K,CO;3 80 °C

~
e
30% o

18

1.5.att. Savienojuma 18 sintézes shéma [25, 26]

Savienojuma 18 sintézes shéma attélota 1.5. attela, kur pirmaja stadija pirmgja amina 11
un acilhlorida 12 nukleofila pievienosanas un elimin&sanas reakcija iegust amidu 13 ka baltu
cietu vielu, kristalizgjot to no EtO/EtOH maisijuma. Talak veica hinolina 13 kondensacijas

reakciju baziska vidg, iegiistot savienojumu 14, kuru talak iesaistija Williamson &tera sintéze ar
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1-brom-2-hloretanu (15) un sekojosSu Sn2 aizvietoSanas reakciju ar piperazinu, veidojot gala
produktu 18, kuru attirija ar apgrieztas fazes hromatografiju, iegtistot to ka brtnu cietu vielu ar
viduvéju iznakumu (30%) [25, 26].

Savienojuma 18 aktivitati un sinergismu eksperimentali pétija E.Coli celmu baktériju
Stinas dazadu antibiotiku klatbutng, kas ir zinamas ka AcrAB sukna substrati. Atkariba no
izmantotas koncentracijas Ssavienojums uzrada sinergisku aktivitati ar tetraciklina un
ofloksacina antibiotiku preparatiem. Ta MIC vértiba ir 653,9 uM, péc kuras var secinat, ka
savienojam nepiemit antibakterialas paSibas, un tas var€tu bit potenciali labs efluksa siiknu
inhibitors. Toties jau pie mazam 18 koncentracijam tas inhib& E. Coli efluksa sistémas, traucgjot
energijas apraidi pilnvértigai efluksa stiknu darbibai, kas rada membranas depolarizaciju.
Sasniedzot noteiktu Kkritisko koncentracijas Iimeni mainas membranas caurlaidiba, kas var
rezultéties §iinas bojaeja. Sis savienojums uzrada ari toksiskas Tpasibas, lai tas tiktu pilnvertigi

izmantots medicina [7].

PBI’3

Pd(OAc),, Xantfos

-
OH Br
DCM MeCN
F F

O A. SilaCOgen, B,Cl4, TBAI 0
THF, H,0, 30 °C
=
O B. Rh(CO),(acac), 6-DPPon, O
F THF E

22 23

_0

DCM, NaCNBH3;
AcOH, MeOH F

66% 25
1.6.att. Pimozida 25 sintézes shéma [27]

Pimozoidu 25 (1.6. attéls) sintez€ja vairakas stadijas, kur, sakotngji, otr&jo spirtu 19

parver$ par bromidu 20, izmantojot PBr3. Alkénu 22 iegast Kumada sametinasanas reakcija,
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izmantojot Grignard reagentu 21, Pd(OAc)./Xantfos ka Katalizatoru. Nakamaja reakcijas
stadija alkénu 22 homologg par atbilstoso aldehidu 23. P&dgja sintézes stadija ietver reducgjoso
amin&Sanu, kura savienojumam 23 pievieno 4-(2-ketol-benzimidazolinil)piperidinu (24).
Tehnisko produktu 25 attirija ar kolonnas hromatografiju, iegtistot bezkrasainu cietvielu ar labu
iznakumu [27].

Pimozida 25 ka efluksa siikna AcrB proteina inhibitora aktivitati pétija E. Coli celmu
bakteriju §tinas ACrAB-TolC siiknim dazadu antibiotiku un fluorescgjosa savienojuma EthBr
klatbatne. Palielinot savienojuma 25 koncentraciju lidz 200 uM netika novérotas MIC izmainas
tetraciklina, hloramfenikola, rifampicina un linezolida antibakterialajiem preparatiem. Savukart
fluoresc€josa savienojuma EthBr klatbtitneé novéroja, ka pimozoids ietekmé EthBr transportu

caur efluksa stikni, samazinot MIC Cetras reizes [8].

NH,

N)\N

26

1.7.att. Savienojuma 26 struktarformula

Zgurskaya grupa identificéja savienojumu 26 (1.7. attéls) ka vienu no potencialajiem
AcrAB-TolC efluksa stikna inhibitoriem, kas ir komerciali pieejams skrininga savienojums,
taCu ta sintézes shéma nav literatiira zinama. Savienojums 26 saistas ar AcrA proteinu efluksa
sisttmas kompleksa. Darba autori izmantoja dazadas E. Coli baktériju Stnu linijas, lai
apstiprinatu attieciga inhibitora iedarbibu uz efluksa stikni AcrAB-TolC. P&tijuma izmantotas
savvalas tipa bakterijas WT, ka arT genétiski modificétas ATolC and ATolC-Pore, kuras nesatur
efluksa stiknu sistému. Lai savienojumu uzskatitu par efluksa siikna inhibitoru tam ir jauzlabo
antibiotiku darbiba baktériju celmos, kas satur efluksa stiknus, saistoties ar AcrA proteinu.
Toties savienojums nedrikst biitiski uzlabot antibiotiku darbibu $tinas, kuras nesatur efluksa
stiknus. Eksperimentali noskaidroja, ka savienojums 26 pats par sevi neuzrada antibakterialas
ipaSibas E. Coli baktérijas sina (MIC > 200 uM), bet tas pastiprina pétijuma izmantoto
novobiocina uUn eritromicina antibiotiku preperatu aktivitati. Savienojums uzradija lielaku
aktivitati 50 uM koncentracija E. Coli 2,4 nm diametra poru saturoSu ATolC-Pore baktériju
celma s$tnas. Poras lauj mazam molekulam parvarét membranas caurlaidibas barjeru,
neietekméjot efluksa sistemu. Noveéroja, ka Saja celma palielinas bakterijas jutigumus pret

eritromicinU UN novobiocinu attiecigi 16 un 8 reizes [22].
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1.5. Biologisko aktivitasu pétijjumi

Sadarbiba ar Fraunhofer ITMP instittita profesora Dr. Bjorn Windshugel grupu, projekta
RESET-ME ietvaros, izvirzija hipotézi, ka efluksa stikna AcrAB-TolC argjas membranas
proteins TolC var€tu kalpot ka terapeitiskais mérkis. Tadél veica virtualo skriningu, kura
rezultata identificéja virkni potencialo savienojumu jeb hitu, kurus sintez&ja Latvijas
Organiskas sintézes institita Organiskas sintézes metadologijas grupa. Savienojumu
biologiskas aktivitates pétijjumus veica projekta sadarbibas partnere Helsinku Universitates
Farmacijas fakultates Farmacijas un biozinatnu nodalas pétniece Cristina Durante Cruz.

Darba mérka sasniegSanai veica potencialo AcrAB-TolC efluksa stikna TolC proteina
inhibitoru sintézi un analizéSanu E. Coli baktériju celma BW25113 §tuna [28]. Savienojumus
analiz€ja vairakos posmos, nosakot vai savienojums ir sp&jigs reducét $iinas efluksa sist€ému,
vai tam piemit antibakterialas paSibas un vai tas ir sinergija ar p&tijjuma izmantoto antibiotiku.
Lai noskaidrotu, cik efektivs ir savienojums ka TolC inhibitors, noteica MIC un MSC vértibas.
Minimala inhibgjosa koncentracija (MIC) norada kada ir minimala savienojuma koncentracija
(izteikta pM), kas nepiecieSama, lai savienojums bez antibiotikas klatbiitnes uzraditu
antibakterialas Tpasibas - 1pasiba, kurai efluksa siikna inhibitoriem nebtitu japiemit. Minimala
sinergijas koncentracija (MSC) raksturo minimalo savienojuma koncentraciju (izteikta uM),
kas nepiecieSama, lai pievienotas antibiotikas aktivitate tiktu atjaunota (inhibé = 90% bakteriju

augsanu).

1.6. Inhibitora MZ-1054 identificéSana

Nosakot potenciali aktivu efluksa stikna inhibitoru biologiskas aktivitates, sakotngji tiek
veikta savienojuma analizi bez antibiotikas klatbiitnes, pieaugosa koncentraciju gradienta, sakot
no 125 uM, lai noteiktu, vai savienojumi kavé baktériju SGnu augSanu. Nakamaja soli
analiz€jamam savienojumam tiek pievienota zinama antibiotika - 1pg/ml piperacilins, kur§
pieder pie B-laktama antibiotiku klases (1.8. attéls), un pret kuru bakterijam ir izveidojusies
efluksa mehanisma rezistence. Noskaidrojot sinergismu ar p&tamo TolC inhibitoru, tas ir, vai

tiek atjaunota antibakteriala aktivitate zinamajam preparatam.
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J—OH
0

1.8. att. Piperacilina struktiirformula

Pirmaja pétijuma posma noskaidroja vai virtuala skrininga rezultata identificétie
savienojumi ir spgjigs kavet Stinas efluksa sistemu. Veica >50 strukturali atSkirigu potencialo
efluksa stiknu inhibitoru s€rijas analizi fluoresc€josas vielas Hoechst 33342 (H33342) (1.9.
att€ls) akumulacijas testu E. Coli baktériju celma BW25113 $tinas [29].

3Cl”

Hoechst 33258 R= -OH
Hoechst 33342 R= —OEt
Hoechst 34580 R= —N(CHj3),

1.9. att. Hoechst savienojuma struktiirformulas variacijas [29]
Ja pie 100 uM analiz&jama savienojuma koncentracijas bija novérojama = 80% H33342

akumulacija Stina salidzinajuma ar bakteriju celmu JW5503, kur§ nesatur efluksa stknus, tad

savienojums ir sp&jigs reducét efluksa sist€ému.
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H33343 ieksmolekulara akumulacija (%
attieciba pret JW5503)
—_—
—_—
™
) —y
DY)
186
P —
) —
30—
.

Savienojums 100 UM

1.10. att. Savienojumu sérijas Hoechst akumulacijas testa rezultati (Ilustrativs attéls)

P&c pirma posma eksperimentu (1.10. att€ls) datiem secinaja, ka vislabako akumulaciju
E. Coli bakterijas sina BW25113 uzradija trapijuma savienojums MZ-1054 (1.11. attéls).
Savienojums salidzinajuma ar efluksa stknus nesaturo$u E. Coli baktériju celmu JW5503

(100%) uzradija 105,3% H33342 akumulaciju.

/
(e}
O
OO
Cl HN
_\—OH
MZ-1054

1.11. att. Savienojuma MZ-1054 struktarformula

Nakamaja posma analizgja savienojuma MZ-1054 antibakterialo aktivitati un sinergismu
ar piperacilina preparatu. Noteica, ka savienojumam bez antibiotikas klatbiitnes pasam nepiemit
antibakterialas ipasibas (MIC ir >100 pM (p&c jaunakajiem datiem >125 pM)). Sis savienojums
uzradija izteiktu Sinergismu lpg/ml piperacilina klatbttné (MSC novéroja pie 75 uM). Lai
kontrolétu rezultatu pareizibu analizgja art literattira zinamu efluksa stikna inhibitora standartu,

ka kontroles savienojumu fenilalanil-B-naftilamidu, PABN (1.12. attls).
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O Savienojums bez antibiotikas klatbutnes

m + 1ug/ml piperaciling

80

60

):mchﬁ@[IEI

6.25 UM 12.5 UM 25 UM 50 UM 75 UM 100 pM 50 pg/ml PABN

Baktériju augsanas inhib&3ana (%)

kontrole

1.12.att. Savienojuma MZ-1054 MIC analize

P&c iegiitajiem rezultatiem identific€ja, ka savienojumam MZ-1054 piemit AcrAB-TolC
efluksa stikna inhibitors pasibas E. Coli baktérijas $tinas. Tika nolemts veikt struktiiras-
aktivitates pétijumus, lai identificétu dazadu aizvietotaju ietekmi uz biologisko aktivitati.

Attiecigos MZ-1054 analogus ieguva sintézes cela.
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2. REZULTATI UN TO IZVERTEJUMS

Sadarbiba ar Fraunhofer ITMP institatu un Helsinku Universitates Farmacijas fakultati
tika veikti dazadu potencialo savienojumu biologiskas aktivitates pétijumi, kuri plasak
aprakstiti iepriek§ 1.5. un 1.6. nodalas. Tika identificéts, ka savienojumam MZ-1054, kuru
sintez&ja Latvijas Organiskas sintézes institiita vadosa pétniece Dr. Marina Madre, piemit
AcrAB-TolC efluksa siikna inhibitors TpaSibas E. Coli bakterijas $tinas [28]. Lai noskaidrotu
dazadu aizvietotaju ietekmi uz biologisko aktivitati, §T darba ietvaros, tika veikta savienojuma

MZ-1054 analogu sintéze (2.1. attgls).

Modifikacija B

/
Modifikacija C
)
aravurs
HN

\on

Modifikacija A
MZ-1054

2.1. att. Savienojuma MZ-1054 modifikacijas

2.1. Savienojuma MZ-1054 analogu sintéze — modifikacija A

Veica savienojuma MZ-1054 analogu sintézi, kura modificgja pamatstruktiiras pozicijas
A, BunC.

Savienojuma MZ-1054 analogu modifikacijas A sintézi veica ka sakotngjo izejvielu
izmantojot vanilinu (2.1. tabula). Sintézes shéma savienojumiem 31a-1 ietver dazadu komerciali
pieejamu benzilbromida vai hlorida atvasinajumu variéSanu, kas lauj efektivi iegiit virkni
analogu, pozicijas A ietekmes izvert€Sanai pec ieglitajam savienojumu biologiskajam

aktivitatem.
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2.1. tabula

Savienojumu 31a-| sintéze

o/
/
o R4 R4
Th v @4 o @J Y
HO 27\ 4 27\ 4
N
5 Y. DMF Y,
Rs R4 Ry Ry

81% — kvant.
27 28a-k 29a-|
X= Br, Cl Y=C,N
N Y=C,N
2
_\_I}N /
0 \_opy . Q
Na,SO, AcOH, NaBH(OAc), - o—@—\
MeOH Re— ¥ HN_\_\
49-81% Ry Ry HN
31a-l \on
Y=C,N
Modifikacija 29 31 Modifikacija 29 31
A iznakums, % | iznakums, % A iznakums, % iznakums, %
QE a 81 81 Br—©—§ g kvant. 59
Br
5 :
b 99 49 h kvant. 68
// c c
N
; |
c 96 53 i kvant. 65
F
Y
Q’E d kvant. 50 S 82 86
cl
QE e kvant. 59 QE K kvant. 63
—© cl
¢
f 90 56 § | -2 79

2 Sintéze izmanto komerciali pieejamu izejvielu 3-(benziloksi)-4-metoksibenzaldehidu (291) .

Sintézes pirma stadija (metode A eksperimentalaja dala) ietver vanilina (27)
hidroksilgrupas benzilésanu, iegiistot savienojumus 29a-k Sn2 nukleofilas aizvietoSanas
reakcija, kuru veic istabas temperatira 24 stundu laika inerta atmosféra DMF, ka bazi
izmantojot K.COs. Talak reakcijas tehnisko produktu ekstrah&ja ar EtOAc / H20 un bez
papildus attiriSanas ieguva savienojumus 29a-k ar augstiem iznakumiem.

Nakama sintézes stadija ietver iegiito aldehidu 29a-k reducgjoso aminésanu ar 2-((3-

aminopropil)amino)etan-1-olu (30) (metode B). Attiecigo reakciju veic ledus etikskabes
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klatbutng, par reducétaju izmantojot NaBH(OAC)s. Reakcijas gaitu kontrolgja ar LC/MS
analiz€m, kuras gandriz visos gadijumos uzradija pilnu konversiju. legiitos tehniskos reakcijas
produktus izdevas attirit ar kolonnu hromatografiju palidzibu, ka rezultata galaprodukti 31a-I
iegliti ar iznakumiem no 49% lidz 81%, kas saistams ar dazadu sarezgitibu produktu attiriSanas

procesa.

