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1. CEL PRACY

Decydujace znaczenie w cyklu replikacyjnym wirusa HIV majq trzy
biatka enzymatyczne: proteaza, odwrotna transkryptaza oraz integraza. Lata
badan prowadzonych w wielu osrodkach na catym Swiecie zaowocowaty wpro-
wadzeniem do terapii kilkunastu lekéw, ktére sa inhibitorami dwoch pierw-
szych enzymow. Niestety do dzi$ nie zarejestrowano leku aktywnego wobec
integrazy. Kilka potencjalnych inhibitorow pozostaje w fazie badan klinicznych.

Jednym z kierunkdéw badan realizowanych w Zaktadzie Chemii Organicz-
nej Instytutu Chemii Uniwersytetu Slaskiego jest poszukiwanie zwigzkéw ak-
tywnych wobec integrazy wirusa HIV. Testowane sg tez inne kierunki aktyw-
nosci biologicznej syntezowanych potaczen, w szczegolnosci aktywnos¢ anty-
proliferacyjna wzgledem komédrek nowotworowych oraz fungistatycznosé.

Celem niniejszej pracy byfa synteza wybranych zwigzkéw zawierajgcych
uktad azanaftalenowy (Rys. 1.1.) w poszukiwaniu nowych potencjalnych inhi-
bitoréw integrazy wirusa HIV, szczegdlnie uktady chinolinowy i chinazolinowy
oraz pochodne styrylowe i amidowe. Kilka z otrzymanych zwigzkéw zostato

przetestowanych w kierunku aktywnosci antyproliferacyjnej.
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Rys. 1.1. Wybrane ukiady azanaftalenowe.




2. CZESC LITERATUROWA
2.1. Wprowadzenie

Zespo6t nabytego uposledzenia odpornosci (Acquired Immunodeficiency
Syndrom — AIDS) jest jedng z najwiekszych wspdiczesnych epidemii. W roku
2006 na s$wiecie zakazonych byto okoto 47 milionéw ludzi, okoto 3,5 miliona
zmarto z powodu chordb wywotanych przez AIDS, zarejestrowano okoto 6,6
miliona nowych przypadkéw infekcji wirusem HIV (Human Immunodeficiency
Virus - ludzki wirus uposledzenia odpornosci) [1]. Na Swiecie liczba osdb be-
dacych nosicielami wirusa HIV oraz zmartych z powodu AIDS z roku na rok
ro$nie. Obecnie waznym celem w poszukiwaniu nowych lekdw antyretrowiru-
sowych jest integraza (IN), ktéra jest jednym z enzymoéw niezbednych do re-
plikacji wirusa HIV. Katalizowane przez integraze wprowadzenie materiatu ge-
netycznego wirusa do genomu zainfekowanej komérki gospodarza jest zasad-
niczym etapem w cyklu zyciowym wirusa HIV [4]. Stosowane obecnie leki
przeciw wirusowi HIV hamujg dziatanie pozostatych dwéch enzymow, czyli od-
wrotnej transkryptazy i proteazy [2, 102]. Dziatanie tych lekéw zwykle sprze-
ga sie stosujac terapie HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy). Terapia
HAART stafa sie standardem w leczeniu AIDS [2]. Jest ona jednak droga, nie
zawsze jest dobrze tolerowana przez pacjentéow, a po dluzszym stosowaniu
podawane leki przestajg dziata¢ [3]. Dotychczas nie zarejestrowano lekéw o
dziataniu hamujacym wobec integrazy HIV. Kilka potencjalnych farma-
ceutykdéw tego typu znajduje sie w roznych fazach badan klinicznych. Trwajg
takze intensywne poszukiwania nowych inhibitoréw [4]. Sadzi sie, ze wiacze-
nie do terapii antyretrowirusowej inhibitoréw integrazy, poprzez efekt synergii
oddziatywania, pozwoli w istotny sposdb udoskonali¢ terapie HAART. Nowe
leki, oparte na inhibitorach integrazy, mogq przynies¢ przetom w terapii oséb

zakazonych wirusem HIV [2 - 4].
2.2. Rola integrazy w replikacji wirusa HIV
Integraza jest jednym z trzech biatek enzymatycznych wirusa HIV, ktére

majq decydujace znaczenie w cyklu replikacyjnym. Pierwszy z enzymoéw to

odwrotna transkryptaza (rewertaza). Katalizuje ona proces odwrotnej tran-



skrypcji, czyli przepisanie matrycy genetycznej wirusowego RNA na DNA w
infekowanej komédrce. Drugi enzym - proteaza - pojawia sie w cyklu odtwa-
rzania dojrzatej, zakaznej kopii wirusa HIV wediug pierwotnego wzorca. Inte-
graza natomiast jest enzymem katalizujgcym proces integracji, ktéry obejmuje
wprowadzenie retrowirusowego DNA do chromosomoéw zainfekowanej komoérki
gospodarza [108, 155]. Transkrypcja genomu wirusa i produkcja wirusowych
biatek wymaga catkowitego zintegrowania wirusowego DNA w chromosomach,
wobec czego wigczenie materiatu genetycznego wirusa do DNA komorki jest
procesem niezbednym w cyklu replikacyjnym. Integraza w ten sposdb odgry-
wa istotng role w cyklu zyciowym wirusa HIV [5]. Katalizowany przez integra-
ze proces integracji obejmuje dwie reakcje. Sq to: etap 3’-terminacji (3’-pro-
cessing) oraz etap przeniesienia nici (strand transfer). Obie reakcje wymagajq
obecnosci kationdw metali dwuwartoéciowych takich jak Mg?* lub Mn?*. Jony
metali dwuwartosciowych sg niezbedne do utworzenia kompleksu integrazy z
wirusowym DNA, niezbednym w przebiegu procesu integracji [15, 16, 88]. Po
procesie transkrypcji odwrotnie przepisany genom wirusa w postaci DNA jest
przygotowywany do integracji. W reakcji 3’-terminacji, przebiegajacej w cyto-
plazmie, integraza przygotowuje koncowki wirusowego DNA poprzez odciecie
dwoch ostatnich nukleotyddow z kazdego 3’ konca wirusowego DNA (Rys. 2.1.
a). Ta reakcja generuje dinukleotyd cytozyna - adenozyna (CA) z wolnymi
grupami hydroksylowymi (Rys. 2.1. b). Jest on reagentem posrednim, niez-
bednym do nastepnego etapu. Po reakcji 3’-terminacji integraza pozostaje
zwigzana z wirusowym DNA tworzac wielkoczgsteczkowy kompleks przedinte-
gracyjny (preintegration complex - PIC), w ktorym dwie czgsteczki integrazy
taczg sie z kazdym koncem wirusowego DNA [6]. Kompleks przedintegracyjny
jest nastepnie przenoszony z cytoplazmy do jadra zainfekowanej komorki i
nastepuje reakcja przeniesienia nici (strand transfer). Wigczenie DNA wirusa
do DNA komorki gospodarza odbywa sie poprzez atak nukleofilowy wolnych
grup 3’-OH dinukleotydu cytozyna - adenozyna (utworzonych w procesie 3'-
terminacji) na wigzanie fosfodiestrowe w nici DNA gospodarza (Rys. 2.1. ¢,
d). Atak nastepuje w dowolnym miejscu, ale dwa konce wirusowego DNA zaw-
sze wprowadzane sg w odlegtosci pieciu zasad. Gdy integracja jest zakonczona
nastepuje rozpad kompleksu przedintegracyjnego i odtworzenie wiasciwej

struktury potgczonych nici DNA kierowane enzymami komdrkowymi, odpowie-
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dzialnymi za procesy kontroli transkrypcji DNA (Rys. 2.1. e). Prowadzi to do

utworzenia trwatego prowirusa [4, 96].
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Rys. 2.1. Procesy katalizowane przez integraze wirusa HIV: a) integraza

przygotowuje koncowki wirusowego DNA: b) wirusowe DNA z odcietymi nu-

kleotydami i utworzonymi korncami CA-3’-OH: c), d) atak wolnych grup 3’-OH

na wigzanie fosfodiestrowe DNA gospodarza; e) zakonczenie integracji [4].