2.2. Savienojuma MZ-1054 analogu sintéze — modifikacija B

Centrala cikla aivietotaju ietekmes izp&tei MZ-1054 analogos (modifikacija B), sintez&ja
savienojumus 35a,b, kuriem fenilgrupas 2-pozicija MeO- grupa tiek aizvietota ar tidenradi.
Pirma stadija ietver 4-hidroksibenzaldehida (32) benziléSanu ar attiecigajiem 3-hlor- (33a) vai
3,5-dihlorbenizlbromidiem (33b), veidojot aldehidus 34a,b (2.2. attls).

R
/@AO 1 Br  K,COs DMF, 60°C 07
* _— R
HO o/\©/ 2

Rz
32
33a R,=H, R,=Cl 34a94% Ry
33b R,=Cl, R,=ClI 34b 92%

H,N

:E_I-}N N Ra
OH @_/O _©_'_}N

Na,SO, AcOH, NaBH(OAc),

MeOH Ry HN
_\—OH
35a 75%

35b 47%

2.2.att. Savienojumu 35a,b sintézes shéma

Reakcijas pirma stadija ir lidziga metodei A, bet to veic paaugstinata temperatiira pilnas
konversijas nodrosinasanai, tadgjadi ieguistot produktus 34a,b ar augstiem iznakumiem. Otra
galaprodukta 35a,b sintézes stadija tiek veikta, izmantojot reducgjoso aminésanu, analogi ka
savienojumu 31a-l gadijuma.

Talakas izp&tes gaita savienojuma MZ-1054 centrala cikla 2-pozicijas MeO- grupu bija
planots nomainit uz stériski lielakiem aizvietotajiem (modifikacija B). Sadu analogu iegiisanai

par sakotngjo izejvielu izmantots 3,4-dihidroksibenzaldehids (36).
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HO N KI, K,COs, 60°C 2 g
o 4 Br 7% O O P = N

0w XN NN

HO DMF OH 1)

& 40% N

36 33a 37 37a
37/37a 1:0,75

HoN
o

\_\ R-0
Nao&g ﬁ 0 N o@—\
RX vai  38c F v@O cl Na,SO,, AcOH, NaBH(OAc); Q—/ HN\_\
Ox oR MeOH cl HN

K,CO3 DMF, A xOH
38a R=Bn 39a-d 40a-d
38b R=Et
39a R=Bn 70% 40a R=Bn 60%
39b R=Et 93% 40b R=Et 82%
39¢ R=CHF, 48% 40c R=CHF, 69%
39d R=CH,-CyPr 92% 40d R=CH,-CyPr 78%

kOQAO . Br KoCO; DMF, 60°C
HO
Cl
38d 33a

2.3. att. Savienojumu 40a-d sintézes shéma

Modifikacijas B aizvietoSanal pirmaja sintézes stadija veic O-alkiléSanas reakciju starp
3,4-dihidroksibenzaldehidu (36) un 1-(bromometil)-3-hlorbenzolu (33a) 60°C inerta atmosfera.
Ka bazi izmantojot K>COs3 un ka katalizatoru KI, iegtist reakcijas galaproduktu 37 ar viduvéju
iznakumu (2.3. att€ls). Sintezes gaitu kontrolg, izmantojot LC/MS analizi, kas apstiprinaja, ka
reakcijas maisijums satur ne tikai vajadzigo para-benzilé$anas produktu, bet ar diaizvietoto
meta blakusproduktu 37a attieciba 37/37a 1:0,75.

Veicot reakcijas maisijuma apstradi, veidojas tumsi briinas nogulsnes, kuras peéc LC/MS
analizém saturgja abus produktus 37 un 37a, tacu veidojoSos nogul$nu daudzums bija niecigs.
Sakotngjie méginajumi atdalit produktu maisTjumu hromatografiski, izmantojot par eluentu
PE:EtOAC bija nesekmigi. Atkartota kolonnas hromatografija, ka eluentu izmantojot 100%
DCM, izdevas selektivi atdalit blakusproduktu 37a no nepieciesama produkta 37.

Mgginajums nepiecieSamo produktu 37 parvérst par kalija sali, lai atdalitu to no
diaizvietota blakusprodukta 37a ekstrakcijas cela bija nesekmigs, jo LC/MS analizes uzradija
abu vielu maistjumu. Talaka maisijuma hromatografiska attiriSana rezultéjas ar 18% iznakumu,
kas ir zemaks ka iepriek$ aprakstitaja metodg, tap&c §1 pieeja turpmak netika izmantota.

Lai pieraditu, ka reakcija ir veidojies produkts 37 nevis ta iespgjamais regioiZOmers,
pievienojoties 1-(brommetil)-3-hlorbenzolam meta pozicija, uznéma 2D NOESY spektru (skat.
3. pielikumu) un veica ta analizi. Benzil grupas -CH»- protoniem 5.09 ppm (s, 2H) ir

novérojams Overhauzera efekts ar benzola gredzena 11. pozicijas protonu 6.91 ppm (d, J=2.0
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Hz, 1H), savukart nav redzams krospikis ar 14. pozicijas protonu, kas teorétiski biitu paredzams

nevélamajam regioizomeram.

2.3. Savienojuma MZ-1054 analogu sintéze — modifikacija C

Literatiiras apskata tika secinats, ka nozimiga loma potenciali aktivam efluksa siikna
inhibitoram ir slapekla saturo$i savienojumi, tapéc veica savienojuma MZ-1054 diamina
linkera aizvietosanu (modifikacija C) ar citu slapekli saturo$u virkni. Sintezgja savienojumu 49

p&c izstradatas sintézes shémas (2.4. attéls).

OH
@/\ cho3 DMF m L|AIH4 THF /@/\/
o

HO 60°C 3h 24h
82% 94%
3 Cl
M 33a 42 43
. o{— )<
AN N— 0
cl o A
45 (\N o)
SOCI, DMF, DCM o K,CO3, Nal, DMF /@/\/N\)
45°C, 4 h 80°C, 5 h o
83% cl 64%
44 cl 46
B~ ~_OH
(NH OH (N

N \) 48 N\)
TFA, DCM /©/\/ K,CO3, Nal, MeCN /(j/V
72% xCF3COOH 80°C, 48 h
66%

cl Cl

47 49

2.4.att. Savienojuma 49 sintézes shéma

Modifikacijas C galaproduktu 49 iegiist secigi 6 sintézes stadijas, kur pirmaja stadija
savienojumu 41 benzilé ar 3-hlorbenzilbromidu (33a). Iegiito esteri 42 reducé par atbilstoso
pirm&jo spirtu 43, izmantojot litija aluminija hidridu. Spirtu 43 hlor&jot ar tionilhloridu,
veidojas savienojums 44 ar labu iznakumu. AlkiléSanas reakcija ievada piperazina aizvietotaju
45, ka rezultata veidojas savienojums 46. Seciga Boc- aizsarggrupas noskelsana un alkiléSana

ar 2-brometan-1-olu (48) iegust gala produktu 49.
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2.4. Literatiira zinama efluksa siikna inhibitora sintéze

Lai noskaidrotu kada biitu literatiira zinamu AcrAB-TolC efluksa sikna inhibitora
aktivitate veiktajos biologiskajos pétijumos, sintez€ja savienojumu 57a, kur§ ir komerciali
pieejams, bet dargs skrininga savienojums. DiemZ€l §1 savienojuma sintéze literattra nav
aprakstita, tadel bija nepiecieSams izstradat gaitu, p&c kuras var€tu iegiit nepiecieSamo standarta
daudzumu. P&tijuma laika tika izstradata sintézes shéma (2.5. att€ls) savienojuma 57a

iegtiSanai, kuru veiksmigi pielietoja ari analoga 57b sint&ze.

o)
OH
(rac) HN<__NH
BocHN 2
J( 51 o 0 T\I/H + 1/,H,CO4
0~ >0  1.EDC-HCI, DMAP, DCM /M\/U\o/\ 2
OMO 2. EtOH, 95°C BocHN EtOH, 80 °C
41% 52 56%
50
1 1 )
HN™ SN N“>N o H"O/ 55a,b
“ TsCl, Et;N, DMAP S
o ——M X O/s‘\o
DCM MeCN, 80°C
BocHN BocHN
53 39% 54
b 1
g : g
TFA, DCM
,DM”CL — ,DM”CL
BocHN R HoN R
56a 70% 57a 50%
56b 40% 57b 16%
R: R: ;e > :
55.57a 55-57b

2.5. att. Savienojumu 57a un b sintézes shéema

AcrA inhibitora standartu 57a un analogu 57b ieguva 5 sintézes stadijas. Pirma stadija
ietver 2 reakcijas posmus. Pirmais solis ir meldrumskabes (50) acilé$ana ar cis-3-((terc-
butoksikarbonil)amino)ciklobutankarbonskabi (51) EDC-HCI un DMAP klatbatné DCM
Skiduma. Sakotngjie méginajumi, pielietot DCC ka sametinasanas reagentu, bija nesekmigi
sarezgitas attiriSanas d€]. Tadel tika nolemts turpmak lietot EDC-HCI skabes aktivésanai. EDC

ar skabi veido aktivu aizejoSo grupu, Kura, iesaistoties reakcija ar DMAP, veido urinvielas
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blakusproduktu, no kura atbrivojas, maisijumu apstradajot ar 5% KHSO; $kidumu. Sis stadijas
otraja sol1 notiek cikla atvérSanas abs. EtOH skiduma ar secigu dekarboksilésanos, ka rezultata
ieglist B-keto estera galaproduktu 52.

Otra sintezEs stadija ietver aizvietota pirimidona cikla izveidi guanidina karbonata un
ketoestera 52 kondensacijas cela, veidojot savienojumu 53. Reakciju veic abs. EtOH skiduma
80 °C spiediena ampula. Peéc LC/MS analizém bija redzama produkta 53 veidoSanas, tacu
maisijums bija dzidrs un nenovéroja nogul$nu veidosanos. Ekstrah&jot ar EtOAC, ieguva netiru
produktu 53. Talaka attiriSana, pielietojot kolonnas hromatografiju, bija nesekmiga. Turpmak,
pétijuma gaita, veica sintézi ar lielaku izejvielas ickravumu un ilgaku reakcijas laiku, karsgjot
24 stundas. Reakcijas maisijumam atdziestot, veidojas nogulsnes, kuras nenovéroja maza
méroga izm&ginajuma sintéze. Tas nofiltrgjot, noskaidroja, ka ir veidojies sagaidamais produkts
53 ka balta cieta viela ar augstu tiribu.

Sintézes tresas un ceturtas stadijas gaita tiek veikta spirocikliska amina 55a pievienoSana
pirimidona ciklam, iegiistot produktu 56a. Pirmais méginajums savienojumu 40a iegtsSanai
paredzg€ja pirimidona 53 parvérsanu par atbilstoSo hloridu (2.6. attéls), kura hlors kalpotu ka
aizejosa grupa. Attiecigo hloridu ieguva savienojuma 53 reakcija ar POCIs karsgjot ~ 110 °C
ellas vanna 5 stundas inerta atmosfera. Reakcijas gaitu kontrolgja ar LC/MS analizém,
novérojot, ka péc 2 stundam produkts vél nebija veidojies, tacu ari izejviela 53 bija pilniba
izreag€jusi. Lai gan péc 4 stundam noveéro reakcijas produkta 53a veidoSanos, ta sekmiga

izdaliSana tira veida neizdevas.

HN™ N POCI, NI SN
NS > =
/DMO 110°C 5 h ,D)\/kC|
BocHN 0% HoN
53 53a

2.6. att. Savienojuma 53a sintéze

Ka otrais variants 56a iegliSanai ir tie$as aminéSanas reakcija acetonitrila istabas
temperatiira starp aminu 55a un pirimidonu 53, izmantojot sametinasanas reagentu PyBOP un
DBU ka bazi. Péc 5 stundam nav novérojama produkta veidosanas, tapec Sintéze tiek maisita
ilgu laika periodu. Nepieciesama 56a produkta masa un ari daudz citi neidentificgjami

blakusproduktu signali ir redzami, veicot sintézi 6 dienas. Talaka produkta attiriSana netika

veikta, un nolemts izstradat jaunu pieeju sintézes optimizacijai.
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Sekmigi izdodas savienojumu 56a iegiit divas stadijas, izmantojot tozilata aizejoso grupu.
Savienojuma 53 ketogrupas reakcija ar 4-toluolsulfonilhloridu (TsCI) iegiist savienojumu 54,
kura ketogrupa tiek parvérsta par labu aizejoso grupu ka p-toluolsulfonskabes atvasinajums.
Reakciju veica DCM ka vaju bazi izmantojot EtsN un ka katalizatoru — DMAP. P&c ekstrakcijas
un savienojuma attiriSanas ar kolonnu hromatografiju iegiist 54 ar viduvéju iznakumu.
AizvietoSanas reakcija starp 54 un savienojumu 55a iegiist 56a. Attiecigo sintézi veic 80 °C
spiediena ampula, par bazi izmantojot EtsN. P&c reakcijas maisijuma atdziSanas novero
nogul$nu rasanos, kuras filtré, ieglistot produktu 56a ka tiru baltu cietu vielu ar labu iznakumu.
Analogi ieguva savienojumu 56b.

Ka pédgja stadija ir aizsarggrupas t-butiloksikarbonilgrupas noskelSanas stadija skaba
vidg, pielietojot TFA un DCM maisijumu. Tehnisko produktu attira ar MeCN / 0,1% TFA
apgrieztas fazes hromatografija, iegiistot savienojumu 57a ka TFA sali. -Boc aizsarggrupas
nonemsanu savienojumam 57b veica analogi ka produktam 57a. Savienojuma 57b attiriSanai
sakotngji izmantoja apgrieztas fazes kolonas hromatografiju, ka eluentu lietojot ieprieks
izmantoto MeCN / 0,1% TFA. Tacu, ta ka iegiita produkta tiriba nebija atbilstosa, ta attiriSana
uz apgrieztas fazes kolonnas atkartoja, pielietojot ka eluentu MeCN/0,1% Et:N un izdalot
produktu 57b ka brivu bazi.

2.5. Biologiskas aktivitates pétijumi

Sintezéto savienojumu biblioteka tika nosiitita uz Helsinku Universitates Farmacijas
fakultati, Farmacijas un biozinatnpu nodalu, kura pétniece Cristina Durante Cruz veica
biologiskas aktivitates mérijjumus. Aktivitasu-struktiiras kopsakaribu izp&tei iegtitos datus mes

strukturéjam atbilstos$i veiktajam modifkacijam A, B, C.

Modifikacija A
/
o
O
Cataty
Modifikacija A HN
odifikacija _\—OH
MZ-1054

2.7.att. Savienojuma MZ-1054 modifikacija A

Savienojuma MZ-1054 modifikacijas A (2.7. attéls) ietver benzola cikla poziciju

aizvietoSanu ar dazadam funkcionalajam grupam. Lai noskaidrotu, vai aivietotajam
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benzilgrupas fragmenta ir ietekme uz savienojuma biologisko aktivitati, analiz&ja savienojumu
311, kur meta pozicija paliek neaizvietota. Savienojums 31l neuzradija labas efluksa stikna
inhibitora Tpasibas. Sim savienojumam novéro augstu minimalas sinergiskas koncentracijas
(MSC) vertibu >125 uM, tadgjadi Sis savienojums neatjauno antibiotikas piperacilina iedarbibu.

Secinaja, ka modifikacijai A ir bitiska ietekme uz biologisko aktivitati (2.8. attéls).

/ /
o o
O—<E >—\ O—(E >—\
<§ >— HN—\_\ < >—‘ HN—\_\
Cl HN HN
MZ-1054 311
MSC, uM 75 >125
MIC, uM >125 N
Attiectba MIC/MSC >17 N

N - nav noteikts

2.8.att. Savienojumu MZ-1054 un 31l modifikacijas A ietekme

Lai noskaidrotu ka dazadas funkcionalas grupas modifikacijas A rezultatd ietekmé
petama savienojuma aktivitati, veica optimiz€Sanu ar halogénu un citu funkcionalo grupu
ievadiSanu benzola gredzena. Sakotngji parbaudija dazadu halogénu ietekmi meta pozicija. 3-
Brom-analogu 31a un 3-fluor-analogu 31c, salidzinaja ar 3-hlor-analogu MZ-1054. Pé&c
iegiitajiem rezultatiem (2.9. att€ls) var novérot, ka, palielinoties funkcionalas grupas
elektronegativitatei virziena no broma uz fluoru, sinergisms (MSC) pasliktinas, tacu, pozitivi,
ka pétamajiem savienojumiem pasiem par sevi nepiemit antibakteriala aktivitate (augsta MIC
vértiba). Ar vismazako indukcijas efektu broma savienojums (C-Br AEN = 0,41 [30]) 3la
uzrada vismazako MSC veértibu 50 uM, ka ar1 tam antibakterialas 1paSibas nav raksturigas (MIC
>125 uM). Savukart fluora atvasinajumam 31c ar vislielako funkcionalas grupas
elektronegativitates vertibu (C-F AEN = 1,43 [30]) MSC vertiba >125 uM ir parak augsta, lai

tas kvalificétos ka potenciali labs efluksa stikna inhibitors.
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Br cl F

31a MZ-1054 31c

MSC, uM 50 75 >125
MIC, uM >125 >125 N
Attieciba MIC/MSC ~ >2,5 >1,7 N

AEN 0,41 0,61 1,43

N - nav noteikts

2.9.att. Halogéenu funkcionalas grupas ietekme meta pozicija modifikacija A

Ka nakamo faktoru pétija modifikacijas A funkcionalas grupas lipofilitati. Pec Lipinski’s
rule of five likuma ir noteikts, ka lielaka dala mediciniskie preparati ir salidzino$i mazas un
lipofilas molekulas [31, 32].

Veica dazadu funkcionalo grupu modifikacijas A benzola gredzena meta pozicijas
savienojumu sintézi un ieguva MIC un MCS rezultatus (2.10. attéls). Novérojams, ka iegiitie
rezultati atbilst Lipinski’s rule of five likumam — labakais MSC rezultats savienojam 31f atbilst
lipofilajakai izopropil funkcionalajai grupai ar 1,10 AlogD vértibu. Ka arT savienojumam 31a
ar broma funkcionalo grupu ir novérojama maza MSC vértiba. Savienojumam 31b ar
viszemako AlogD vertibu —0,28 neuzradas efluksa siikna Ipasibas, jo pirmaja analizes posma
tas nav sasniedzis noteikto akumulacijas robezu. Redzams, ka, samazinoties lipofilitates
vertibai AlogD jeb savienojumam klGstot hidrofilakam, palielinas minimala sinergiska
koncentracija (MSC) veértiba, tadéjadi zud So savienojumu spéja atjaunot antibiotiku iedarbibu

[33].

Br Cl
31f 31a 319 MZ-1054 31d 31c 31e 31b
MSC, uM 25-50 50 50 75 100-125 >125 >125 N
MIC, uM >125 >125 >125 >125 >125 N N N
Attieciba MIC/MSC >5-2,5 >25 >2.5 >1,7 >1.3-1 N N N
AlogD 4 giys=0 1,10 0,9 0,9 0,6 0,3 0,2 -0,05 -0,28

2.10.att. Dazadu funkcionalo grupu lipofilitates faktora ietekme modifikacija A
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Mainot Br- aizvietotaju no meta pozicijas, ka savienojuma 31a, uz para poziciju, ka 31g,
nenovero aktivitates izmainas, kas liecina, ka pastav iesp&ja variét aizvietotajus struktiira
bitiski nesamazinot ta Ipasibas.

Talak pétija divu aizvietotaju ievadiSana benzilgrupa (2.11. attéls). Novérojams, ka
vislabakas efluksa stikna inhibitora ipasibas uzrada savienojums 31k (dihlor savienojums meta-
meta pozicijas) ar vismazako MSC vértibu 12,5 uM, ka ari tam antibakterialas ipasSibas nav
raksturigas (MIC >125 uM). Ari savienojums 31h (dihlor savienojums orto-meta pozicijas)
uzrada labas biologiskas aktivitates. Naftilgrupas ievadiSsana 31i, butisku uzlabojumu nenesa,

tacu hinolina fragmenta ievadiSanas rezultata, savienojums 31j zaudg sinergismu.

Cl

% "
< O O CrY
Cl Cl Cl
31k 31h 31i 31j
MSC, uM 12,5 25 50 >125
MIC, uM >125 >125 >125 N
Attieciba MIC/MSC >10 >5 >25 N

N - nav noteikts

2.11. att. Modifikacijas A aizvietoSana ar dazadam funkcionalajam grupam

Modifikacija B

Modifikacija B

O

Cl HN
_\—OH

2.12.att. Savienojuma MZ-1054 modifikacija B

Nakamais posms savienojuma aktivitates optimizéSanai ir MZ-1054 modifikacijas B
(2.12. attels) ietekmes izvertéSana. Sintez&ja savienojumu 35a, kur modifikacija B paliek
neaizvietota, un savienojumus, kur modifikacija B ir aizvietota ar dazadam funkcionalajam
grupam.

Pieaugot 2-pozicijas aizvietotaju izméram centrala benzola gredzena cikla, novérojama
MSC vertibas samazinaSanas, piem&ram, savienojums 40a uzrada viszemako MSC vértibu 6,25
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uM visu iegiito analogu rinda, tacu, diemzel, ir nov€rojama ari antibakterialo ipasibu
paradiSanas, kas izpauzas ar MIC vértibas samazinasanos. Tapat par efluksa inhibitoriem ir
identificjami savienojumi 40c,d un b (2.13. attéls), kuri uzrada labaku sinergismu par

sakotngjo trapijuma savienojumu MZ-1054.

F
R /L F
: H o 0 o} 0
> >

Le&/\i

AN
W o
35a 40a 40c 40d 40b
MSC, uM 25 6,25 25 50 50
MIC, uM >125 25 >125 125 >125
Attiectba MIC/MSC >5 4 >5 2,5 >25

2.13. att. Savienojumu modifikacijas B ietekme

Ta ka vienas no vislabakajam biologisko aktivitasu vértibam uzradija savienojums 35a,
kur modifikacija B nav aizvietota, un savienojums 31k, kur modifikacija A benzola gredzens
aizvietots 3,5-pozicijas ar hlora atomiem, noléma sintezet savienojumu 35b (2.14. attels). Péc
ieglitajam biologiskajam aktivitatém, tomer izradijas, kas savienojums 35b neuzrada labaku

sinergismu un bakteriju citotoksicitate tam nedaudz paaugstinas (MIC).

/
0 H
Cl cl
o} 0
HN_\_\ HN—\_\
cl HN cl HN
31k \on 35b \on

MSC, uM 12,5 12,5
MIC, uM >125 75
Attieciba MIC/MSC >10 6

N - nav noteikts

2.14. att. Savienojumu 31k un 35b biologisko aktivitaSu salidzinajums

30



Modifikacija C

o Modifikacija C

agave

c MZ-1054

2.15. att. Savienojuma MZ-1054 modifikacija C
Polaras sanu kédes ietekmi uz savienojumu aktivitati noskaidroja veicot modifikaciju C
(2.15. attels). Lai izvertetu, kada ietekme ir modifikacijai C, veica savienojuma 49 biologisko

aktivitaSu izvert&jumu. Savienojums 49 satur piperazina grupu sanu kédes struktiura (2.16.

att€ls). Diemzgel $ada modifikacija rezult&jas ar sinergisko ipasibu zaudésanu.

<;>JO_C%HNjﬁ CQJ"@‘LNCN

c HN XOH
| o
35a 49
MSC, uM 25 >125
MIC, uM >125 N
Attieciba MIC/MSC >5 N

2.16.att. Modifikacijas C ietekme uz biologiskajam aktivitatem

2.6. Literatiira zinama efluksa siikna inhibitora aktivitate

Turpmakiem biologiskas aktivitates pétijjumiem bija nepiecieSams sintez&t literatiira
zinama AcrAB-TolC efluksa stikna inhibitora standartu 57a [22], kura aktivitati salidzinaja ar
ieglitajiem MZ-1054 analogiem. Standartam 57a minimala inhibitora koncentracija atbilst 125
uM, kas norada, ka savienojumam paSam nepiemit véra nemama antibakteriala aktivitate.
Minimalo sinergisko koncentraciju MSC uzradijas 50 puM, kas rezult§jas ar 2,5 reizu lielu
attiecibu ar MIC (2.17. attéls). Ka analogu standartam 57a sintez€ja savienojumu 57b, kur$
uzradija vienadu MSC vértibu ar standartu, ka ari MIC vértiba ir lidzvértiga. Modificgjot

standartu ar benzil grupu, nozimigas izmainas aktivitatés netiek noverotas. Japiebilst, ka miisu
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sintez&tais savienojums 31k uzrada ievérojami augstaku sinergismu, neka literatlira zinamais

standarts 57a.

N7 N XCF,COOH N7 N
SO0 LT
H,N Q H,N
57a 57b
MSC, uM 50 50
MIC, uM 125 100
Attieciba MIC/MSC 2,5 2

2.17. att. Savienojuma 57a,b noteiktas MSC un MIC vértibas
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3. EKSPERIMENTALA DALA

legiito savienojumu H, ¥C-KMR spektri uznemti CDCls un DMSO-ds $kidumos,
izmantojot Varian Mercury-400 spektrometru. Iegiitos H-KMR un BC-KMR spektrus
apstradaja ar programmu MestReNova, kimiskas nobides pierakstitas & skala un J konstantes
méritas hercos (Hz).

Sausie $kidinataji tika nemti no iekartas inert PS-micro. Reagenti un $kidinataji iegadati
no izplatitajiem Acros Organics, Fluorochem, Sigma Aldrich, Alfa Aesar, Fisher Chemical un
izmantoti bez papildus attiriSanas.

Kolonna 2,5 x 25 cm. Svari: Boeco Germany (d=0,001g). Apgrieztas fazes hromatografiju
veica, izmantojot Isolera One Biotage iekartu, BIOTAGE ® SNAP kartridzs KP-C18-HS,
detektésanai izmantoja UV gaismas adsorbciju pie 254 nm un 210 nm.

Augstas izskirtsp&jas masspektru (AIMS) iegtiSanai izmantoja augsti efektivo Skidruma
hromatografu Agilent 6230 TOF LC/MS ar masselektivo detektoru elektroizsmidzinaSanas
pozitivaja rezima. Reakcijas gaitu un tiribu novértgja, uznemot masspektrus (UESH-MS) ar
ultra-efektivo skidruma hromatografu Waters Acquity. Kolonna: Acquity UPLC BEH-C18
(izméri: 2,1 x 50 mm; stacionaras fazes biezums: 1,7 um; kolonnas temperattra: (30£5,0) °C).
Kustiga faze: gradienta apstakli (no 90% 0,01% TFA tdens $kidums / 10% MeCN lidz 10%
0,01% TFA tdens skidums /90% MeCN); plismas atrums: 0,500 mL/min; analizes laiks: 8
miniites). Detektors: PDA (fotodioZu matricas), 220-320 nm, izSkirSana: 1,2 nm.

Reakciju gaitu noveértgja, izmantojot planslana hromatografijas plaksnes Silica gel 60

F2s4, Merck. DetektéSanai izmantoja UV lampu.
3.1. Potencialu E.Coli bakteriju AcrAB-TolC efluksa siikna inhibitoru sinteze

Vispariga metode A savienojumu 29a-k, 34a-b, 39a-d iegiisanai

4-((3-Brombenzil)oksi)-3-metoksibenzaldehida (29a) sintézes apraksts ir dots ka

visparigais piemers.

d 4-((3-Brombenzil)oksi)-3-metoksibenzaldehids (29a). 4-Hidroksi-3-

o—@—\\ metoksibenzaldehida (27) (1,23 g; 8,08 mmol; 1 eq.), K2CO3 (2,23 g; 16,2

BQ_/ ’ mmol; 2 ekviv.) un 1-(brommetil)-3-brombenzola (28a) (2,12 g; 8,48

mmol; 1,05 ekviv.) skidumu DMF (8 ml) maisija inerta atmosféra 24 stundas istabas
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temperatiira. Atskaidija ar H2O (100 ml) un ekstrah&ja ar EtOAc (100 ml). Organisko ekstraktu
mazgaja ar H20 (5x20 ml) un pies. NaCl $kidumu (20 ml), zavéja uz b/t NazSOa. Skidinataju
ietvaicgja, iegustot reakcijas produktu ka viskozu ellu, kuru talak kristalizgja, apstradajot ar
heksanu. (Iznakums: 2,11 g; 81%). 'H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) 5: 9.84 (s, 1H), 7.70 — 7.65
(m, 1H), 7.58 — 7.52 (m, 2H), 7.49 — 7.41 (m, 2H), 7.41 — 7.34 (m, 1H), 7.28 — 7.22 (m, 1H),
5.22 (s, 2H), 3.85 (s, 3H). *C-KMR (101 MHz, CDCls) &: 191.0, 153.3, 150.2, 138.5, 131.5,
130.7, 130.4, 1303, 126.6, 125.8, 123.0, 112.6, 109.6, 70.1, 56.2. [M+H]" aprekinats
C1sH1403Br: 321,0126. Noteikts: 321,0138.

% 3-((4-Formil-2-metoksifenoksi)metil)benzonitrils (29Db).

4@_\\ Savienojumu 29b iegilist péc iepriek§ aprakstitas metodes A

Q_/ savienojuma 27 (0,53 g; 3,5 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 3-
7

(hlormetil)benzonitrilu (28b) (0,72 g; 3,7 mmol; 1,1 ekviv.), iegiistot
baltu cietvielu (Iznakums: 0,93g; 99%). Savienojums zinams literatiira [34]. 'H-KMR (400
MHz, DMSO-de) &: 9.85 (s, 1H), 7.94 — 7.92 (m, 1H), 7.86 — 7.79 (m, 2H), 7.64 (t, J = 7.6 Hz,
1H), 7.55 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.44 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.28 (s,
2H), 3.85 (s, 3H).

J 4-((3-fluorbenzil)oksi)-3-metoksibenzaldehids (29c). Savienojumu 29c
Q_/o@—\\o ieglist péc iepriek$ aprakstitas metodes A savienojuma 27 (0,53 g; 3,5
- mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 1-(brommetil)-3-fluorbenzolu (28c) (0,45 ml;
3,7 mmol; 1,1 ekviv.), iegiistot baltu cietvielu (Iznakums: 0,87 g; 96%). Savienojums zinams
literatara [35]. *H-KMR (400 MHz, DMSO-de) 8: 9.84 (s, 1H), 7.56 — 7.52 (m, 1H), 7.49 — 7.42

(m, 2H), 7.32 — 7.23 (m, 3H), 7.21 — 7.15 (m, 1H), 5.24 (s, 2H), 3.85 (s, 3H).

d 3-metoksi-4-((3-metilbenzil)oksi)benzaldehids (29d).  Savienojumu
—@—\ 29d ieguist pec ieprieks aprakstitas metodes A savienojuma 27 (0,46 g; 3,0
Q_/ mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 1-(hlormetil)-3-metilbenzolu (28d) (0,49 ml,;
3,7 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 1,00 g; kvantitativs). Savienojums zinams literatiira [36]. tH-
KMR (400 MHz, CDCls) 6: 9.84 (s, 1H), 7.44 — 7.42 (m, 1H), 7.40 — 7.37 (m, 1H), 7.30 - 7.12
(m, 1H signals parklajas ar skidinatdja piki), 6.99 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.21 (s, 2H), 3.95 (s,
3H), 2.36 (s, 3H).
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d 3-metoksi-4-((3-metoksibenzil)oksi)benzaldehids (29¢e). Savienojumu
: —@—\ 29e ieguist pec ieprieks aprakstitas metodes A savienojuma 27 (0,46 g;

g 3,0 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 1-(hlormetil)-3-metoksibenzolu (28e)
(0,46 ml; 3,2 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,98 g; kvantitativs). Savienojums zinams literattra
[37]. *H-KMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 9.84 (s, 1H), 7.53 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H), 7.42 (d, J
= 1.9 Hz, 1H), 7.34 — 7.29 (m, 1H), 7.25 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.03 — 6.99 (m, 2H), 6.93 — 6.89

(m, 1H), 5.19 (s, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.76 (s, 3H).
d 4-((3-izopropilbenzil)oksi)-3-metoksibenzaldehids (291).

o@j\ Savienojumu 29f iegiist p&c ieprieks aprakstitas metodes A savienojuma

o
; 27 (0,53 g; 3,5 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 1-(brommetil)-3-
izopropilbenzolu (28f) (0,78 g; 3,7 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,89

g; 90%). Savienojums bez papildus attirisanas tiek lictots nakamaja stadija.