2.3. Budowa integrazy wirusa HIV

Integraza nalezy do rodziny transferaz polinukleotydowych. Cechg cha-
rakterystyczng tej grupy enzymoéw jest uporzadkowane centrum aktywne,
utworzone przez triade aminokwaséw, tzw. motyw DDE [11, 12]. Czasteczka
integrazy HIV jest biatkiem o masie 32 kDa, zbudowanym z tancucha polipep-

tydowego, zawierajacego 288 reszt aminokwasowych. Badania krystalogra-
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ficzne wykazaty, ze integraza jest dimerem, a kazdy z monomerdw posiada
pieciotancuchowy arkusz (3 otoczony przez pie¢ helis a [156]. W tancuchu poli-
peptydowym integrazy mozna wyroznié trzy domeny:
- N-terminalng (amino - terminal domain - NTD), ktéra obejmuje reszty
aminokwasowe od 1 do 50;
- katalityczng (catalytic core domain - CCD) - obejmuje reszty od 50 do
212;
- C-terminalng (carboxy - terminal domain - CTD) - reszty od 212 do 288
(Rys. 2.2.) [7, 8].

domena N-koncowa domena katalityczna domena C-koricowa
1 50 212 288
H H C C D D E
12 16 40 43 64 116 152
. 24 wigze dwuwartosciowe jony metali, np. udziat w oddzia-
wigze Zn Mg?* tywaniach z DNA
< >
dezintegracja
< >

3’-terminacja i reakcja przeniesienia nici

Rys. 2.2. Domeny integrazy HIV.

Domena N-koncowa zawiera motyw HHCC, tzw. palec cynkowy, ktéry
koordynuje kationy Zn** w stosunku stechiometrycznym 1:1. Jest on obecny
we wszystkich integrazach retrowirusowych. Wigzanie kationéw Zn** przez
motyw HHCC stabilizuje strukture domeny N-koricowej i jest wymagane do
aktywnosci integrazy. Funkcjg domeny N-terminalnej jest wzajemne oddziaty-
wanie integrazy z innymi proteinami oraz DNA wirusa [162]. Domena katali-
tyczna zawiera pojedyncze centrum aktywne, czyli motyw DDE, ktéry tworzy
triada reszt aminokwasdéw: dwie reszty kwasu asparaginowego D-64 i D-116
oraz reszta kwasu glutaminowego E-152. Strukturalnie centrum aktywne inte-
grazy HIV jest bardzo podobne do centréw aktywnych innych integraz retro-
wirusowych, np. integrazy wirusa miesaka ptasiego (Avian Sarcoma Virus —

ASV) [14, 99, 104, 106]. Struktura domeny katalitycznej zostata wyjasniona w
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obecnosci kationdw metali dwuwartosciowych. Centrum aktywne jest odpo-
wiedzialne za kompleksowanie kationéw Mg®* i Mn?*, ktérych obecno$¢ jest
konieczna w reakcji 3'-terminacji oraz w reakcji przeniesienia nici. Strukture
oraz takie witasciwosci centrum aktywnego potwierdzajq badania krystalogra-
ficzne (Rys. 2.3.) [7, 8, 53, 65, 66].

Rys. 2.3. Struktury krystalograficzne dimerdéw integrazy HIV-1 z zaznaczonym

motywem DDE (kolor czerwony); NTD - domena N-terminalna, CCD - domena

katalityczna, CTD - domena C-terminalna [4].

Domena C-koncowa odpowiada za niespecyficzne oddziatywania z DNA
komorki gospodarza i rowniez jest niezbedna do aktywnosci integrazy w reak-
cji 3'-terminacji i w reakcji przeniesienia nici [163 -165]. Integraza pozbawio-
na domeny N-koncowej i domeny C-korncowej moze katalizowac in vitro tylko
reakcje dezintegracji, ktéra jest reakcjg odwrotng do reakcji przeniesienia nici
[61].
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2.4. Kompleksowanie jonow metali dwuwartosciowych przez centrum

aktywne integrazy HIV

Wiele enzymow aktywujgcych replikacje kwaséw nukleinowych wymaga
obecnosci dwuwartosciowych kationdw metali. Obecnos¢ jonéw metali dwu-
wartosciowych (Mg?* lub Mn?*) jest réwniez konieczna w reakcjach katalizo-
wanych przez integraze. Motyw DDE, ktéry tworzy triada reszt aminokwaséw,
stanowi uporzadkowane centrum aktywne, charakterystyczne dla integraz re-
trowirusowych [71, 151]. Jest on niezbedny w kompleksowaniu dwuwarto-
Sciowych kofaktorow metalicznych, od ktérych zalezy aktywnos¢ integrazy w
katalizie. Mutacja jakiejkolwiek z reszt aminokwasowych motywu DDE likwi-
duje aktywnos$¢ enzymatyczng integrazy oraz replikacje wirusa. Dwuwarto-
Sciowe jony metali posredniczg w potaczeniu sie integrazy ze szkieletem fosfo-
diestrowym DNA podczas 3’-terminacji i reakcji przeniesienia nici [154, 158,
166, 167]. Krystalograficzne badania strukturalne integrazy HIV uwidaczniajq
pojedyncze miejsce koordynacyjne dla jonu Mg®* lub Mn?*. Jon Mg?* jest koor-
dynowany razem z czgsteczkami wody przez reszty D-64 i D-116. Trzecia
reszta aminokwasowa triady katalitycznej E-152 nie uczestniczy w wigzaniu
metalu (Rys. 2.4.) [13, 67, 158].

E152

Rys. 2.4. Polozenie jonu Mg?t w centrum aktywnym domeny katalitycznej in-

tegrazy HIV. Jon magnezu (kolor zielony) jest koordynowany przez reszty D-

64 i D-116 oraz cztery czasteczki wody (kolor niebieski). Struktura prze-

strzenna takiego kompleksu jest oktaedryczna [158].
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Liczba jondw metalu, przylgczonych do centrum aktywnego integrazy
HIV, ktéra jest niezbedna podczas procesu katalitycznego, budzi jednak wat-
pliwosci. Badania biochemiczne i strukturalne sugerujg, ze bardziej prawdopo-
dobny jest model, w ktérym do centrum aktywnego podczas katalizowanych
procesOw przytaczajq sie dwa kationy metalu dwuwartosciowego. Taka sytu-
acja wystepuje w strukturach krystalograficznych domeny katalitycznej inte-
grazy ASV oraz w strukturach innych transferaz polinukleotydowych [68, 98,
99]. W centrum aktywnym integrazy ASV, w przypadku kationdéw Zn®* i Cd**
zaobserwowano, ze dodatkowy jon metalu moze by¢ koordynowany przez
reszty D-64 i E-157. Do centrum aktywnego byty przytaczone wéwczas dwa
jony Zn?** lub dwa jony Cd?*, a w ich koordynowaniu uczestniczyty wszystkie

reszty aminokwasowe triady katalitycznej (Rys. 2.5.) [86, 157].

Rys. 2.5. Koordynowanie kationdw metali dwuwartosSciowych przez reszty

aminokwasowe w _ centrum aktywnym domeny katalitycznej integrazy ASV
157].