/ 4-((4-brombenzil)oksi)-3-metoksibenzaldehids (29g). Savienojumu

o 299 iegust péc ieprieks aprakstitas metodes A savienojuma 27 (0,71

Br_Q_/ o g; 4,7 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 1-brom-4-(brommetil)benzolu (28g)

(1,23 g; 4,93 mmol; 1,05 ekviv.). (Iznakums: 1,51 g; kvantitativs). Savienojums zinams

literatiira [36]. *H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 9.84 (s, 1H), 7.65 — 7.57 (m, 2H), 7.54 (dd,
J=8.2,1.9Hz, 1H), 7.46 — 7.38 (m, 3H), 7.25 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 5.20 (s, 2H), 3.84 (s, 3H).

d 4-((2,3-dihlorbenzil)oksi)-3-metoksibenzaldehids (29h). Savienojumu
O
o g 3,5 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 1-(brommetil)-2,3-dihlorbenzolu (28h)
(0,88 g; 3,7 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 1,09 g; kvantitativs). *H-KMR (400 MHz, CDCls)
8: 9.86 (s, 1H), 7.50 — 7.43 (m, 3H), 7.42 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
6.96 (d, J =8.2 Hz, 1H), 5.33 (s, 2H), 3.98 (s, 3H).

: o—@—\\ 29h iegiist péc ieprieks aprakstitas metodes A savienojuma 27 (0,53 g;

d 3-metoksi-4-(naftalin-2-ilmetoksi)benzaldehids (29i). Savienojumu

—@—\ 29i iegiist pec ieprieks$ aprakstitas metodes A savienojuma 27 (0,20 g;

1,3 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 2-(brommetil)naftalinu (28i) (0,30 g;
1,4 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,38 g; kvantitativs). Savienojums zinams literatiira [38]. 1H-
KMR (400 MHz, CDCls3) 6: 9.84 (s, 1H), 7.90 — 7.81 (m, 4H), 7.55 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H),
7.52 — 7.47 (m, 2H), 7.46 — 7.44 (m, 1H), 7.38 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.04 (d, J = 8.2 Hz,

1H), 5.42 (s, 2H), 3.98 (s, 3H).
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J 3-metoksi-4-(naftalin-2-ilmetoksi)benzaldehids (29j). Savienojumu

—@—\ 29] iegiist pec ieprieks aprakstitas metodes A savienojuma 27 (0,23 g;
CS:'}_/ 1,5 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 2-(brommetil)hinolinu (28j) (0,35 g;
1,6 mmol; 1,1 ekviv.). Tehnisko produktu attirija uz silikagéla kolonnas, eluenta gradienta PE:
EtOAC (10:1/10:2/10:3/10:5) (Iznakums: 0,36 g; 82%). *H-KMR (400 MHz, CDCls) §: 9.83
(s, 1H), 8.20 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.85 — 7.81 (m, 1H), 7.76 (ddd, J =
8.5, 6.9, 1.5 Hz, 1H), 7.67 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.57 (ddd, J = 8.2, 6.9, 1.2 Hz, 1H), 7.46 (d, J =
1.9 Hz, 1H), 7.36 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.55 (s, 2H), 4.00 (s, 3H).

J 4-((3,5-dihlorbenzil)oksi)-3-metoksibenzaldehids (22k). Savienojumu

c o i:> . 22k iegiist pec ieprieks aprakstitas metodes A savienojuma 27 (0,30 g;
° 2,0 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 1-(brommetil)-3,5-dihlorbenzolu (28Kk)

(0,50 g; 2,1 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,62 g; kvantitativs). tH-KMR

(CDCls, 400 MHz) &: (ppm) 9.86 (s, 1H), 7.45 (d, J=1.9 Hz, 1H), 7.42 (dd, J=8.2, 1.9 Hz, 1H),

7.35-7.32 (m, 3H), 6.96 (d, J=8.2 Hz, 1H), 5.16 (s, 2H), 3.97 (s, 3H).

Cl

Vispariga metode B savienojumu 31a-l, 35a-b, 40a-d iegiisanai

2-((3-((4-((3-Brombenzil)oksi)-3-metoksibenzil)amino)propil)amino)etan-1-ols  (31a)

sintézes apraksts ir dots ka visparigais piemers.

J 2-((3-((4-((3-Brombenzil)  oksi)  -3-metoksibenzil)
o@j amino) propil) amino) etan-1-ols (31a). Savienojumu
QJ HN_\—\ 29a (2,11 g; 6,57 mmol; 1 ekviv.) izskidinaja abs. MeOH
HN_\—OH (10 ml), pievienoja Na2S0O4 (1,87 g; 13,1 mmol; 2 eq.), 2-
((3-aminopropil)amino)etan-1-olu (30) (0,85 ml; 7,23 mmol; 1,1 ekviv.) un maisija 20 min.
Pievienoja ledus CH3COOH (0,75 ml; 13,0 mmol; 2 ekviv.) un pa porcijam 5 minasu laika
NaBH(OACc)3 (2,09 g; 9,86 mmol; 1,5 ekviv.). Reakcijas maisijumu turpinaja maisit 24 stundas
istabas temperatira (LC/MS kontrole). Skidinataju ietvaicgja un vairakas reizes ellaino
atlikumu partvaicéja ar DCM. Tehnisko produktu attirija uz silikagé€la kolonnas, eluenta
gradienta DCM: MeOH: 25% NH4OH (30:3:0 / 30:4:2 / 30:6:3), ka rezultata ieguva viskozu
ellu (Iznakums: 2,25 g; 81%). 'H-KMR (400 MHz, DMSO-dg) &: 7.65 — 7.62 (m, 1H), 7.53 —
7.50 (m, 1H), 7.45 - 7.41 (m, 1H), 7.35 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 7.00 — 6.95 (m, 1H), 6.92 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 6.79 (dd, J=8.1, 1.9 Hz, 1H), 5.05 (s, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.66 (s, 2H), 3.58 (s, 3H),
3.45 (t, J =5.7 Hz, 2H), 2.64 — 2.52 (m, 6H signals parklajas ar Skidinataja piki), 1.57 (p, J =
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6.8 Hz, 2H). C-KMR (101 MHz, DMSO-dg) &: 149.1, 146.2, 140.3, 134.2, 130.6, 130.6,
130.2, 126.5, 121.6, 119.8, 113.7, 112.0, 69.1, 60.1, 55.5, 52.7, 51.5, 47.6, 47.0, 29.4. AIMS
(m/z): [M+H]" aprékinats C2oH2sBrN203: 423,1283. Noteikts: 423,1288.

/ 3-((4-(((3-((2-hidroksietil) amino) propil) amino)

o
metil) -2-metoksifenoksi) metil) benzonitrils (31b).

0
O
Q_/ HN_\_\ Savienojumu 31b ieglist p&c iepriek§ aprakstitas
N HN_\—OH metodes B savienojuma 29b (0,27 g; 1,0 mmol; 1
ekviv.) reakcija ar aminu 30 (0,12 ml; 1,0 mmol; 1 ekviv.), iegtistot viskozu ellu (Iznakums:
0,18 g: 49%). 'H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 7.89 — 7.86 (m, 1H), 7.81 — 7.76 (m, 2H), 7.60
(t, J = 7.7 Hz, 1H), 6.99 — 6.97 (m, 1H), 6.95 — 6.92 (m, 1H), 6.81 — 6.77 (M, 1H), 5.11 (s, 2H),
3.77 (s, 3H), 3.60 (s, 2H), 3.44 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.61 — 2.50 (m, 6H signals parklajas ar
Skidinataja piki), 1.56 (p, J = 6.9 Hz, 2H). *C-KMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 149.1, 146.0,
139.2, 134.5, 132.4, 131.6, 131.0, 129.7, 119.8, 118.7, 113.8, 112.1, 111.4, 69.0, 60.2, 55.5,
52.8,51.7, 47.7, 47.0, 29.6. AIMS (m/2): [M+H]" aprekinats Ca1HsN3Os: 370,2131. Noteikts:
370,2134.

J 2-((3-((4-((3-fluorbenzil) oksi)-3-metoksibenzil) amino)

o@j propil)amino)etan-1-ols (31c). Savienojumu 31c iegist
< — HN—\_\

péc ieprieks aprakstitas metodes B savienojuma 29c (0,26
] HN_\—OH g; 1,0 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar aminu 30 (0,12 ml; 1,0
mmol; 1 ekviv.), iegiistot viskozu ellu (Iznakums: 0,19 g; 53%). *H-KMR (400 MHz, DMSO-
de) 8: 7.46 — 7.38 (m, 1H), 7.29 — 7.22 (m, 2H), 7.18 — 7.10 (m, 1H), 7.00 — 6.95 (m, 1H), 6.94

~6.90 (M, 1H), 6.81 — 6.76 (m, 1H), 5.07 (s, 2H), 3.77 (s, 3H), 3.60 (s, 2H), 3.4 (t, J =5.7 Hz,

KMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 162.2 (d, Jcr=243.7 Hz), 149.1, 146.2, 140.4, 134.3, 130.5 (d,
Jcr=8.3 Hz), 1235 (d, Jor=2.6 Hz), 119.8, 114.5 (d, Jcr=20.8 Hz), 114.2 (d, Jcr=21.9 H2),
113.7, 112.1, 69.2, 60.2, 55.5, 52.8, 51.7, 47.68, 47.0, 30.0. 1°F- KMR (376 MHz, DMSO-ds)
8: -113.3. AIMS (m/z): [M+H]* aprekinats CooH2sN20aF: 363,2084. Noteikts: 363,2089.

d 2-((3-((3-metoksi-4-((3-metilbenzil) oksi) benzil) amino)

o@_\ propil) amino) etan-1-ols (31d). Savienojumu 31d iegust

Q_/ HN_\—\ péc ieprieks aprakstitas metodes B savienojuma 29d (0,33

HN_\—OH g; 1,3 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar aminu 30 (0,17 ml; 1,4

mmol; 1,1 ekviv.), iegiistot viskozu ellu (Iznakums: 0,18 g; 50%). *H-KMR (400 MHz, DMSO-
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ds) 6: 7.29 — 7.20 (m, 3H), 7.15—-7.11 (m, 1H), 6.98 — 6.90 (m, 2H), 6.81 — 6.76 (m, 1H), 4.99
(s, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.60 (s, 2H), 3.45 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.62 — 2.48 (m, 6H signals parklajas
ar Skidinatdja piki), 2.31 (s, 3H), 1.56 (p, J = 6.9 Hz, 2H). 13C-KMR (101 MHz, DMSO-ds) &:
149.0, 146.5, 137.5, 137.3, 134.0, 128.4, 128.3, 128.3, 124.8, 119.8, 113.4, 112.0, 70.1, 60.2,
55.5,52.8,51.7,47.7,47.0, 29.6, 21.0. AIMS (m/z): [M+H]" aprekinats C21H31N203: 359,2335.
Noteikts: 359,2334.

J 2-((3-((3-metoksi-4-((3-metoksibenzil) oksi) benzil)

04©j amino) propil) amino) etan-1-ols (31e). Savienojumu
< — HN—\_\

3le ieglst péc iepriek§ aprakstitas metodes B
- HN_\—OH savienojuma 29e (0,27 g; 1,0 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar
aminu 30 (0,12 ml; 1,0 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,22 g; 59%). 'H-KMR (400 MHz,
DMSO-dg) 6: 7.32 — 7.26 (m, 1H), 7.03 — 6.96 (m, 3H), 6.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.90 — 6.86

(m, 1H), 6.82 — 6.76 (m, 1H), 5.02 (s, 2H), 3.76 (d, J = 5.4 Hz, 6H), 3.60 (s, 2H), 3.45 (t, J =

13C-KMR (101 MHz, DMSO-dg) &: 159.3, 149.1, 146.4, 139.0, 133.9, 129.5, 119.8, 119.7,
113.5, 113.2, 113.1, 112.1, 69.9, 60.1, 55.5, 55.0, 52.8, 51.6, 47.7, 47.0, 29.5. AIMS (m/z):
[M+H]" aprekinats C21H31N204: 375,2284. Noteikts: 375,2279.

J 2-((3-((4-((3-izopropilbenzil)  oksi)-3-metoksibenzil)
o@_\ amino) propil) amino) etan-1-ols (31f). Savienojumu
p_/ HN_\—\ 31f iegilst péc iepriekS aprakstitas metodes B
HN_\—OH savienojuma 29f (0,33 g; 1,2 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar
aminu 30 (0,15 ml; 1,3 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,26 g; 56%). 'H-KMR (400 MHz,
DMSO-de) 6: 7.33 — 7.27 (m, 2H), 7.26 — 7.17 (m, 2H), 7.00 — 6.96 (m, 1H), 6.94 (d, J = 8.1
Hz, 1H), 6.84 — 6.77 (m, 1H), 5.00 (s, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.61 (s, 2H), 3.46 (t, J = 5.7 Hz, 2H
signals parklajas ar H20 piki), 2.88 (p, J = 6.9 Hz, 1H), 2.67 — 2.47 (m, 6H signals parklajas
ar skidinataja piki), 1.58 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.20 (d, J = 6.9 Hz, 6H). *C-KMR (101 MHz,
DMSO-ds) 6: 149.1, 148.5, 146.6, 137.3, 133.8, 128.4, 125.9, 125.8, 125.4, 119.9, 113.6, 112.1,
70.4, 60.0, 55.5, 52.7, 51.6, 47.6, 46.9, 33.4, 29.3, 23.9. AIMS (m/z): [M+H]" aprékinats
Ca3H3sN203: 387,2648. Noteikts: 387,2656.
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J 2- ((3-(( 4-(( 4-brombenzil)oksi) -3- metoksibenzil)

o@_\ amino) propil) amino) etan-1-ols (31g). Savienojumu
BH@_/ HN_\—\ 31g ieglst péc iepriekS aprakstitas metodes B
HN_\—OH savienojuma 29g (0,32 g; 1,0 mmol; 1 ekviv.) reakcija

ar aminu 30 (0,12 ml; 1,0 mmol; 1 ekviv.). (Iznakums: 0,25 g; 59%). *H-KMR (400 MHz,
DMSO-dg) &: 7.60 — 7.55 (m, 2H), 7.41 — 7.36 (m, 2H), 6.97 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.91 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 6.80 — 6.76 (m, 1H), 5.02 (s, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.59 (s, 2H), 3.44 (t, J = 5.7 Hz,

KMR (101 MHz, DMSO-ds) 6: 149.1, 146.2, 136.9, 134.3, 131.3, 129.8, 120.8, 119.7, 113.6,
112.0, 69.2, 60.2, 55.5, 52.8, 51.7, 47.7, 47.0, 29.7. AIMS (m/z): [M+H]" aprekinats
C20H28N203Br: 423,1283. Noteikts: 423,1287.

J 2-((3-(( 4-(( 2,3-dihlorbenzil) oksi)-3-metoksibenzil)
o@_\ amino) propil) amino) etan-1-ols (31h). Savienojumu
HN

31h iegilist péc ieprieks aprakstitas metodes B

Cl Cl HN ) A
\on savienojuma 29h (0,31 g; 1,0 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar
aminu 30 (0,13 ml; 1,1 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,28 g; 68%). *H-KMR (400 MHz,
DMSO-ds) 5: 7.62 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H), 7.56 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H), 7.40 (t, J = 7.8 Hz,
1H), 6.99 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.80 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 5.13 (s,

2H), 3.77 (s, 3H), 3.60 (s, 2H), 3.44 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.60 — 2.49 (M, 6H signals parkidjas

137.4,134.7,131.9,130.3,130.0, 128.3, 128.2, 119.9, 113.7, 112.1, 68.0, 60.2, 55.5, 52.8, 51.8,

47.8, 47.1, 29.7. AIMS (m/z): [M+H]" aprékinats CzoH27N203Clo: 413,1399. Noteikts:
413,1400.

o 2-((3-((3-metoksi-4-(naftalin-2-ilmetoksi)  benzil)

P /O@Tm_\_\ amino) propil) amino) etan-1-ols (31i). Savienojumu

O HN_\_OH 31i iegust pec iepriekS aprakstitas metodes B

savienojuma 29i (0,35 g; 1,2 mmol; 1 ekviv.) reakcija

ar aminu 30 (0,16 ml; 1,3 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,31 g; 65%). *H-KMR (400 MHz,

DMSO-de) 6: 7.96 — 7.89 (m, 4H), 7.59 — 7.50 (m, 3H), 7.01 — 6.96 (m, 2H), 6.82 — 6.77 (m,

1H), 5.21 (s, 2H), 3.78 (s, 3H), 3.61 (s, 2H), 3.46 (t, J = 5.7 Hz, 3H), 2.65 — 2.50 (m, 6H signals

149.2,146.5, 135.0, 134.0, 132.8, 132.6, 128.0, 127.8, 127.6, 126.3, 126.1, 125.9, 119.9, 113.8,
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112.1, 70.3, 60.1, 55.5, 52.8, 51.6, 47.7, 47.0, 29.4. AIMS (m/z): [M+H]" aprekinats
C24H31N203: 395,2335. Noteikts: 395,2343.

J 2-((3-(( 3-metoksi-4- (hinolin-2-ilmetoksi) benzil)
N\ o@j amino) propil) amino) etan-1-ols (31j). Savienojumu
=N HN_\—\ 31) ieglst péc ieprieks aprakstitas metodes B

"™ \_on  savienojuma 29j (0,36 g: 1,2 mmol: 1 ekviv.) reakcija
ar aminu 30 (0,16 ml; 1,3 mmol; 1,1 ekviv.) (Iznakums: 0,42 g; 86%). *H-KMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6: 8.40 (dd, J = 8.6, 0.8 Hz, 1H), 8.04 — 7.95 (m, 2H), 7.80 — 7.74 (m, 1H), 7.68 (d,
J=85Hz, 1H), 7.60 (ddd, J = 8.1, 6.9, 1.2 Hz, 1H), 7.02 — 6.94 (m, 2H), 6.77 (dd, J = 8.2, 2.0
Hz, 1H), 5.31 (s, 2H), 3.80 (s, 3H), 3.59 (s, 2H), 3.45 (t, J = 5.7 Hz, 4H), 2.64 — 2.50 (m, 6H),
1.56 (p, J = 6.9 Hz, 2H). 3C-KMR (101 MHz, DMSO-ds) §: 158.0, 149.1, 147.0, 146.3, 137.0,
134.3,129.9, 128.6, 128.0, 127.2, 126.6, 119.9, 119.6, 113.7,112.2,71.7, 60.0, 55.6, 52.7, 51.6,
47.6, 47.0, 29.3. AIMS (m/z): [M+H]" aprekinats C23H3oN303: 396,2287. Noteikts: 396,2298.

J 2-((3-((4-((3,5-dihlorbenzil) oksi) -3-metoksibenzil)
“ OQ_\ amino) propil) amino) etan-1-ols (31k). Savienojumu
Q_/ HN_\—\ 31k iegust péc iepriekS aprakstitas metodes B
HN_\—OH savienojuma 29k (0,31 g; 1,0 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar
aminu 30 (0,12 ml; 1,0 mmol; 1 ekviv.), iegiistot baltu cietu vielu (Iznakums: 0,26 g; 63%). *H-
KMR (400 MHz, DMSO-ds) o: 7.54 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 7.47 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 6.98 (d, J =
1.9 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.79 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 5.07 (s, 2H), 3.78 (s, 3H),
3.59 (s, 2H), 3.43 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.59 — 2.49 (m, 6H signals parklajas ar skidinatdja piki),
1.55 (p, J = 6.9 Hz, 2H). 3C-KMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 149.1, 145.8, 141.9, 134.7, 134.1,
127.3, 126.0, 119.8, 113.9, 112.0, 68.6, 60.3, 55.5, 54.9, 52.8, 51.8, 47.8, 47.1, 29.8. AIMS
(m/z): [M+H]" aprékinats C2oH27N203Cl2: 413,1399. Noteikts: 413,1401.

J 2-((3-((4-(benziloksi)-3-metoksibenzil) amino) propil)
04©_\ amino) etan-1-ols (31l). Savienojumu 31l iegiist péc
Q_/ HN_\—\ ieprickS aprakstitas metodes B 3-(benziloksi)-4-
"™ \_on metoksibenzaldehida (291) (0,30 g; 1,2 mmol; 1 ekviv.)
reakcija ar aminu 30 (0,15 ml; 1,2 mmol; 1 ekviv.), iegtstot dzeltenu viskozu ellu (Iznakums:
0,34; 79%). 'H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 7.46 — 7.41 (m, 2H), 7.41 — 7.35 (m, 2H), 7.35
—7.29 (m, 1H), 6.96 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.93 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.78 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz,
1H), 5.04 (s, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.60 (s, 2H), 3.44 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 2.59 — 2.52 (m, 6H signals
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parklajas ar skidinataja piki), 1.56 (p, J = 6.9 Hz, 2H). *C-KMR (101 MHz, DMSO-ds) &:
149.0,146.4,137.4,134.1,128.4,127.8,127.7,119.8, 113.5, 112.0, 70.0, 60.3, 55.5, 52.8, 51.8,
47.7,47.0, 29.8. AIMS (m/z): [M+H]" aprekinats C20H29N203: 345,2178. Noteikts: 345,2184.

07\©\ 4-((3-Hlorbenzil)oksi)benzaldehids (34a). Savienojumu 34a ieguva
(@) c . . . .

ﬁ/ p&c ieprieks aprakstitas metodes A 4-hidroksibenzaldehida (32) (0,16 g;
1,3 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 1-(bromometil)-3-hlorbenzolu (33a) (0,12 ml; 1,5 mmol; 1,1
ekviv.), izmantojot K,COs (0,24 g; 1,7 mmol; 1,3 ekviv.). Reakcijas maisijumu karséja 60°C
inerta atmosfera 24 stundas. (Iznakums: 0,30 g; 94%). Savienojums zinams literatiira [39]. H-
KMR (400 MHz, CDClz) 6 9.90 (s, 1H), 7.88 — 7.82 (m, 2H), 7.45 — 7.42 (m, 1H), 7.36 — 7.28
(m, 3H), 7.09 — 7.05 (m, 2H), 5.13 (s, 2H).

0A©\ . 4-((3,5-Dihlorbenzil)oksi)benzaldehids (34b). Savienojumu 34b
° ieguva péc ieprieks aprakstitas metodes A 4-hidroksibenzaldehida (32)

cl (0,19 g; 1,6 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 4-(brommetil)-1,2-dihlorbenzolu

(33b) (0,42 g; 1,8 mmol; 1,1 ekviv.), pievienojot K2COs (0,29 g; 2,1 mmol; 1,3 ekviv.).
Reakcijas maistjumu karsgja 60°C inerta atmosféra 24 stundas, ieglstot baltu cietu vielu.

(Iznakums: 0,40 g; 92%). Savienojums zinams literatiira [40]. *H-KMR (400 MHz, CDCls) &:
9.91 (s, 1H), 7.89 — 7.84 (m, 2H), 7.36 — 7.31 (m, 3H), 7.09 — 7.04 (m, 2H), 5.10 (s, 2H).

c o C 2-((3-((4-((3-Hlorbenzil) oksi) benzil) amino) propil)
<E >—’ HN—\_\

amino) etan-1-ols (35a). Savienojumu 35a ieguva péc

HN_\—OH ieprieks aprakstitas metodes B savienojuma 34a (0,27 g; 1,1

mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 2-((3-aminopropil)amino)etan-1-olu (30) (0,21 ml; 1,8 mmol; 1,7

ekviv.) un NaBH(OAC)s (0,52 g; 2,5 mmol; 2,3 ekviv.). (Iznakums: 0,26 g; 75%). *H-KMR

(400 MHz, DMSO-de) 3: 7.49 (s, 1H), 7.44 — 7.35 (m, 3H), 7.23 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 6.96 —

6.90 (m, 2H), 5.09 (s, 2H), 3.60 (s, 2H), 3.45 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.61 — 2.47 (m, 6H signals

parkldjas ar skidinatdja piki), 1.56 (p, J = 6.8 Hz, 2H). 3C-KMR (101 MHz, DMSO-ds) &:

156.8,139.9, 133.3,133.1, 130.4,129.1, 127.7,127.2,126.1, 114.4,68.2,60.1, 52.4, 51.6, 47.6,
47.0, 29.4. AIMS (m/z): [M+H]" aprekinats C1gH26N202Cl: 349,1683. Noteikts: 349,1684.

c o C 2-((3-((4-((3,4-Dihlorbenzil) oksi)benzil) amino) propil)
HN - - - . -
@J _\ﬁ amino) etan-1-ols (35b). Savienojumu 35b ieguva péc

Cl

o ieprieks aprakstitas metodes B savienojuma 34b (0,40g; 1,4
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mmol; 1 ekviv.) reakcija ar aminu 30 (0,21 ml; 1,8 mmol; 1,3 ekviv.) un NaBH(OACc)s (0,83 g;
3,9 mmol; 2,8 ekviv.), iegiistot gaisi dzeltenu ellu. (Iznakums: 0,25 g; 47%). *H-KMR (400
MHz, DMSO-de) 8: 7.53 (t, J = 2.0 Hz, 1H), 7.48 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 7.26 — 7.20 (m, 2H), 6.96
—6.91 (m, 2H), 5.10 (s, 2H), 3.59 (s, 2H), 3.44 (t, J = 5.7 Hz, 3H), 2.61 — 2.50 (m, 6H), 1.55
(p, J = 6.9 Hz, 2H). ®C-KMR (101 MHz, DMSO-d¢) &: 156.6, 141.7, 134.1, 133.5, 129.1,
127.3, 126.0, 114.4, 67.5, 60.1, 52.4, 51.6, 47.6, 47.0, 29.5. AIMS (m/z): [M+H]" aprékinats
C19H25N202Cl>: 383,1293. Noteikts: 383,12909.

4-((3-Hlorbenzil)oksi)-3-hidroksibenzaldehids 37). 3,4-
Ov@[; “ Dihidroksibenzaldehida (36) (1,2 g; 8,3 mmol; 1 ekviv.), KI (0,030 g;

0,20 mmol; 0,02 ekviv.), K.COs (1,0 g; 7,5 mmol; 0,9 ekviv.) un 1-
(bromometil)-3-hlorbenzola (33a) (1,2 ml; 9,2 mmol; 1,1 ekviv.) skidumu DMF (10 ml) kars€ja
60°C inerta atmosféra 24 stundas. Reakcijas maisijumu at$kaidija ar H2O (50 ml) un ekstrahgja
ar EtOAc (100 ml). Udens slani ekstrahgja ar EtOAc (50 ml), tumsi briinas nogulsnes nofiltréja
pie pazeminata spiediena. Organiskos slanus apvienoja un mazgaja ar H.O (5x20 ml) un pies.
NaCl §kidumu (25 ml), zavéja ar b/i Na2SOs. Skidinataju ietvaicgja un tehnisko produktu
attirija uz SiO2 kolonnas, eluents PE:EtOAc (10:1 / 3:1 / 2:1), iegtistot tehnisku produktu ka
brinu kristalisku vielu maistjumu. Veica atkartotu SiO2 kolonnu ka eluentu izmantojot DCM,
iegiistot gaisi dzeltenu kristalisku vielu (Iznakums: 0,85 g; 40%). *H NMR (400 MHz, CDCls)
89.73 (s, 1H), 7.38 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.34 — 7.29 (m, 2H), 7.27 — 7.24 (m, 2H), 7.24 — 7.20
(m, 1H), 6.91 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 5.09 (s, 2H). *C-KMR (101 MHz, CDCl3) &: 191.1, 150.8,
146.4, 137.4, 134.9, 131.1, 130.3, 129.0, 127.9, 125.9, 124.4, 114.8, 111.7, 70.5.

3-(Benziloksi)-4-((3-hlorbenzil)oksi) benzaldehids (39a).
\/@[O “ Savienojumu 39a ieguva péc iepriek§ aprakstitas metodes A
O« O/Bn g p p p
savienojuma 37 (0,39 g; 1,5 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar benzilbromidu
(38a) (0,20 ml; 1,7 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,34g; 70%). *H-KMR (400 MHz, CDCls)
8:9.83 (s, 1H), 7.52 — 7.46 (m, 4H), 7.45 — 7.37 (m, 3H), 7.36 — 7.29 (m, 4H), 7.00 (d, J = 8.2
Hz, 1H), 5.23 - 5.19 (m, 4H).

ﬁ 4-((3-hlorbenzil)oksi)-3-etoksibenzaldehids (39b). Savienojumu 39b

VCEO i &c iepriek$ kstitas metodes A savienojuma 37 (0,39 g; 1,5
O o~ 1eguva pec 1eprieks aprakstitas ] 390 1,

mmol; 1 ekviv.) reakcija ar jodetanu (38b) (0,24 ml; 3,0 mmol; 2 ekviv.),

karsgjot 24 stundas 65°C. Tehnisko produktu attirija uz SiO2 kolonnas, eluents PE:EtOAc (10:1
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/ 10:2). (Iznakums: 0,40 g; 93%). *H-KMR (400 MHz, CDCls) &: 9.84 (s, 1H), 7.47 — 7.45 (m,
1H), 7.43 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 8.1, 1.9 Hz, 1H), 7.33 — 7.29 (m, 3H), 6.97 (d, J =
8.2 Hz, 1H), 5.21 (d, J = 0.7 Hz, 2H), 4.19 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 1.50 (t, J = 7.0 Hz, 3H).

4-((3-hlorbenzil)  oksi)-3-(difluormetoksi)  benzaldehids (39c).

Of:ij\ ¢l Savienojumu 39c ieguva péc ieprieks aprakstitas metodes A savienojuma

OVCEO I 37 (026 g; 10 mmol; 1 ekviv.) reakeij ar ntrija 2-hlor-2,2-

difluoracetatu (38c) (0,23 g; 1,5 mmol; 1,5 ekviv.), izmantojot K2COs

(0,42 g; 3,0 mmol; 3 ekviv.). Reakcijas maisijumu karsg€ja 5 stundas 90°C. Tehnisko produktu

attirfja uz SiO2 kolonnas, eluents PE:EtOAc (10:1 / 10:3). (Iznakums: 0,15 g; 48%). H-KMR

(400 MHz, DMSO-de) 8: 9.88 (s, 1H), 7.86 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 7.71 — 7.69 (m, 1H), 7.57
—7.54 (m, 1H), 7.47 — 7.43 (m, 4H), 7.23 (t, Jur=73.4 Hz, 1H) 5.32 (s, 2H).