Obecnos$¢ dwoch dwuwartosciowych kationdéw metali w centrum aktyw-

nym wykazuje wiele enzymow z grupy transferaz polinukleotydowych. Przy-
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ktadem jest struktura centrum aktywnego z utworzonym potréjnym komplek-
sem polimerazy 3 DNA z inhibitorem ddCTP (5-trifosforan dideoksycytydyny).
Zawiera ono dwa jony Mg®*, z ktdrych jeden wigze nukleotydy (A), a drugi
jest jonem katalitycznym (B) (Rys. 2.6.) [38].

Rys. 2.6. Kompleks polimerazy 3 DNA z inhibitorem ddCTP, utworzony w cen-

trum aktywnym [38].

Wychodzac z zatozenia, ze jony metali dwuwartosciowych sg niezbedne
dla katalitycznej reakcji hydrolizy wigzan fosfodiestrowych w DNA, zapropono-
wano katalityczny mechanizm reakcji 3’-5' egzonukleazy z udziatem polimera-
zy DNA Escherichia coli i dwdch kationdw metali dwuwartosciowych [20]. Ten
powszechnie przyjety mechanizm zaktada, ze nukleofilem atakujgcym atom
fosforu w koncowym nukleotydzie jest anion hydroksylowy, ktéry jest aktywo-
wany przez pierwszy jon metalu dwuwartosciowego (A). Z kolei pieciokoordy-
nacyjny stan przejsciowy i opuszczajgca grupa alkoksylowa sg stabilizowane
przez drugi dwuwartosciowy jon metalu (B) (Rys. 2.7.) [152].
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Rys. 2.7. Stan przejsciowy w mechanizmie reakcji 3’-5’ egzonukleazy, katali-

zowanej przez polimeraze DNA Escherichia coli, wymagajacej obecnosci dwdch

dwuwartoéciowych kationdw metalu w centrum aktywnym: A = Zn**, B =

Mg?* [20].

Sadzi sie, ze centrum aktywne integrazy HIV rowniez zawiera dwa miej-
sca koordynacyjne dla dwéch dwudodatnich kationéw metalu. Zaproponowa-
no, ze drugi kation metalu moze by¢ koordynowany przez reszty E-152 oraz
D-64 Ilub D-116. Mozliwe, ze pierwszy jon metalu, koordynowany przez reszty
kwasu asparaginowego, moze odgrywac wiekszg role w reakcji 3'-terminaciji, a
drugi jon, zwigzany z resztq kwasu glutaminowego, moze byc¢ bardziej istotny
podczas etapu przeniesienia nici. Wyniki badan biochemicznych i struktural-
nych wskazuja, ze mechanizm katalizowania integracji przy udziale integraz
retrowirusowych (HIV, ASV) prawdopodobnie réwniez opiera sie na mechani-
zmie wymagajgcym obecnosci dwoch kationdow metalu dwuwartos$ciowego,
przytagczonych do centrum aktywnego [142 - 144, 160]. Integraza HIV wyka-
zuje wiekszg aktywno$¢ in vitro w obecnosci kationdw Mn?* niz Mg®*. Jednak
stezenie jondw Mg?* w komodrkach jest znacznie wieksze niz stezenie jondéw
Mn?* i z tego powodu prawdopodobnie kofaktorem in vivo sg przede wszystkim
kationy Mg?* [145].
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2.5. Proteaza, odwrotna transkryptaza i integraza - cele dziatania le-

kow antyretrowirusowych

Terapia HAART, stosowana obecnie w zakazeniu HIV, pozwala po-
wstrzymac replikacje wirusa u zainfekowanych osob. Redukuje to liczbe wiru-
sOw w organizmie do poziomu niewykrywalnego analitycznie [17]. W ostatnich
latach przyniosto to spadek sSmiertelnosci i zachorowalnosci spowodowanej
przez HIV. HAART pozwala zablokowac replikacje wirusa, ale nie umozliwia
ona catkowitego wyeliminowania go z organizmu. Wirus HIV pozostaje stale
obecny w zainfekowanym ustroju w stezeniu zaleznym od zastosowanej meto-
dy chemoterapii [2, 18, 19, 97]. Ponadto zdolnos$¢ wirusa HIV do szybkich mu-
tacji, wywotywania opornosci na leki oraz cytotoksycznos$¢ stosowanej metody
przyczyniajg sie do poszukiwania nowych lekow, w szczegdlnosci inhibitoréw
integrazy - trzeciego enzymu wirusa HIV. Dla proteazy i odwrotnej transkryp-
tazy zostato znalezionych kilkanascie klas potencjalnych inhibitoréw [59, 101].
Pomimo intensywnych badan dotychczas nie udato sie zastosowaé w terapii
AIDS zadnego inhibitora integrazy. Integraza jest enzymem charak-
terystycznym dla retrowirusdw i nie wystepuje w zdrowym organizmie. Inhi-
bitory tego biatka enzymatycznego bytyby wiec lekami o dziataniu selektyw-
nym.

Dziesiecioletni okres intensywnych poszukiwan doprowadzit do znalezie-
nia kilku obiecujgcych klas inhibitoréw integrazy HIV [73]. W fazie badan kli-
nicznych znajdujgq sie obecnie dwa zwigzki. Sq to MK-0518 (poprzednio L-
900612), opracowany przez Merck Research Laboratories, bedacy w III fazie
badan klinicznych oraz GS-9137 (poprzednio JTK-303), opracowany przez Gi-
lead Sciences Inc., ktéry jest pod koniec II fazy badan klinicznych. Oba zwigz-
ki sg w centrum uwagi od czasu stwierdzenia pozytywnych wynikdéw po-
czatkowych proéb klinicznych u zainfekowanych pacjentéw, u ktérych wystgpita
opornos¢ multilekowa. Podane razem z inhibitorami proteazy i odwrotnej tran-
skryptazy potegujq ich dziatanie farmakologiczne [54, 55, 56]. Poszukiwania
inhibitorow integrazy nalezg do szczegdlnie trudnych. Nalezy réwniez wzigc
pod uwage fakt, iz w poszukiwaniu inhibitorow proteazy i odwrotnej tran-
skryptazy wykorzystano wczesniejsze badania znanych enzymoéw komorko-
wych. Integraza nie ma swojego odpowiednika w komdrkach. Znalezienie jej

inhibitoréw stanowi wiec zupetnie nowe wyzwanie badawcze [4].
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2.6. Inhibitory integrazy HIV

Integracja jest procesem, w ktérym uczestnicza elementy zréznicowane
pod wzgledem chemicznym. Sg to: enzym, jony metali dwuwartosciowych,
wirusowy DNA i DNA komoérki gospodarza. Zatrzymanie integracji wymaga in-
terwencji kolejnego elementu - inhibitora. Dotychczas zostato odkryte kilka
klas zwigzkdéw o dziataniu hamujgcym integraze HIV. Pod wzgledem celu dzia-
tania wyrdézni¢ mozna trzy podstawowe grupy. Sg to: ligandy DNA, ligandy
domeny C-kohcowej oraz zwiazki, ktore oddziatujg z domeng katalityczng in-
tegrazy [9]. Pierwsza grupa zawiera zwigzki, ktérych celem dziatania jest za-
blokowanie mozliwosci potaczenia sie integrazy z DNA wirusa poprzez oddzia-
tywanie z powtarzalng sekwencjg koncowg wirusa [41, 42]. Drugq grupe sta-
nowig zwigzki, ktére oddziatujg ze stosunkowo prosta domeng C-terminalng
[43]. Trzecia grupa inhibitoréw, ktére hamujg aktywnos¢ katalityczng integra-
zy poprzez oddziatywanie z jej domeng katalityczng, zawiera takie klasy zwigz-
kéw, jak (Rys. 2.8.):

- pochodne kwasu aurynotrikarboksylowego [22],
- pochodne kwasu cynamonowego (I),

- bis-katechole, flawony i flawonoidy [23, 24] (II),
- kurkumine [25],

- tyrfostyny (III) [26],

- lignanolidy (IV) [27],

- pochodne kumaryny [28],

- kozalany [29],

- tetracykliny (V) [30],

- pochodne hydrazyny (VI) [31],

- sulfony diarylowe (VII) [32],

- analogi kwasu cykoriowego (VIII) [33],

- pochodne B-diketokwasow (IX, X) [34, 35],

- pochodne styrylochinolinowe [36, 37].
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Wsrdod zwigzkow z ostatniej grupy mozna wyrdznic inhibitory selektywne,
hamujace tylko etap przeniesienia nici, oraz inhibitory nieselektywne, hamuja-
ce zarowno reakcje 3’-terminacji jak i etap przeniesienia nici. Do najwazniej-
szych grup inhibitorow, ktoérych aktywnosé wobec integrazy jest zwigzana ze
zdolnoscig do chelatowania jondw metali dwuwartosciowych, nalezg: pochodne
B-diketokwasdéw i analogi, pochodne 8-hydroksychinoliny, polifenole oraz inne
roznorodne zwigzki chemicznie [74 - 77]. Szeregi badanych inhibitoréw inte-
grazy omoéwiono wyczerpujgco w wielu publikacjach monograficznych [4, 5,

21, 89, 107]. Ponizej omdéwiono wybrane problemy hamowania integrazy.
2.7. Funkcje farmakoforowe

Obecnie nie jest znany szczegdétowy mechanizm blokowania aktywnosci
katalitycznej integrazy HIV. Mozna jednak wskazac¢ kilka przypuszczalnych
funkcji farmakoforowych. Sg to takie fragmenty molekularne jak: katechol
(A), kwas salicylowy (B), bis-amid (C), hydrazyd (D), a-alkoksykwas (E), B-

ketoenol (F) (Rys. 2.9.) [21]. Wszystkie te grupy wykazujg mozliwos¢ koor-

dynowania dwuwartosciowych jondw metali.

OH 0] 0]
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A B C
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Rys. 2.9. Funkcje farmakoforowe zwigzkdédw bedacych inhibitorami integrazy

HIV [21].
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2.8. Inhibitory integrazy HIV zawierajace motyw p-diketokwasu
B-Diketokwasy i ich pochodne (Rys. 2.10.) sg pierwszymi syntetyczny-
mi inhibitorami integrazy HIV o selektywnym dziataniu, hamujacym etap prze-
niesienia nici in vitro oraz in vivo w zainfekowanych komoérkach [9, 35, 90 -
94, 111]. Odkrycie wtasciwosci hamujacych aktywnos¢ katalityczng integrazy
HIV przez B-diketokwasy stato sie przetomem w badaniach nad poszukiwaniem
inhibitorow tego enzymu [60]. Dwa potencjalne leki o dziataniu hamujacym

integraze, ktére obecnie znajdujg sie w fazie badan klinicznych, stanowig wta-

$nie zwigzki z motywem B-diketokwasu.
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Rys. 2.10. Przyktadowe inhibitory integrazy HIV zawierajgce motyw B-diketo-

kwasu oraz jego modyfikacje [9].
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B-Diketokwasy charakteryzujg sie wysokg aktywnoscig antywirusowa,
dziatajag hamujgco na katalityczne witasciwosci integrazy w nanomolowych ste-
zeniach. Wartosci ICs, jednych z pierwszych inhibitorow o symbolach L-
708,906 (Rys. 2.11.) i L-731,988 (Rys. 2.12. a) wynoszgq odpowiednio 100
nM i 50 nM [35].

COOH

Rys. 2.11. Inhibitor o symbolu L-708,906 (IG5, = 100 nM).

a b
) / \ COOH )
N COOH
: J 0 0
(0] 0
(1) L-731,988 (2)
F IC;, = 50 nM

IC;, = 10 nM

NT XY
H |
N = 7
N
0] OH 0 OH
L-870,810 L-870.812
IC,, = 10 NM 1C,, = 15 nM

Rys. 2.12. Modyfikowanie struktury B-diketokwaséw [89].
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W wyniku modyfikacji czasteczek diketokwaséw otrzymano nowe inhi-
bitory, bardziej stabilne w procesach metabolicznych [95, 105]. Ewoluowanie
struktury nastepowato poprzez zastepowanie motywu B-diketokwasu przez -
diketon, naftyrydynoketon i ostatecznie zamieniajgc motyw 1,3-diketokwasu
na szkielet 8-hydroksy-1,6-naftyrydyny [80, 89]. Reprezentantem zmodyfi-
kowanych pochodnych amidowych naftyrydyny sg inhibitory o symbolach L-
870,810 i L-870,812 (Rys. 2.12. e, f). Zwigzek L-870,810, zawierajacy ugru-
powanie 8-hydroksy-1,6-naftyrydyno-7-karboksyamidowe, jest selektywnym
inhibitorem etapu przeniesienia nici i wykazuje wartos¢ ICso wynoszacg 10 nM.
Byt on jednym z pierwszych potencjalnych inhibitorow integrazy HIV, ktory
osiggnat pierwszg faze badan klinicznych. Jednak, ze wzgledu na obserwowang
toksycznos¢ u zwierzat, dalsze proby zostaty wstrzymane [9].

Innym B-diketokwasem, doprowadzonym do etapu badan klinicznych,
byt inhibitor o symbolu S-1360 (Rys. 2.13.). Zwigzek ten jest selektywnym
inhibitorem integrazy HIV w etapie przeniesienia nici. Wartos¢ ICs, omawiane-
go inhibitora w badaniach in vitro wynosi 20 nM. Grupa karboksylowa w cza-
steczce tego diketokwasu zostata zastgpiona izosteryczng grupg 1,2,4-triazo-
lowg. Ze wzgledu na obserwowane efekty uboczne po drugiej fazie préb kli-
nicznych dalsze badania tego inhibitora zostaty zawieszone [9]. Obecnie w fa-
zie badan przedklinicznych jest zwigzek o symbolu GSK-810871, bedacy mo-
dyfikacjq S-1360 [87].

Rys. 2.13. Inhibitor S-1360 (ICsq_ = 20 nM).

Obiecujacym inhibitorem reakcji przeniesienia nici jest zwigzek o sym-
bolu GS-9137 (JTK-303) (Rys. 2.14.) [56]. Wartos¢ ICs, tego inhibitora wy-
nosi 0,2 nM. GS-9137 jest pochodng kwasu dihydrochinolinokarboksylowego.

Zwigzek ten otrzymano poprzez modyfikacje czasteczek antybiotykéw chinolo-
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nowych [52]. Inhibitor GS-9137 znajduje sie obecnie w drugiej fazie badan
klinicznych. Dotychczasowe préby przebiegajg pomysinie [54].

.
HO/\¥‘“\\\
MeO N
PP OW
F 0O O

Rys. 2.14. GS-9137 (poprzednio JTK-303) - ICso = 0,2 nM.

Nowym zwigzkiem o budowie karboksyamidowej jest inhibitor MK-0518
(L-900612), ktérego wartos¢ ICgs w probach in vitro wynosi 33 nM (Rys.
2.15.) [55]. MK-0518 pomysinie przeszedt wczesniejsze préby kliniczne i

obecnie jest w trzeciej fazie badan klinicznych [51].

Rys. 2.15. Inhibitor MK-0518 (L-900612) — ICys = 33 nM.