4-((3-hlorbenzil)oksi)-3-(ciklopropilmetoksi) benzaldehids (39d).
OV@EZ% “ Savienojumu 39d ieguva péc iepriek§ aprakstitas metodes A 3-

(ciklopropilmetoksi)-4-hidroksibenzaldehida (38d) (0,33 g; 1,7 mmol; 1
ekviv.) reakcija ar 1-(brommetil)-3-hlorbenzolu (33a) (0,25 ml; 1,9 mmol; 1,1 ekviv.), karsgjot
24 stundas 60°C. Tehnisko produktu attirfja uz SiO2 kolonnas, eluents PE:EtOAc (10:1/10:2).
(Iznakums: 0,50 g; 92%). *H-KMR (400 MHz, CDCls) &: 9.83 (s, 1H), 7.49 — 7.47 (m, 1H),
7.42 (d, J=1.9 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 8.1, 1.9 Hz, 1H), 7.33 — 7.29 (m, 3H), 6.97 (d, J = 8.1
Hz, 1H), 5.22 (s, 2H), 3.95 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 1.40 — 1.32 (m, 1H), 0.71 — 0.64 (m, 2H), 0.42
—0.37 (m, 2H).

Bn—Q 2-((3-((3-(Benziloksi)-4-((3 hlorbenzil) oksi) benzil)

@—/o@_r}N—\_\ amino) propil) amino) etan-1-ols (40a). Savienojumu 40a

cl HN— ieguva péc ieprieks aprakstitas metodes B savienojuma 39a
OH

(0,34 g; 0,96 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 2-((3-
aminopropil)amino)etan-1-olu (30) (0,12 ml; 1,1 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,26 g; 60%).
'H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 7.54 — 7.50 (m, 1H), 7.49 — 7.45 (m, 2H), 7.42 — 7.29 (m,
6H), 7.09 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.82 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 5.11 (s,
4H), 3.59 (s, 2H), 3.45 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.61 — 2.45 (m, 6H signals parklajas ar skidinataja
piki), 1.55 (p, J = 6.9 Hz, 2H). **C-KMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 148.2, 146.6, 140.2, 137.4,
134.4, 133.1, 130.2, 128.4, 127.7, 127.6, 127.5, 127.0, 125.8, 120.4, 114.4, 114.2, 70.0, 69.3,
60.2, 52.7, 51.7, 47.7, 46.9, 29.6. AIMS (m/z): [M+H]" aprékinats C2sH32N203Cl: 455,2101.

Noteikts: 455,2110.
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Lo 2-((3-((4-((3-hlorbenzil)oksi)-3-etoksibenzil) amino)

OO propil) amino) etan-1-ols (40b). Savienojumu 40b ieguva
@—/ HN

. péc ieprieks aprakstitas metodes B savienojuma 39b (0,36
; HN_\—OH g; 1,2 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar aminu 30 (0,16 ml; 1,4
mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,40 g; 82%). 'H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) : 7.53 — 7.50
(m, 1H), 7.43 — 7.34 (m, 3H), 6.97 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.78 (dd, J =
8.2, 1.9 Hz, 1H), 5.08 (s, 2H), 4.02 (g, J = 7.0 Hz, 2H), 3.59 (s, 2H), 3.44 (t, J = 5.7 Hz, 2H),
2.62 — 2.47 (m, 6H signals parklajas ar skidinataja piki), 1.56 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.33 (t, J =
7.0 Hz, 3H). BC-KMR (101 MHz, DMSO-dg) &: 148.4, 146.4, 140.2, 134.5, 133.1, 130.3,
127.6, 127.1, 125.9, 119.9, 114.5, 113.5, 69.4, 63.8, 60.1, 52.7, 51.7, 47.7, 47.0, 29.6, 14.8.

AIMS (m/z): [M+H]" aprekinats C21H30N203Cl: 393,1945. Noteikts: 393,1941.

F>_o HEOON 2-((3-((4-((3-hlorbenzil)oksi)-3-(difluormetoksi) benzil)
OO amino) propil) amino) etan-1-ols (40c). Savienojumu 40c
HN
: _\—\ ieguva pec ieprieks aprakstitas metodes B savienojuma 39c
Cl HN
\on

(0,23 g; 0,74 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar aminu 30 (0,09 ml;
0,81 mmol; 1,1 ekviv.). Tehnisko produktu attira ar apgrieztas fazes hromatografiju, lineara
gradienta 0% lidz 100% MeCN ar 0,1% HCOOH tdens $kidumu. (Iznakums: 0,21 g; 69%).
'H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8.37 (s, 2H), 7.54 — 7.52 (m, 1H), 7.45 — 7.37 (m, 3H), 7.30
—7.28 (m, 1H), 7.25 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 7.19 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 7.10 (, Jur = 73.6, 1H),
5.19 (s, 2H), 3.78 (s, 2H), 3.62 (t, J = 4.4 Hz, 2H), 2.95 — 2.89 (m, 4H), 2.70 (t, J = 6.8 Hz, 2H),
1.83 (p, J = 7.0 Hz, 2H). ®C-KMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 165.9, 148.8, 139.6 (t, Jcr=3.4
Hz), 139.3, 133.2, 130.7, 130.4, 127.9, 127.2, 127.0, 126.0, 122.1, 117.0 (t, Jcr=258.2 Hz),
114.4,69.1, 56.8, 50.6, 49.2, 45.4, 45.1, 24.4. **F-KMR (376 MHz, DMSO-ds) 5: -80.6, -80.8.
AIMS (m/z): [M+H]" aprekinats C20H26N203F2Cl: 415,1600. Noteikts: 415,1605.

<k 2-(( 3-(( 4-(( 3-hlorbenzil)oksi) -3- (ciklopropilmetoksi)

° benzil) amino) propil) amino) etan-1-ols (40d).

QJ g HN—\ﬁ Savienojumu 40d ieguva péc ieprieks aprakstitas metodes B
c "N\, savienojuma 39d (0,50 g; 1,6 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar

aminu 30 (0,20 ml; 1,7 mmol; 1,1 ekviv.). (Iznakums: 0,51 g; 78%). 'H-KMR (400 MHz,
DMSO-dg) &: 7.55 —7.52 (m, 1H), 7.42 — 7.34 (m, 3H), 6.97 — 6.90 (m, 2H), 6.78 (dd, J = 8.2,
1.9 Hz, 1H), 5.09 (s, 2H), 3.82 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 3.58 (s, 2H), 3.44 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.62

—2.50 (M, 6H), 1.55 (p, J = 6.9 Hz, 2H), 1.29 — 1.17 (m, 1H), 0.58 — 0.54 (m, 2H), 0.36 — 0.29
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(m, 2H). *C-KMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 148.6, 146.5, 140.2, 134.5, 133.1, 130.2, 127.6,
127.1,125.9,120.1, 114.6, 113.9, 72.9, 69.5, 60.1, 52.7, 51.6, 47.7, 47.0, 29.5, 10.3, 3.1. AIMS
(m/z): [M+H]" aprekinats C2sH32N203Cl: 419,2101. Noteikts: 419,2105.

mO\ Metil-2-(4-((3-hlorbenzil)oksi)fenil)acetats (42). Savienojumu 42
©/\ © ieguva péc iepriek$ aprakstitas metodes A, savienojuma 41 (5,00 g;
cl 30,0 mmol; 1 ekviv.), KoCO3z (4,70 g; 34,0 mmol; 1,3 ekviv.) skidumu
DMF iepriek§ atdzesgéjot 0°Cledus vanna. Maisijumam pievienoja 1-(brommetil)-3-
hlorbenzolu (33a) (4,5 ml; 34 mmol; 1,3 ekviv.) un kars¢ja 3 stundas 60°C. Tehnisko produktu
attira uz SiO2 kolonnas, eluents PE:EtOAc (10:1/ 10:1,25). (Iznakums 7,15 g; 82%). *H-KMR
(400 MHz, CDCIs) 6: 7.40 — 7.38 (m, 1H), 7.27 — 7.25 (m, 2H signals parklajas ar skidinatdja
piki), 7.19 — 7.14 (m, 2H), 6.90 — 6.85 (m, 2H), 4.98 (s, 2H), 3.65 (s, 3H), 3.53 (s, 2H).

/©/\/OH 2-(4-((3-Hlorbenzil)oksi)fenil)etan-1-ols (43). Savienojuma 42 (1,00
@AO g; 3,44 mmol; 1 ekviv.) skidumu THF (10 ml) atdzesgja 0°C ledus vanna

Cl un pa porcijam 5 minasu laika pievienoja LiAlH4 (0,269; 6,9 mmol; 2
ekviv.) un maisija istabas temperatiira 24 stundas. Reakcijas maisijumu atdzesgja 0°C ledus
vanna un pievienoja H20, neitralizgjot reakciju, Un turpindja maisit istabas temperatira 30
minttes. Ekstrahgja ar EtOAc (2x30 ml), mazgaja ar H2O (20 ml) un pies. NaCl skidumu (20
ml), zav€ja ar b/ NaxSOs, iegiistot baltu cietu vielu. (Iznakums 0,88 g; 94%). Savienojums
zinams literattira [41]. *H-KMR (400 MHz, CDCls3) §: 7.45—7.42 (m, 1H), 7.32 - 7.28 (m, 3H),
7.17 —7.13 (m, 2H), 6.93 — 6.89 (m, 2H), 5.02 (s, 2H), 3.83 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 2.82 (t, J = 6.5
Hz, 2H).

/@/\/C' 1-Hlor-3-((4-(2-hloretil)fenoksi)metil)benzols (44). Savienojuma 43
Q/\O (1,73 g; 6,58 mmol; 1 ekviv.) skidumu DCM (25 ml) atdzes€ja 0°C ledus
cl vanna, pievienoja pa pilienam 2 minasu laika SOCl; (1,2 ml; 15,8 mmol;
2,4 ekviv.) un DMF (0,15 ml; 1,9 mmol; 0,3 ekviv.). Reakcijas maisijumu 4 stundas karsgja
H20 (5x25 ml) un pies. NaCl skidumu (20 ml), zav&ja ar b/t Na2SO4. Tehnisko produktu attirTja
uz SiO2 kolonnas, eluents PE: EtOAc (20:1/ 20: 1,5), iegtistot savienojumu 32 ka bezkrasainu
skidru vielu. (Iznakums: 1,53 g, 83%). 'H-KMR (400 MHz, CDCls) §: 7.34 — 7.30 (m, 1H),
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7.22—7.17 (m, 3H), 7.06 — 6.99 (M, 2H), 6.84 — 6.77 (m, 2H), 4.90 (s, 2H), 3.56 (t, J = 7.4 Hz,
2H), 2.90 (t, J = 7.4 Hz, 2H).

)< Terc-butil-4-(4-((3-hlorbenzil) oksi) fenetil) piperazina-1-
(0]
(\N/&o karboksilats (46). Savienojuma 44 (0,30 g; 1,1 mmol; 1 ekviv.),

/@NNJ K2COs (0,29 g; 2,1 mmol; 2 ekviv.) un Nal (0,16 g; 1,1 mmol; 1
qo ekviv.) skidumam DMF (5 ml) pievienoja terc-butilpiperazina-
cl 1-karboksilatu (45) (0,27 g; 1,3 mmol; 1,2 ekviv.). Reakcijas

maisijumu karsgja 5 stundas 80°C un atdzes€ja lidz istabas temperatiirai. AtSkaidija ar 20 ml
H>0, ekstrahgja ar EtOAc (3x35 ml) un mazgaja ar H2O (5x20 ml) un pies. NaCl skidumu (20
ml), zavgja ar b/t NaSOa. Tehnisko produktu attirija uz SiO2 kolonnas, eluents DCM:MeOH
(100:1,5/100:2), iegiistot dzeltenu ellu. (Iznakums: 0,40 g; 64%). *H-KMR (400 MHz, CDCls)
8:7.45-7.39 (m, 1H), 7.31 — 7.23 (m, 3H), 7.15 - 7.07 (m, 2H), 6.92 — 6.84 (m, 2H), 5.00 (s,
2H), 3.49 — 3.42 (m, 4H), 2.78 — 2.70 (m, 2H), 2.59 — 2.52 (m, 2H), 2.48 — 2.40 (m, 4H), 1.46
(s, 9H).

Vispariga metode C savienojumu 47, 57a-b iegiSanai

1-(4-((3-Hlorbenzil)oksi)fenetil)piperazina (47) sintézes apraksts ir dots ka visparigs

piemers.
(NH - 1-(4-((3-Hlorbenzil)oksi)fenetil)piperazins (47). Savienojuma 46
N
o (0,40 g; 0,93 mmol; 1 ekviv.) kidumu DCM (4 ml) atdzesgja 0°C
(@)
©/\ XCFCOOM edus vanna, pievienoja TFA (2 ml) un maisija istabas temperatiira

Cl .. P . _ g
5 stundas. Reakcijas maisijumu koncentréja vakuuma un attirija ar

apgrieztas fazes hromatografiju lineara gradienta 0% lidz 60% MeCN ar 0,1% TFA tdens
$kidumu, iegiistot produktu 47 ka trifluoroacetatu. (Iznakums: 0,30 g; 72%). *H-KMR (400
MHz, DMSO-ds) 6: 7.51 — 7.49 (m, 1H), 7.45 - 7.37 (m, 3H), 7.21 - 7.16 (m, 2H), 6.99 — 6.95
(m, 2H), 5.11 (s, 2H), 3.40-2.7 (m, 12H, signals parklajas ar iidens piki).

pN/\/OH 2-(4-(4-((3-Hlorbenzil) oksi) fenetil) piperazin-1-il) etan-1-
N

J@N ols (49). Savienojumam 47 (0,23 g; 0,52 mmol; 1 ekviv.),
@O K2CO3 (0,20 g: 1,5 mmol; 2,8 ekviv.), Nal (0,05 g; 0,3 mmol:
cl 0,6 ekviv.) Skidumam MeCN (7 ml) pievienoja 2-brometan-1-

olu (48) (0,04 ml; 0,6 mmol; 1,2 ekviv.) un karsgja 48 stundas 80°C. Tehnisko produktu attirija
uz SiO2 kolonnas, eluents DCM:MeOH (40:1 / 40:2 / 40:4 / 40:6 / 40:8) un atkartoti ar
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apgrieztas fazes hromatografiju, lineara gradienta 0% Ilidz 80% MeCN ar 0,1% TEA tdens
$kidumu. (Iznakums: 0,13 g; 66%). *H-KMR (400 MHz, CDCls) §: 7.46 — 7.40 (m, 1H), 7.33
—7.26 (m, 3H), 7.15-7.07 (m, 2H), 6.91 — 6.85 (m, 2H), 5.00 (s, 2H), 3.62 (t, J = 5.0 Hz, 2H),
2.79-2.69 (m, 3H), 2.65 — 2.50 (m, 11H). $3C-KMR (101 MHz, CDCls) §: 157.0, 139.4, 134.6,
133.0, 129.9, 129.8, 128.1, 127.5, 125.4, 114.9, 69.3, 60.8, 59.4, 57.9, 53.3, 53.0, 32.8. AIMS
(m/z): [M+H]" aprekinats C21H2sN202Cl: 375,1839. Noteikts: 375,1850.

o 0 Etil-3-(cis-3-((terc-butoksikarbonil) amino) ciklobutil)-3-
BMNW o oksopropanoats  (52). Cis-3-((terc-butoksikarbonil) ~ amino)
meldrumskabi (50) (0,48 g; 3,3 mmol; 1,1 ekviv.), DMAP (0,55 g; 4,5 mmol; 1,5 ekviv.) un
atdzes€ja 0°C ledus vanna. Pievienoja EDC-HCI (0,81 g; 4,2 mmol; 1,4 ekviv.) un maisija inerta
atmosfera 24 stundas istabas temperatiira. Reakcijas maisijumu atSkaidija 80 ml DCM, mazgaja
ar 5% KHSO4 (4x30 ml), H20 (2x20 ml) lidz pH ~7 un pies. NaCl skidumu (20 ml), zav&ja ar
b/@ Na2SOa. Ekstrakciju kontrolgja ar PSH (DCM:EtOH 10:0,5). Skidinataju ietvaicgja, iegiito
Tehnisko produktu attirija uz SiO2 kolonnas, eluents DCM: EtOH (100:1,25 / 100:1,5) un ar
apgrieztas fazes hromatografiju (MeCN:H20), iegtistot dzeltenu viskozu vielu (Iznakums: 0,35
g; 41%). 'H-KMR (400 MHz, CDCls) §: 4.79 (s, 1H), 4.21 — 4.02 (m, 3H), 3.38 (s, 2H), 3.01
(p, J =8.8 Hz, 1H), 2.57 — 2.46 (m, 2H), 2.09 — 1.97 (m, 2H), 1.40 (s, 9H), 1.28 — 1.21 (m, 3H).

fz Terc — butil - (cis -3- (2 — amino — 6 — 0kso -3,6- dihidropirimidin -4-

/Djl\/lo il) ciklobutil) karbamats (53). Iegiito savienojumu 52 (0,35 g; 1,2 mmol;

......