2.9. Struktura czasteczek pB-diketokwasow a ich selektywnos¢ w ha-

mowaniu aktywnosci katalitycznej integrazy HIV

Inhibitory zawierajgce motyw B-diketokwasu hamujq reakcje przeniesie-
nia nici w zakresie stezern nanomolowych. Niektdre z nich sg réwniez aktywne
w etapie 3’-terminacji. Przyktadem takiego inhibitora jest zwigzek o symbolu
5-CITEP. Jest on inhibitorem opartym na motywie B-diketokwasu, w ktorym

grupa karboksylowa zastgpiona zostata grupg tetrazolowg [34]. Pierscien te-
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trazolowy jest uwazany za grupe izosteryczng dla grupy karboksylowej (Rys.
2.16.).

Rys. 2.16. Inhibitor o symbolu 5-CITEP (ICso = 0,42 uM).

Wartos$¢ ICsqo w etapie przeniesienia nici dla zwigzku 5-CITEP wynosi
0,42 pM. Oprocz reakcji przeniesienia nici 5-CITEP jest rowniez aktywny w
etapie 3’-terminacji - ICso dla tej reakcji wynosi 35 pM. W stezeniu, w ktdérym
5-CITEP hamuje obie reakcje katalizowane przez integraze HIV, inhibitor L-

708,906 jest aktywny jedynie w etapie przeniesienia nici (Rys. 2.17.) [95].

0] 0]
0]
COOH
@
L-708,906 5-CITEP
ICso 3'-terminacja >1000 35
(uM) przeniesienie nici 0,42 + 0,08 0,65 £ 0,19

Rys. 2.17. Porownanie aktywnosci inhibitoréw 5-CITEP i L-708,906 wobec in-

tegrazy HIV w reakcjach 3’-terminaciji i przeniesienia nici.

Zamiana grupy tetrazolowej na karboksylowg w zwigzku 5-CITEP nie
wptywa znaczaco na aktywnosé tak zmodyfikowanego inhibitora — oba zwigzki
wykazujg podobng aktywnosé w 3’-terminacji (Rys. 2.18.) [95]. Wynika stad,

ze funkcja kwasowa nie wptywa na rdéznice w selektywnosci, a wybiorcza ak-

26



tywnos¢ inhibitorow bedzie prawdopodobnie zdeterminowana przez czes¢ aro-

matyczng.

H

M

COOH
@) @)
Cl
5-CITEP

ICsp 3'-terminacja 35 65
(uM) przeniesienie nici 0,65 = 0,19 0,52 £ 0,10

Rys. 2.18. Porownanie aktywnosci 5-CITEP i B-diketokwasu, w ktérym uktad

tetrazolowy zostat zastgpiony grupg karboksylowg. Zamiana grup izosterycz-

nych nie ma wiekszego wptywu na aktywnosc.

5-CITEP i L-708,906 majq te samaq grupe funkcyjng 1,3-dioksonowgq, ale
réznig sie czescig aromatyczng i kwasowg. Oba zwigzki wykazujg rézng selek-
tywnoéé w hamowaniu reakcji katalizowanych przez integraze HIV. Swiadczy
to o odmiennym mechanizmie oddziatywania obu zwigzkéw z enzymem [95].

Modyfikacja zwigzku L-708,906 poprzez zastgpienie czesci aromatycznej
drugg grupg B-diketokwasowg prowadzi do nieselektywnego inhibitora, aktyw-
nego w etapie 3’-terminacji oraz w reakcji przeniesienia nici (Rys. 2.19.). Po-
chodne dwufunkcyjne B-diketokwaséw hamujg 3’-terminacje rownie efektyw-
nie jak 5-CITEP [95].

HO OH
o) @) @) o)

ICsp 3'-terminacja 7,8+ 2,2
(uM) przeniesienie nici 1,83 + 0,32

Rys. 2.19. Aktywnos$¢ dwufunkcyjnego B-diketokwasu w 3’-terminacji i reakcji

przeniesienia nici.
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Obecnos¢ grup elektroujemnych, takich jak halogen w czesci aroma-
tycznej 5-CITEP lub grupa karboksylowa dla dwufunkcyjnego B-diketokwasu
powoduje wzrost aktywnosci w reakcji 3’-terminacji, pozostajac bez wptywu na
aktywnos$¢ w hamowaniu etapu przeniesienia nici. Prawdopodobnie dwufunk-
cyjne pochodne diketokwasdw wigza sie zaréwno z centrum akceptorowym i
donorowym integrazy HIV. Pochodne jednofunkcyjne wigzg sie selektywnie
tylko z centrum akceptorowym, sg aktywne jedynie w reakcji przeniesienia

nici, a nie hamujq 3’-terminacji [95].

2.10. Mechanizm dziatania pochodnych B-diketokwasow

Inhibitory zawierajgce motyw B-diketokwasu wigzg sie z domeng katali-
tyczng integrazy i blokujg tym samym centrum aktywne, tworzone przez tria-
de aminokwasow DDE. Powoduje to zahamowanie katalitycznych wiasciwosci
integrazy [5]. Powszechnie przyjmuje sie, ze inhibitory te dziatajq poprzez
chelatowanie dwuwartosciowych kofaktoréw metalicznych, koordynowanych
przez centrum aktywne integrazy. Wchodzace w sktad czasteczek inhibitoréw
grupy B-hydroksyketonowa i B-diketonowa sg dobrze znanymi grupami koor-
dynujacymi jony metali [69]. Stwierdzono, ze hamowanie katalitycznej aktyw-
nosci integrazy zalezy od dwuwartosciowych kationdw metali [70]. Inhibitor,
chelatujac jony metalu, blokuje centrum aktywne, przez co uniemozliwia przy-
taczenie sie DNA. W konsekwencji przebieg reakcji przeniesienia nici jest nie-
mozliwy [4, 5]. Pod nieobecnos$¢ inhibitora wirusowy DNA po reakcji 3'-ter-
minacji jest przytaczany do integrazy. W takim stanie jest on gotowy do ataku
na wigzania fosfodiestrowe DNA gospodarza, czyli do ostatniego etapu integra-
cji. Rolg kationédw metali dwuwartosciowych jest utworzenie mostka koordyna-
cyjnego pomiedzy motywem DDE integrazy, donorowym DNA wirusa i akcep-
torowym DNA chromosomoéw komorki gospodarza. Inhibitor wbudowuje sie w
miejsce przeznaczone do potaczenia tancucha DNA z dwuwarto$ciowym jonem
metalu w centrum aktywnym integrazy, przez co zostaje ono zablokowane
(Rys. 2.20.). Motyw farmakoforowy diketokwasu maskuje jeden lub oba
dwuwartosciowe jony metalu [4, 5]. Inhibitor B-diketokwasowy moze przyta-
czy¢ sie do centrum akceptorowego tylko po 3’-terminacji. Przytgczenie inhi-

bitora blokuje stan przejsciowy, a makromolekularny kompleks integrazy z
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DNA zostaje ustabilizowany przed zajsSciem reakcji przeniesienia nici i kolejny

etap w integracji jest niemozliwy [85].

Adenina

Wirusowy DNA
(donor)

Reszty kwasowe
integrazy
(D64, D116, E152)

Rys. 2.20. Schemat prawdopodobnego wigzania czgsteczki inhibitora diketo-

kwasowego w centrum aktywnym integrazy. Proces ten uniemozliwia powsta-

nie kompleksu: integraza — kation dwudodatni — DNA [4, 5].

Opisana struktura krystalograficzna kompleksu domeny katalitycznej in-
tegrazy HIV z inhibitorem 5-CITEP wydaje sie jednak $wiadczyé o innym spo-
sobie oddziatywania inhibitora z integraza. Inhibitor ten wigze sie gtéwnie z
centrum katalitycznym integrazy, a dodatkowo tworzy liczne potaczenia z in-
nymi resztami aminokwasowymi, zwitaszcza z Lys-156, Lys-159 i GIn-148
(Rys. 2.21.) [34]. W przytaczaniu sie inhibitora 5-CITEP do reszt aminokwa-
sowych integrazy nie posredniczg kationy metalu, a sam inhibitor w obserwo-

wanym kompleksie nie powoduje istotnych zmian w biatku.
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Lys;sg

Glu, 5

Rys. 2.21. Kompleks integrazy HIV z inhibitorem 5-CITEP w centrum aktyw-
nym [34].

2.11. pB-Diketokwasy i ich pochodne jako ligandy w kompleksach z

dwuwartosciowymi jonami metali

B-Diketokwasy i ich pochodne wykazujg zdolnos¢ do kompleksowania w
roztworach jondw metali dwuwartosciowych. B-Diketokwasy (H.L) posiadajq
dwa centra koordynacyjne, zdolne do utworzenia komplekséw z réznymi jo-
nami metali. B-Diketoestry (HL) mogg koordynowac¢ jeden jon metalu tylko po
przeksztatceniu czesci estrowej w ugrupowanie keto - enolowe. W celu scha-
rakteryzowania zdolnosci koordynowania jondw metali przez B-diketokwasy i
ich pochodne otrzymano szereg komplekséw z wykorzystaniem wybranych
ligandéw (Rys. 2.22.) oraz takich jondéw jak: Mg®*, Mn?*, Ni**, Co**, Cu?*,
Zn?* [159]. Obie czasteczki modelowych B-diketokwasdéw H,L' i H,L® podczas
tworzenia kompleksdw jako ligandy zachowujg sie podobnie. Zastosowanym
rozpuszczalnikiem byta mieszanina wody i alkoholu etylowego (rozpuszczalniki
protonowe). W takich warunkach dominujacq forma B-diketokwasu jest forma
enolowa (powyzej 90 %). Czasteczka ligandu przed deprotonowaniem jest

prekursorem ligandu.
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3 4
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Rys. 2.22. Fragmenty czasteczek B-diketokwasow i B-diketoestrow zdolne do

chelatowania jonéw metali i wzory prekursoréow ligandéw wykorzystane do ba-

dania kompleksow [159].

Kompleksy z jonami Mn?*, Ni**, Co?*, Cu®** i Zn** otrzymano w reakcji z
octanem odpowiedniego metalu. Anion octanowy jest wystarczajgco zasadowy
do deprotonacji atomu wodoru z prekursora ligandu B-diketokwasowego. W
takich warunkach tworzg sie kompleksy o wzorze ogélnym ML:nH,0 (n = 0,5 -
4), ktére mogq by¢ tatwo wyizolowane z mieszaniny reakcyjnej, jako substan-

cje trudno rozpuszczalne (Rys. 2.23.) [159].

@) OH

1
ML-nH,O
= OH + M(CH,CO0), —— 3
Ar
ML-nH,0

© M = Mn(II), Ni(II), Co(II), Cu(II), Zn(II)

TR

Rys. 2.23. Otrzymywanie komplekséw B-diketokwaséw H,L' i H,L> z kationa-
mi: Mn®*, Ni**, Co®*, Cu*" i Zn** [159].
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W przypadku komplekséw z jonami magnezu reagentem zapewniajacym
deprotonowanie prekursora ligandu byt wodorotlenek magnezu (Rys. 2.24.).

Stosunek stechiometryczny ligandu do metalu w otrzymanych kompleksach

wynosi 1:1.
O OH 1
ML-nH,0
N_OH + MOH),  —— 3
Ar ML-nH,0
o)
M = Mg(II)
TRLNTRE

Rys. 2.24. Otrzymywanie komplekséw B-diketokwaséw H,L" i H,L> z kationami

Mg?* [159].

B-Diketokwasy H,L! i H,L®> moga chelatowaé jon metalu w dwdch miej-
scach koordynacyjnych. Sg to: fragment czasteczki z grupg hydroksylowg i
karboksylowg lub fragment acetylo - octanowy. Mozliwe jest rowniez utworze-
nie kompleksu o strukturze M,L,, w ktorym dwie czgsteczki ligandéw tworzg
dimer (Rys. 2.25.) [159].

0
Ar
M, Q = |
o oM oo M--0. O
/ \ / 07 /I \\ _::MI
ArM{O Ar‘)\)\[( O| 9] !
@) ) Ar = @)
@)
uktad hydroksykarbok- uktad acetylooctanowy dimer
sylowy (ML) (ML) (MaL,)

Rys. 2.25. Struktury otrzymanych komplekséw [159].

We wszystkich przypadkach sfera koordynacyjna metalu jest dopetnia-
nia przez czasteczki wody. Struktury wszystkich komplekséw zostaty potwier-
dzone badaniami spektroskopowymi oraz krystalograficznymi [159, 161].

Stwierdzono, ze w warunkach fizjologicznego pH, ktérego wartos¢ wynosi oko-
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to 7,5, uktadem dominujacym jest kompleks [Mg,L']**. Zwiazek o takiej struk-
turze otrzymano przeprowadzajac deprotonacje prekursora ligandu H,L' wo-
dorotlenkiem sodu. W reakcji otrzymania kompleksu, przy pH ustalonym na
7,5, zastosowano azotan(V) magnezu. W wyniku reakcji powstat biaty, bardzo
higroskopijny zwigzek o wzorze [Mg,L'](NOs). (Rys. 2.26.). Budowa tego
kompleksu zostata potwierdzona badaniami spektroskopowymi oraz krystalo-

graficznymi [159].

0 OH

(NN O Ha0), = (a0,

Htt O

Rys. 2.26. Otrzymywanie kompleksu B-diketokwasu H,L' z Mg(NOs), przy pH

wynoszgcym 7,5 [159].

Kompleksy estréw metylowych HL? i HL* z jonami magnezu zostaty
otrzymane przez reakcje wodorotlenku magnezu z metanolowymi roztworami
odpowiednich prekursoréw ligandow. W reakcji powstaty zwigzki o wzorze
ogolnym MgL,-2H,0, wyizolowane jako biate substancje state (Rys. 2.27.)
[159].

0 OH

Ar)%(ow'e + Mg(OH), — MgL, -2H,0
4

neht* O

Rys. 2.27. Otrzymywanie komplekséw B-diketoestrow HL? i HL* z kationami

Mg?* [159].

W kompleksach B-diketoestrow stosunek stechiometryczny metalu do li-
gandu wynosi 1:2. Dwie czasteczki B-diketoestru koordynujg jon magnezu po-
przez motywy B-ketoenolowe, a sfera koordynacyjna metalu jest dopetniona
przez dwie czasteczki wody (Rys. 2.28.). Taka struktura zostata potwierdzona

za pomocg badan spektroskopowych oraz krystalograficznych [159].
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Rys. 2.28. Struktura kompleksu MglL, [159].

Zwigzek 3’-Terminacja Przeniesienie nici
ICso (UM) ICso (UM)
HoL* >333 69 + 4
HL® >333 >333
H,L? 15 + 2 0,54 + 0,08
HL* 187 £ 6 48 + 4
MgL! >333 44 + 3
MnL! >333 42 + 4
NiL' 66 £ 5 31 +£2
Col! 50+ 9 5+3
Cul! 26 £ 5 11+ 3
ZnlL! 88 + 10 21+ 5
MgL? >333 >333
MgL? 6+ 1 0,26 + 0,04
MnL? 7+1 0,99 + 0,62
NiL’ 6+ 3 0,52 + 0,24
Col’ 9+4 0,72 £ 0,33
Cul’ 6+ 2 0,62 + 0,34
zZnL’? 6+3 0,74 £ 0,43
MgL* 203 + 32 8+ 1
[Mg;L'](NOs); >333 88 £ 5

Tabela 2.1. Aktywnos$¢ prekursoréw ligandéw i komplekséw wobec integrazy

HIV w warunkach analizy in vitro [159].