BocHN
abs. EtOH (1,2 ml) un varja 80 °C inerta atmosféra 24 stundas. Reakcijas maisijumu atdzesgja,
no kura izkrita gaisi dzeltenas nogulsnes, kuras nofiltréja pazeminata spiediena. leguva baltu
cietu vielu (Iznakums 0,19 g; 56%). *H-KMR (400 MHz, DMSO) &: 7.07 (d, J = 8.0 Hz, 1H),
6.55 (s, 2H), 5.37 (s, 1H), 3.91 - 3.78 (m, 1H), 2.76 — 2.64 (m, 1H), 2.40 — 2.30 (m, 2H), 1.98
—1.86 (m, 2H), 1.36 (s, 9H). *C-KMR (101 MHz, DMSO-ds) &: 170.8, 164.0, 156.0, 154.5,
97.8, 77.6,41.2, 35.3, 33.4, 28.3.
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fz 2-Amino-6-(cis-3-((terc-butoksikarbonil) amino) ciklobutil)-

/D)N\/'Nko?‘\s 1,4-dihidropirimidin-4-il-4-metilbenzolsulfonats (54). leguta
ko

tehniska savienojuma 53 (0,96 g; 3,4 mmol; 1 ekviv.), TsCl (1,31

g; 6,9 mmol; 2 ekviv.) skidumam DCM (30 ml) pievienoja EtsN (1,4 ml; 10,3 mmol; 3 ekviv.),

BocHN

DMAP (0,08 g; 0,7 mmol; 0,2 ekviv.) un maisija istabas temperatiira 48 stundas. Reakcijas
maisTjumu ietvaicgja un atlikumu suspendéja EtOAc (50 ml), mazgaja ar H2O (2x20 ml) un
pies. NaCl skidumu (20 ml), zav€ja ar b/t Na2SOs. Tehnisko produktu attirija uz SiO2 kolonnas,
eluents DCM: EtOH (100:1,5) (Iznakums 0,58 g; 39 %). *H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) &:
7.99 - 7.91 (m, 2H), 7.51 — 7.43 (m, 2H), 7.11 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.00 — 6.90 (m, 2H), 6.14
(s, 1H), 3.96 — 3.82 (m, 1H), 3.00 — 2.88 (m, 1H), 2.47 — 2.38 (m, 2H), 2.42 (s, 3H) 2.04 — 1.92
(m, 2H), 1.36 (s, 9H).

Vispariga metode D savienojumu 56a,b iegiaSanai

Savienojuma 56a sintézes apraksts ir dots ka paraugs.

NH, Terc-butil- (cis-3- (2-amino-6- (spiro[indéna-1,4'-piperidin]-
A O 1'-il) pirimidin-4-il) ciklobutil) karbamats (56a). Savienojumu
BocHN 54 (0,41 g; 0,95 mmol; 1 ekviv.) izskidina MeCN (10 ml),
pievieno spiro[indéna-1,4"-piperidina] hidrohloridu 55a (0,32 g; 1,4 mmol; 1,5 ekviv.), EtsN
(0,48 ml; 3,4 mmol; 3,6 ekviv.) un karsgja 80 °C inerta atmosféra 24 stundas. No reakcijas
EtOAc (30 ml) un mazgaja ar H.O (2x20 ml), pies. NaCl skidumu (15 ml) un zavgja ar b/t
Na2SOy4, iegiistot baltu cietu vielu (Iznakums 0,30 g; 70%). *H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) &:
7.42 (d, J=7.4 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 7.2 Hz, 1H), 7.26 — 7.20 (m, 1H), 7.19 — 7.07 (m, 3H),
6.86 (d, J = 5.7 Hz, 1H), 6.11 — 5.94 (m, 3H), 4.44 (d, J = 13.3 Hz, 2H), 3.95 — 3.81 (m, 1H),
3.30 - 3.22 (m, 2H), 2.84 (tt, J = 10.0, 7.7 Hz, 1H), 2.48 — 2.36 (m, 2H), 2.12 — 1.92 (m, 4H),
1.38 (s, 9H), 1.27 (d, J = 13.2 Hz, 2H).

NH; Terc -butil- ((1s,3s)-3-(2-amino-6- (4-benzilpiperidin-1-il)
pirimidin-4-il) ciklobutil) karbamats (56b). Savienojumu 56b
ieguva péc ieprieks aprakstitas metodes D savienojuma 54 (0,22
g; 0,51 mmol; 1 ekviv.) reakcija ar 4-benzilpiperidinu 55b (0,13 ml; 0,76 mmol; 1,5 ekviv.).
Tehnisko reakcijas produktu attirija uz SiO2 kolonnas, eluents DCM:MeOH:Et3N (100:1:1).
Atkartoti tiek veikta attirisana uz SiO. kolonnas ar eluentu CHCIl3:MeOH (100:0/100:1).
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(Iznakums: 0,89 g; 40%). *H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 8.31 (s, 1H), 7.31 - 7.25 (m, 2H),
7.21 - 7.15 (m, 3H), 7.11 — 7.04 (m, 1H), 5.91 (s, 2H), 4.30 (d, J = 13.2 Hz, 2H), 3.87 (p, J =
8.4 Hz, 1H), 3.37 — 3.26 (m, 3H signals parklajas ar H>0), 2.83 — 2.65 (m, 3H), 2.42 — 2.34
(m, 2H), 2.05 - 1.95 (m, 2H), 1.63 — 1.55 (m, 2H), 1.37 (s, 9H), 1.12 — 1.02 (m, 2H).

)N\HZ ccoon ¥ (cis-3-aminociklobutil) -6- (spiro[indéna-1,4'-piperidin]-1'-il)
/D)N\/'Nk pirimidin-2-amina trifluoretikskabes sals (57a). Savienojumu

H,N 57a ieguva péc ieprieks aprakstitas metodes C, savienojumam 56a
(0,30 g; 0,67 mmol; 1 ekviv.) pievienojot TFA (2,0 ml; 27 mmol; 40 ekviv.) un maisot istabas
temperatiira inerta atmosféra 3 stundas. Reakcijas maisijumu ietvaic€ja un veic apgrieztas fazes
hromatografiju (MeCN: 0,1% TFA), iegiistot baltu cietu vielu (Iznakums: 230 mg; 50%). H-
KMR (400 MHz, DMSO-ds) &: 13.03 (s, 1H), 8.41 — 8.25 (m, 3H), 8.11 (s, 2H), 7.43 (d, J =
7.3 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 7.27 — 7.13 (m, 3H), 6.87 (d, J = 5.6 Hz, 1H), 6.50 (s,
1H), 4.95 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 4.40 (d, J = 13.9 Hz, 1H), 3.87 —3.73 (m, 1H), 3.60 (t, J = 12.6
Hz, 1H), 3.39 (t, J = 12.5 Hz, 1H), 3.34 — 3.20 (m, 1H), 2.72 — 2.59 (m, 2H), 2.43 — 2.31 (m,
2H), 2.14 —1.96 (m, 2H), 1.34 (d, J = 13.2 Hz, 2H). 3C-KMR (101 MHz, DMSO-dg) 5: 161 .4,
159.4 (g, Jcr=34.2 Hz, CF:COOH), 158.1, 155.4, 151.1, 142.6, 141.4, 130.2, 127.1, 125.5,
121.9,121.4,116.6 (q, Jcr=295.1 Hz, CFsCOOH), 91.5,52.1, 44.3, 42.4, 40.6, 33.4, 32.9, 32.3,
32.2,29.7. F-KMR (376 MHz, DMSO) &: -74.4. AIMS (m/z): [M+H]* aprekinats C21HzsNs:
348,2203. Noteikts: 348,2188.

)N\Hz 4 -((1s,3s) -3- Aminociklobutil) -6- (4-benzilpiperidin-1-il)
N "N

ekviv.) reakcija ar TFA (2,5 ml; 29,2 mmol; 40 ekviv.). Tehnisko produktu attirija divreiz uz

pirimidin-2-amins (57b). Savienojumu 57b ieguva péc ieprieks

aprakstitas metodes C no savienojuma 56b (0,32 g; 0,73 mmol; 1

apgrieztas fazes (MeCN: 0,1% TFA) un atkartoti (MeCN:0,1% EtsN), iegiistot savienojumu
57b ka cietu vielu. (Iznakums: 40 mg; 16%) ‘H-KMR (400 MHz, DMSO-ds) §: 7.31 — 7.24 (m,
2H), 7.21 — 7.14 (m, 3H), 5.85 (s, 3H), 4.29 (d, J = 13.1 Hz, 2H), 3.21 — 3.12 (m, 3H signals
parklajas ar H20), 2.68 (t, J = 11.6 Hz, 3H), 2.41 - 2.30 (m, 2H), 1.86 — 1.69 (m, 3H), 1.62 —
1.53 (m, 2H), 1.05 (qd, J = 12.4, 4.1 Hz, 2H). 1*C-KMR (101 MHz, DMSO-de) &: 171.3, 163.2,
163.0, 162.7, 140.2, 129.0, 128.2, 125.9, 89.6, 44.3, 43.6, 42.3, 37.8, 33.6, 31.3. AIMS (m/z):
[M+H]" aprekinats CooH2sNs: 338,2345. Noteikts: 338,2348.
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SECINAJUMI

Sakotn&ji identificéta trapijuma savienojuma MZ-1054 analogus, ar mainigiem
benzilgrupas aizvietotajiem (modifikacija A), var iegat 2 stadiju sintéz€, izmantojot viegli
pieejamas un I&tas izejvielas: vanilinu un benzilbromida vai —hlorida atvasinajumus.
Modificgjot MZ-1054 centrala benzola gredzena 2-poziciju (modifikacija B), analogus
iesp&jams iegiit 3 stadiju sint€z€ no 3,4-dihidroksibenzaldehida. Sintézes griitakais posms
izradijas alkiléSanas reakcijas meta blakusprodukta 37a atdaliSana.

Savienojuma MZ-1054 diamina linkera pozicijas analogu 49 (modifikacija C) ieguva 6
stadijas ar labiem iznakumiem visos sintézes posmos.

Atslégas stadija, izstradajot jaunas sintézes shému efluksa siikna AcrA 57a un 57b
inhibitoriem, bija spirociklisko aminu 55a un 55b pievienoSana pirimidona ciklam 53,
izmantojot tozilata aizejoso grupu.

Funkcionalo grupu lipofilitate ietekmé sintezéto MZ-1054 analogu inhibitoro aktivitati.
Lipofilakas grupas benzilgrupas aizvietotdja uzrada mazaku antibakterialo aktivitati
(MIC) un labaku piperacilina iedarbibu (MSC).

Piecaugot halogéna eletronegativitatei MZ-1054 analogu virkng Br- < Cl- < F-, samazinas
savienojumu sinergiskas Tpasibas.

P&tjjuma gaita izdevas iegiit savienojumus, kas uzrada labaku sinergismu par sakotngjo
trapjuma  savienojumu  MZ-1054.  Augstako  aktivitati = uzradja  3,5-
dihlorbenzilaizvietotais savienojums 31k, kuram piemit 10x attieciba starp MSC 12,5 uM

un MIC 125 pM vertibam.
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2. pielikums
Izmantoto vielu saraksts

1.tabula

Izmantoto vielu saraksts

Vielas nosaukums, formula H/P frazes

1-(Brommetil)-3-brombenzols (C7HeBr) H314, P260, P264, P280, P301+P330+P331,
P302+P361+P354, P304+P340, P305+P354+P338, P316,
P321, P363, P405, P501

3-(Hlormetil)benzonitrils (CsHsCIN) H302, H315, H319, P264, P264+P265, P270, P280
P301+P317, P302+P352, P305+P351+P338, P321, P330,
P332+P317, P337+P317, P362+P364, P501

1-(Brommetil)-3-fluorbenzols (C;HsBrF) H314, H335, P260, P261, P264, P271, P280,
P301+P330+P331, P302+P361+P354, P304+P340
P305+P354+P338, P316, P319, P321, P363, P403+P233,
P405, P501

1-(Hlormetil)-3-metilbenzols (CsHCl) H302, H314, H315, H319, H335, P260, P261, P264,
P264+P265, P270, P271, P280, P301+P317,
P301+P330+P331, P302+P352, P302+P361+P354,
P304+P340, P305+P351+P338, P305+P354+P338, P316,
P319, P321, P330, P332+P317, P337+P317, P362+P364,
P363, P403+P233, P405, P501

1-(Hlormetil)-3-metoksibenzols (CgHqClO) H314, P260, P264, P280, P301+P330+P331,
P302+P361+P354, P304+P340, P305+P354+P338, P316,
P321, P363, P405, P501

1-(Brommetil)-3-izopropilbenzols (C1oH13Br) H302, H314, H335, P260, P261, P264, P270, P271, P280
P301+P317, P301+P330+P331, P302+P361+P354,
P304+P340, P305+P354+P338, P316, P319, P321, P330
P363, P403+P233, P405, P501

1-Brom-4-(brommetil)benzols (C;HsBr2) H314, H317, H334, P260, P261, P264, P272, P280, P284,
P301+P330+P331, P302+P352, P302+P361+P354,
P304+P340, P305+P354+P338, P316, P321, P333+P313,
P342+P316, P362+P364, P363, P405, P501

1-(Brommetil)-2,3-dihlorbenzols (C7HsBrCly) H290, H314, H318, P234, P260, P264, P264+P265, P280,
P301+P330+P331, P302+P361+P354, P304+P340
P305+P354+P338, P316, P317, P321, P363, P390, P405
P406, P501

2-(Brommetil)naftalins (C11HqBr) H314, H317, P260, P261, P264, P272, P280
P301+P330+P331, P302+P352, P302+P361+P354,
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P304+P340, P305+P354+P338, P316, P321, P333+P313,
P362+P364, P363, P405, P501

2-(Brommetil)hinolins (C1oHgBrN)

H302, H318, P264, P264+P265, P270, P280, P301+P317,
P305+P354+P338, P317, P330, P501

1-(Brommetil)-3,5-dihlorbenzols (C7HsBrClI2)

H301, H311, H314, H331, P260, P261, P264, P270, P271,
P280, P301+P316, P301+P330+P331, P302+P352,
P302+P361+P354, P304+P340, P305+P354+P338, P316,
P321, P330, P361+P364, P363, P403+P233, P405, P501

4-Hidroksi-3-metoksibenzaldehids (CgHgO3)

H317, H319, H302, H411, P261, P264+P265, P272,
P280, P302+P352, P305+P351+P338, P321, P333+P313,
P337+P317, P362+P364, P501

2-((3-Aminopropil)amino)etan-1-ols
(CsH14N20)

H314, P260, P264, P280, P301+P330+P331,
P302+P361+P354, P304+P340, P305+P354+P338, P316,
P321, P363, P405, P501

3,4-Dihidroksibenzaldehids (C7HgO3)

H315, H319, H335, P261, P264, P264+P265, P271, P280,
P302+P352, P304+P340, P305+P351+P338, P319, P321,
P332+P317, P337+P317, P362+P364, P403+P233, P405,
P501

1-(Brommetil)-3-hlorbenzols (C;HsBrCl)

H314, P260, P264, P280, P301+P330+P331,
P302+P361+P354, P304+P340, P305+P354+P338, P316,
P321, P363, P405, P501

(Brommetil)benzols (C7H7Br)

H315, H319, H335, P261, P264, P264+P265, P271, P280,
P302+P352, P304+P340, P305+P351+P338, P319, P321,
P332+P317, P337+P317, P362+P364, P403+P233, P405,
P501