34



Prekursory ligandéw i otrzymane kompleksy poddano testom na hamo-
wanie aktywnosci katalitycznej integrazy HIV in vitro. Przebadano zdolnos¢
hamowania reakcji 3'-terminacji i etapu przeniesienia nici [159] (Tabela
2.1.).

2.12. Kompleksy pB-diketokwasow i ich pochodnych jako forma aktyw-

na inhibitoréw integrazy HIV

Za wyjatkiem jednego wszystkie testowane kompleksy wykazujg aktyw-
nos$¢ wobec integrazy HIV w zakresie stezen mikro- i nanomolowych. Znacznie
wieksza aktywnosc¢ tych zwigzkédw w reakcji przeniesienia nici, w poréwnaniu z
3’-terminacja, pokazuje ich selektywnos¢. Prekursory ligandow rdéznig sie ak-
tywnoscig wzgledem integrazy. Wynika to z budowy czesci aromatycznej i po-
twierdza znaczacy wptyw rodzaju piersScienia aromatycznego i jego pod-
stawnikdw na aktywnos$¢. Rozna aktywnos¢ prekursoréw ligandoéw, zalezna od
budowy czesci aromatycznej modelowych B-diketokwaséw, zasadniczo od-
zwierciedla sie na réznej aktywnosci komplekséw [159]. Kompleksy B-diketo-
kwasu H.L! z jonami Mg?*, Mn?*, Ni**, Co?*, Cu®**i Zn** wykazujq aktywnos$¢ w
reakcji przeniesienia nici z wartosciami ICsqg wynoszacymi od 5 do 44 uM, a w
etapie 3’-terminacji z wartosciami od 26 do 333 uM. Zwiazki te wykazujg rézng
aktywnos$¢ wobec integrazy w zaleznosci od rodzaju chelatowanego metalu.
Dla zwigzkéw, w ktdérych ligand H,L' jest kompleksowany przez jony Mg*",
Mn?* i Ni**, aktywno$¢ w etapie przeniesienia nici wynosi 31 - 44 pM. Dla
komplekséw tego samego ligandu z jonami Co?*, Cu®* i Zn?" nastgpit wzrost
aktywnosci, zwtaszcza dla kompleksu z kationem Co?*, dla ktdrego wartosé
ICso wynosi 5 uM dla reakcji przeniesienia nici i 50 uM w 3’-terminacji. Jest to
najlepszy wynik dla badanych komplekséw z niepodstawionym pierscieniem
aromatycznym [159]. Dla komplekséw B-diketokwasu H.L®> z jonami Mg?**,
Mn?*, Ni**, Co?*, Cu?* i Zn** wartosci ICso wynosza od 0,26 do 0,99 uM dla
etapu przeniesienia nici i od 6 do 9 uM w reakcji 3’-terminacji. Kompleksy, w
ktérych ligandem jest H,L3, wykazuja zblizong aktywno$¢ do aktywnosci pre-
kursora ligandu. Kompleks MgL® (ICs, = 0,26 uM w reakcji przeniesienia nici i
6 UM w 3’-terminacji) jest najbardziej aktywny ze wszystkich badanych zwigz-
kéw. Jest dwukrotnie bardziej aktywny niz prekursor ligandu. W przypadku

kompleksdw z ligandem H,L® obecno$é¢ réznych jondw metali nie wptywa zna-
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czaco na ich aktywnos¢ wobec integrazy [159]. Aktywnos$¢ kompleksow B-di-
ketoestréw HL? i HL* z jonami Mg?* jest zalezna od budowy czeéci aromatycz-
nej zwiazku, podobnie jak ma to miejsce w B-diketokwasach. Zwigzek HL? i
jego kompleks z jonem Mg?** nie sg aktywne wobec integrazy. W przypadku
kompleksu diketoestru HL* aktywno$¢ wobec integrazy w etapie przeniesienia
nici jest szesciokrotnie wieksza w poréwnaniu do prekursora ligandu estrowe-
go - wartosci ICsqg wynoszg odpowiednio 48 uM i 8 uM. W przypadku 3’-termi-
nacji aktywnos¢ kompleksu i prekursora ligandu nie zmienita sie [159]. W celu
wyjasdnienia, czy wzrost aktywnos$ci komplekséw B-diketokwasu H.L' z jonami
Ni**, Co%*, Cu?* i Zn** jest spowodowany obecnoscig wolnych jonéw metali lub
pofaczonych w kompleks z ligandem H,L!, zostaty przeprowadzone dodatkowe
proby. Miaty one na celu zbadanie wptywu obecnosci jonéw Ni**, Co?**, Cu?* i

Zn?* na aktywnos$c¢ zwigzku H,L! wobec integrazy w roztworze (Tabela 2.2.).

Zwigzek 3’-Terminacja Przeniesienie nici
ICso (UM) ICso (UM)
H,LY + (Ni**) 320 57
H,L! + (Co®*) 85 84
H,L' + (Cu?*) 235 46
H,L! + (Zn?*) >333 40

Tabela 2.2. Hamowanie aktywnosci katalitycznej integrazy HIV z dodatkiem

dwudodatnich jonéw metali w roztworze [159].

Z przeprowadzonych badan wynika, ze na aktywnos$¢ zwigzku wptywa
zaréwno rodzaj jondw metalu jak i cze$¢ aromatyczna diketokwasu [159].
Wartosci ICso w reakcji przeniesienia nici dla zwigzku H,L' w prébach w obec-
nosci jondw metali wynoszg od 40 do 84 uM i sq podobne do wartosci aktyw-
noéci komplekséw zwigzku H,L! z tymi kationami metali. W przypadku reakcji
3’-terminacji aktywno$¢ diketokwasu H,L' w obecnoéci jondw Ni**, Cu®* i Zn?*
jest rowniez podobna do aktywnoséci komplekséw H,L' z tymi kationami metali.
Jedynie w przypadku préby przeprowadzonej w obecnosci jonédw Co** aktyw-
no$¢ zwiazku H,L' znacznie roénie w reakcji 3’-terminacji, a warto$¢ ICs, jest
podobna do wartoéci aktywnoéci kompleksu H,L' z jonami Co®*. Taki wynik

moze Swiadczy¢é o wystarczajgcej stabilnosci kompleksu w roztworze, ktéry
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by¢ moze oddziatywuje z integrazg w formie trwatego kompleksu [159]. Kolej-
na préba miata na celu zbadanie, czy na aktywno$¢ zwiazku H.L' i jego kom-
pleksu z Mn?* wobec integrazy ma wptyw obecnoé¢ kationdw Co?* dodanych
do roztworu. Préby przeprowadzono w obecnosci jonéw Mn?* w warunkach, w
jakich normalnie przeprowadza sie badanie aktywnosci. W wyniku testu
stwierdzono, ze ligand H.L' wykazuje wzrost aktywnosci w obecnosci jonéw
Co?* tylko dla 3’-terminacji bez zmiany aktywnosci w etapie przeniesienia nici.
W przypadku kompleksu H,L' z jonami Mn?* po dodaniu roztworu jonéw Co?*
nastepuje wzrost selektywnosci w kierunku reakcji przeniesienia nici [159]
(Tabela 2.3.).

Zwiazek 3’-Terminacja Przeniesienie nici
ICso (UM) ICso (UM)
H,L! >333 69 + 4
MnL? >333 42 + 4
H,L! + (Co?*) 82+ 3 80 £ 4
MnL* + (Co?*) >333 <12

Tabela 2.3. Hamowanie aktywnosci katalitycznej integrazy HIV przez ligand

H,L' i kompleks H,L' z jonami Mn** w warunkach analizy (z Mn**) i po dodaniu

do roztworu jonédw Co?** [159].