Jodetans (CzHsl)

H226, H302, H315, H317, H319, H332, H334, H335,
P210, P233, P240, P241, P242, P243, P261, P264,
P264+P265, P270, P271, P272, P280, P284, P301+P317,
P302+P352, P303+P361+P353, P304+P340,
P305+P351+P338, P317, P319, P321, P330, P332+P317,
P333+P313, P337+P317, P342+P316, P362+P364,
P370+P378, P403+P233, P403+P235, P405, P501

Natrija 2-hlor-2,2-difluoracetats (C,CIF,NaO,)

H315, H319, H335, P261, P264, P271, P280, P302 +
P352, P305 + P351 + P338

3-(Ciklopropilmetoksi)-4-hidroksibenzaldehids
(C11H1203)

H302, H315, H319, P261, P305+P351+P338

4-Hidroksibenzaldehids (C7HsO2)

H315, H319, H335, P261, P305+P351+P338

Metil-2-(4-hidroksifenil)acetats (CoH1003)

H315, H319, H335, P261, P264, P264+P265, P271, P280,
P302+P352, P304+P340, P305+P351+P338, P319, P321,
P332+P317, P337+P317, P362+P364, P403+P233, P405,
P501
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Terc-butilpiperazina-1-karboksilats (CoH1sN202)

H314, H315, H319, H335, P260, P261, P264,
P264+P265, P271, P280, P301+P330+P331, P302+P352,
P302+P361+P354, P304+P340, P305+P351+P338,
P305+P354+P338, P316, P319, P321, P332+P317,
P337+P317, P362+P364, P363, P403+P233, P405, P501

2-Brometan-1-ols (C2HsBroO)

H301, H311, H314, H331, P260, P261, P264, P270, P271,
P280, P301+P316, P301+P330+P331, P302+P352,
P302+P361+P354, P304+P340, P305+P354+P338, P316,
P321, P330, P361+P364, P363, P403+P233, P405, P501

2,2-Dimetil-1,3-dioksan-4,6-dions (CsHgO4)

H315, H319, H335, H400, H411, P261, P264,
P264+P265, P271, P273, P280, P302+P352, P304+P340,
P305+P351+P338, P319, P321, P332+P317, P337+P317,
P362+P364, P391, P403+P233, P405, P501

(1s,3s)-3-((Terc-
butoksikarbonil)amino)ciklobutan-1-

karbonskabe (C1gH17NO4)

H302, H315, H319, H332, H335, P261, P264,
P264+P265, P271, P280, P302+P352, P304+P340,
P305+P351+P338, P319, P321, P332+P317, P337+P317,
P362+P364, P403+P233, P405, P501

Spiro[indéna-1,4’-piperidina] hidrohlorids
(C13H16CIN)

H302+H312+H332, H319, H335, P261, P264, P270,
P271, P280, P301+P312+P330, P302+P352+P312,
P304+P340+P312, P305+P351+P338, P337+P313, P363,
P403+P233, P405, P501

4-Benzilpiperidins (C12H17N)

H315, H319, H335, P261, P264, P264+P265, P271, P280,
P302+P352, P304+P340, P305+P351+P338, P319, P321,
P332+P317, P337+P317, P362+P364, P403+P233, P405,
P501

1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil )karbodiimida
hidrohlorids (CsH17N3-HCI)

H315, H318, H335, P261, P264, P271, P280, P302+P352,
P304+P340+P312, P305+P351+P338+P310

Kalija karbonats (K2COs3)

H315, H319, H335, P261, P280, P302+P352,
P305+P351+P338, P321, P403+P233, P501

N,N-Dimetilformamids (DMF)

H226, H312 + H332, H319, H360D, P210, P280, P303 +
P361 + P353, P304 + P340 + P312, P305 + P351 + P338,
P308 + P313

Etilacetats (C4HgO2)

H225, H319, H336, P210, P233, P240, P241, P242, P305
+ P351 + P338

Petroléteris (CeH14)

H224, H304, H315, H336, H340, H350, P210, P233,
P301 + P310, P303 + P361 + P353, P331, P403 + P233

Metanols (CH3OH)

H225, H301, H311, H331, H370, P210, P233, P240,
P241, P242, P243, P260, P261, P264, P270, P271, P280,
P301+P316, P302+P352, P303+P361+P353, P304+P340,
P308+P316, P316, P321, P330, P361+P364, P370+P378,
P403+P233, P403+P235, P405, P501
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Etanols (C2HsOH)

H225, H319, P210, P337+P313, P370+P378, P403+P235,
P501

Natrija triacetoksiboorhidrids (NaBH(OAC)s)

H228 - H260 - H302 - H318 - H360FD, P210, P231 +
P232, P280, P301 + P312, P305 + P351 + P338, P308 +
P313

Etikskabe (CHsCOOH)

H226, H314, P210, P280, P301 + P330 + P331, P303 +
P361 + P353, P305 + P351 + P338 + P310

Metilénhlorids (CH2Cly)

H315, H319, H336, H351, P202, P261, P264, P302 +
P352, P305 + P351 + P338, P308 + P313

Amonija hidroksids (NH4OH)

H314, H335, H410, P261, P271, P273, P280, P303 +
P361 + P353, P305 + P351 + P338

Litija aluminija hidrids (LiAIH4)

H260, H314, P223, P231 + P232, P280, P305 + P351 +
P338, P310, P370 + P378, P422

4-Dimetilaminopiridins (C7H10N>)

H301, H310, H315, H319, P280, P302+P352,
P305+P351+P338, P310, P405

Guanidina karbonats (CsH12NgO3)

H302, H315, H319, H335, P261, P264, P270, P271, P280,
P301 + P312, P302 + P352, P304 + P340, P305 + P351 +
P338, P312, P321, P330, P332 + P313, P337 + P313,
P362, P403 + P233, P405, P501

4-Toluolsulfonilhlorids (C7H;CIO,S)

H290, H315, H317, H318, P280, P302 + P352, P305 +
P351 + P338 + P310

Trietilamins (CeHisN)

H225, H302, H311, H312, H314, H318, H331, H332,
H335, P210, P233, P240, P241, P242, P243, P260, P261,
P264, P264+P265, P270, P271, P280, P301+P317,
P301+P330+P331, P302+P352, P302+P361+P354,
P303+P361+P353, P304+P340, P305+P354+P338, P316,
P317, P319, P321, P330, P361+P364, P362+P364, P363,
P370+P378, P403+P233, P403+P235, P405, P501

Acetonitrils (CHsCN)

H225, H302+H312+H332, H319, P210, P280,
P305+P351+P338, P403+P235

Trifluoretikskabe (CF:COOH)

H290, H314, H332, H412, P260, P280,
P303+P361+P353, P304+P340, P305+P351+P338, P312

Tionilhlorids (SOCIy)

H314, H318, H301, H330, H370, P261, P280, P305 +
P351 + P338, P310

Natrija jodids (Nal)

H315, H319, H372, H400, P260, P264, P273, P302 +
P352, P305 + P351 + P338, P314

Kalija jodids (KI)

H372, P270
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3.pielikums
H/P frazu atSifréjums
2.tabula
H/P frazu atSifréjums [42]

H224 Ipasi viegli uzliesmojoss $kidrums un tvaiki.

H225 Viegli uzliesmojoss §kidrums un tvaiki.

H226 Uzliesmojoss skidrums un tvaiki.

H228 Uzliesmojosa cieta viela.

H260 Nonakot saskare ar tideni, izdala uzliesmojosas gazes, kas var spontani aizdegties.

H290 Var kodigi iedarboties uz metaliem.

H301 Toksisks, ja norij.

H302 Kaitigs, ja norij.

H304 Var izraisit navi, ja norij vai ieklist elpcelos.

H310 Nonakot saskar€ ar adu, iestajas nave.

H311 Toksisks, ja nonak saskar€ ar adu.

H312 Kaitigs, ja nonak saskar€ ar adu.

H314 Izraisa smagus adas apdegumus un acu bojajumus.

H315 Kairina adu.

H317 Var izraisit alergisku adas reakciju.

H318 Izraisa nopietnus acu bojajumus.

H319 Izraisa nopietnu acu kairinajumu.

H330 Ieelpojot, iestajas nave.

H331 Toksisks ieelpojot.

H332 Kaitigs ieelpojot.

H334 Ja ieelpo, var izraisit alergiju vai astmas simptomus, vai apgriitinat elpoSanu.

H335 Var izraistt elpcelu kairinajumu.

H336 Var izraisit miegainibu vai reibonus.

H340 Var izraistt genétiskus bojajumus <noradit iedarbibas celu, ja ir neparprotami pieradits, ka citi
iedarbibas celi nerada bistamibu>.

H350 Var izraistt vézi <noradit iedarbibas celu, ja ir neparprotami pieradits, ka citi iedarbibas celi
nerada bistamibu>.

H351 Ir aizdomas, ka var izraisit vézi <noradit iedarbibas celu, ja ir neparprotami pieradits, ka citi
iedarbibas celi nerada bistamibu>.

H360 Var kaitét auglibai vai nedzimusajam b&érnam <noradit ipaso ietekmi, ja ta ir zinama> <noradit
iedarbibas celu, ja ir neparprotami pieradits, ka citi iedarbibas celi nerada bistamibu>.

H370 Rada organu bojajumus <vai noradit visus skartos organus, ja tie ir zinami> <noradit iedarbibas

celu, ja ir neparprotami pieradits, ka citi iedarbibas celi nerada bistamibu>.
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H372

Izraisa organu bojajumus <vai noradit visus skartos organus, ja tie ir zinami> ilgstosas vai
atkartotas iedarbibas rezultata <nordadit iedarbibas celu, ja ir neparprotami pieradits, ka citi
iedarbibas celi nerada bistamibu>.

H400 Loti toksisks idens organismiem.

H410 Loti toksisks idens organismiem ar ilgsto$am sekam.

H411 Toksisks tidens organismiem ar ilgstosam sekam.

H412 Kaitigs tidens organismiem ar ilgsto§am sekam.

P202 Neizmantot pirms nav izlasiti un saprasti visi apzZim&jumi.

P210 Sargat no karstuma, karstam virsmam, dzirkstelém, atklatas uguns un citiem aizdegSanas avotiem.
Nesméeket.

P223 Nepielaut saskari ar Gideni.

P231 Saturu izmantot un glabat tikai inertas gazes vidé/...

P232 Aizsargat no mitruma.

P233 Tvertni stingri noslegt.

P234 Turét tikai originaliepakojuma.

P235 Turét vésuma.

P240 Tvertnes un sanémgjiekartas iezemét un savienot.

P241 Izmantot spradziendroSas [elektriskas/ventilacijas/apgaismosanas/...] iekartas.

P242 Izmantot instrumentus, kas nerada dzirksteles.

P243 Nodrosinaties pret statiskas energijas izladi.

P260 Neieelpot puteklus/tvaikus/gazi/diimus/izgarojumus/smidzinajumu.

P261 Izvairities ieelpot puteklus/tvaikus/gazi/dimus/izgarojumus/smidzinajumu.

P264 P&c izmantoSanas ... kartigi nomazgat.

P270 Neest, nedzert un nesméket produkta izmantosanas laika.

pP271 Izmantot tikai ara vai labi védinamas telpas.

p272 Piesarnoto darba apgérbu neiznest arpus darba telpam.

P273 Izvairtties no izplatiSanas apkartgja vide.

P280 Izmantot aizsargcimdus/aizsargdrébes/acu aizsargus/sejas aizsargus.

P284 [Neatbilstosas ventilacijas gadijuma] lietot elposanas organu aizsargierices.

P231 + | Saturu izmantot un glabat tikai inertas gazes vide/.... Aizsargat no mitruma.

P232

P301 NORISANAS GADIJUMA:

P302 SASKARE AR ADU:

P303 SASKARE AR ADU (vai matiem):

P304 IEELPOJOT:

P305 IEKLUSTOT ACIS:
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P308 Ja saskaras vai saistlts ar:

P310 Nekavgjoties sazinieties ar SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU/arstu/....

P311 Sazinieties ar SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU/arstu/....

P312 Sazinieties ar SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU/arstu/.. ., ja jums ir slikta paSsajiita.

P313 Ludziet palidzibu medikiem.

P314 Ludziet palidzibu medikiem, ja jums ir slikta passajita.

P321 Ipasa mediciniska palidziba (skat. ... uz s etiketes).

P330 Izskalot muti.

P331 NEIZRAISIT vemsanu.

P332 Ja rodas adas iekaisums:
P333 Ja rodas adas iekaisums vai izsitumi:
P334 Iegremd@t vesa tident [vai ietit mitros aps&jos].

P337 Ja acu iekaisums nepariet:

P338 Iznemiet kontaktlEcas, ja tas ir ievietotas un to ir viegli izdarit. Turpiniet skalot.
P340 Nogadat cietuso svaiga gaisa un nodros$inat netraucétu elposanu.

P342 Ja rodas elposanas trauc&jumu simptomi:

P351 Uzmanigi skalot ar Gideni vairakas minfites.

P352 Nomazgat ar lielu idens/.. daudzumu.

P353 Noskalot adu ar tideni [vai iet dusa].

P360 Nekavgjoties noskalot piesarnoto apgérbu un skarto adu ar lielu daudzumu @idens pirms apgérba
novilkSanas.
P361 Novilkt nekavéjoties visu piesarnoto apgerbu.

P362 Novilkt piesarnoto apgérbu.

P363 Pirms atkartotas lietoSanas piesarnoto apgérbu izmazgat.

P370 Ugunsgreka gadijuma:

P375 Dzest ugunsgréku no attaluma eksplozijas riska del.

P376 Apstadinat nopludi, ja to var izdart drosa veida.

P378 Dzgsanai izmantojiet ....

P380 Evakuét zonu.

P390 Uzstkt iz§lakstijumus, lai noveérstu materialus zaud&jumus.

P391 Savakt iz§lakstito skidrumu.

P301 + |NORISANAS GADIJUMA: izskalot muti. NEIZRAISIT vems$anu.
P330 +
P331

P302 + | SASKARE AR ADU: nomazgat ar lielu tidens/.. daudzumu.
P352
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P303 +

SASKARE AR ADU (vai matiem): Nekavéjoties novilkt visu piesarnoto apgerbu. Noskalot adu ar

P361 + [ tdeni [vai iet dusa].

P353

P304 + |IEELPOSANAS GADIJUMA: nogadat cietuSo svaiga gaisa un nodro§inat netraucétu elposanu.
P340

P305 + | SASKARE AR ACIM: Uzmanigi izskalot ar Gideni vairakas miniites. Iznemt kontaktlgcas, ja tas ir
P351 + |ievietotas un ja to var vienkarsi izdarit. Turpinat skalot.

P338

P308 + | JA saskaras vai saistits ar: sazinieties ar SAINDESANAS INFORMACIJAS CENTRU/arstu/. ...
P313

P332 + | Jarodas adas iekaisums: ludziet mediku palidzibu.

P313

P333 + | Jarodas adas ickaisums vai izsitumi: liidziet mediku palidzibu.

P313

P337 + |Ja acu iekaisums nepariet: lidziet mediku palidzibu.

P313

P370 + | Ugunsgréka gadijuma: dz&sanai izmantojiet ...

P378

P405 Glabat slégta veida.

P406 Glabat korozijizturiga/... tvertn€ ar iek$¢jo pretkorozijas izolaciju.

P403 + | Glabat labi védinamas telpas. Tvertni turét ciesi noslégtu.

P233

P403 + | Glabat labi védinamas telpas. Turét vésuma.

P235

P501 Atbrivoties no satura/tvertnes...
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4.pielikums
KMR spektri

'H-KMR (400 MHz, DMSO-ds), savienojums 29a
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'H-KMR (400 MHz, DMSO-ds), savienojums 29b
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!H-KMR (400 MHz, DMSO-ds), savienojums 29¢
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ojums 29d
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IH-KMR (400 MHz, CDCl3)
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