Taki wynik reakcji mozna wyttumaczy¢ przez to, ze kompleks MnL! mo-
ze czedciowo koordynowac w roztworze inny jon (Co**), wskutek czego tworzy
sie ukfad z korzystng kombinacjg jonéw dwdch réznych metali (Mn?* i Co?") i
taki kompleks staje sie aktywny w reakcji przeniesienia nici.

Na podstawie badan stwierdzono, ze w warunkach pH wynoszacego 7,5
ligand H.L' w kompleksie z jonami Mg®* dominuje w postaci formy [Mg,L']**, a
ligand H,L® tworzy kompleks MgL?® (Mg.L,). Prawdopodobnie takie uktady wy-
stepujg w warunkach fizjologicznych. We wszystkich otrzymanych komplek-
sach stosunek stechiometryczny metalu do ligandu wynosit 1:1. Stechiometria
komplekséw w serii ML® jest podobna do dominujacej dla ligandu H,L® w roz-
tworze przy fizjologicznym pH. Dla serii otrzymanych komplekséw ML' ste-
chiometria nie odpowiada formie preferowanej przy pH wynoszacym 7,5

(IMg,L'1*"). Taka obserwacja moze wyttumaczy¢ wyzszg aktywno$é komplek-
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séw serii ML® [159]. W celu poréwnania z aktywnoscia wolnego ligandu H.L*
]2+

kompleks [Mg,L! zostat otrzymany w postaci azotanu(V). Podczas reakcji
jego otrzymywania utrzymywano warunki fizjologicznego pH réwnego 7,5.
Stosunek stechiometryczny magnezu do ligandu w kompleksie otrzymanym w

]2+

takich warunkach wynosi 2:1. Kompleks [Mg,L* i prekursor ligandu w wa-

runkach analizy in vitro wykazujg podobng aktywnos¢ wobec integrazy. War-

to$¢ ICso w reakcji przeniesienia nici dla kompleksu [Mg,L']**

wynosi 88 = 5
UM, a dla prekursora ligandu 69 £ 6 pM. Oba uktady sq nieaktywne w reakcji
3’-terminacji. Sugeruje to, ze dla prekursora ligandu H,L' w warunkach analizy
i w warunkach fizjologicznych aktywna forma bedzie kompleks [M,L']**. Ak-
tywna forma komplekséw, w ktérych ligandem jest B-diketokwas H.L! jest
prawdopodobnie [M,L!']?*, natomiast dla p-diketokwasu H.L® forma aktywng
jest ML? [159].

Struktura kompleksu determinuje aktywnos$¢ danego zwigzku. Zwigzki,
ktére majg podobne wiasciwosci fizykochemiczne mogq charakteryzowad sie
catkiem rdozng aktywnoscia. Wazny jest takze wptyw czesci aromatycznej B-
diketokwasu, ktéra poprzez efekty elektronowe moze modyfikowa¢ wartosé
statej kwasowej pK, odpowiedniego kwasu, bedacej najwazniejszym parame-
trem determinujgcym forme tworzonych komplekséw. Najlepszymi ligandami
prawdopodobnie bedg takie B-diketokwasy, ktére sg zdolne do tworzenia ukta-
du ML (M,L,) [159]. Odnosnie do B-diketoestrow, w warunkach fizjologicznych,
powstajq uktady ML* (1:1) i ML, (1:2). W kompleksach MgL,* i MgL,* stosunek
metalu do ligandu wynosi 1:2. W przypadku aktywnosci kompleksu MgL,* i
braku aktywnoséci kompleksu MgL,? duze znaczenie moga mie¢ wzgledy ste-
ryczne. W warunkach fizjologicznych, przy pH réwnym 7,5, powstajg przede
wszystkim takie kompleksy jak: Mg,L** i Mg.,L, (B-diketokwas H.L) oraz MgL" i
MgL, (B-diketoester HL) [159].

2.13. Pochodne 8-hydroksychinoliny jako inhibitory integrazy HIV

8-Hydroksychinolina jest znanym ligandem dla dwuwartosciowych jonéow
metali. Potencjalnymi inhibitorami integrazy HIV s polihydroksylowe pochod-
ne chinoliny, innych uktadéw azanaftalenowych oraz ftalimidowych (Rys.
2.29.) [9]. Opisane inhibitory integrazy HIV, oparte na pochodnych chinoliny,

sq zazwyczaj inhibitorami nieselektywnymi - wykazujg aktywnos$¢ zaréwno w
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reakcji 3’-terminacji, jak i w reakcji przeniesienia nici. Kilka z tych zwigzkéw
rowniez blokuje replikacje wirusa HIV w kulturach komoérkowych. Zwigzki te

czesto charakteryzuje niska cytotoksycznosc¢ [9, 124].
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Rys. 2.29. Pochodne chinoliny, innych uktadéw azanaftalenowych oraz ftali-

midowych o dziataniu hamujgcym integraze wirusa HIV [9].

Wazng grupg pochodnych chinoliny, wykazujgacych aktywno$¢ wobec
integrazy HIV, s styrylochinoliny (Rys. 2.30.) [36, 37, 79, 109]. Struktura
tych zwigzkow opiera sie na szkielecie zawierajgcym uktad chinoliny, potgczo-
ny z uktadem arylowym mostkiem dwuweglowym zawierajagcym wigzanie po-
dwdjne. Styrylochinoliny, w szczegdlnosci podstawione grupg amidowg, stano-
wig obiecujacg klase inhibitoréw integrazy HIV [36], w zwigzku z tym prowadzi

sie dalsze badania tego szeregu pochodnych.
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Rys. 2.30. Wzér ogdlny pochodnych styrylochinolinowych.

Analizujac zaleznosci pomiedzy strukturg i aktywnoscig (SAR), mozna
zauwazy¢, ze aktywnos$¢ pochodnych styrylochinolinowych jest zwigzana z
obecnoscig grupy karboksylowej w pozycji 7 i grupy hydroksylowej w pozycji 8
pierscienia chinolinowego. Zwigzki, ktére nie posiadajg takiego ugrupowania
podstawnikdw nie wykazujg aktywnosci. Zastgpienie pierscienia fenylowego
przez rozne pierscienie heteroatomowe lub zaburzanie rozktadu gestosci elek-
tronowej w podstawniku fenylowym ma jedynie ograniczony wptyw na aktyw-
nos$¢ wobec integrazy. Wysokg aktywnos¢ wobec integrazy wykazujg pochodne
zawierajqce grupy hydroksylowe w pierscieniu benzenowym. Obecnos$¢ grupy
karboksylowej jest decydujgca w aktywnosci danego zwigzku. Jej estryfikacja
prowadzi do otrzymania nieaktywnego zwigzku [175]. Najaktywniejszym inhi-
bitorem z grupy pochodnych styrylochinoliny jest zwigzek o symbolu FZ-41
(Rys. 2.31.) [37, 122]. Jest on aktywny zaréwno w etapie 3’-terminacji jak i
w etapie przeniesienia nici. Wartosci ICso dla obu reakcji wynoszg odpowied-
nio: 0,7 UM i 1,7 uM. Zwigzek ten obecnie znajduje sie w fazie testéw przed-

klinicznych.

Rys. 2.31. Inhibitor styrylochinolinowy o symbolu FZ-41.

Kwas 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowy (Rys. 2.32. a)
jest fragmentem molekularnym, ktory zawierajg wszystkie opisane styrylochi-
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nolinowe inhibitory integrazy HIV. Zawiera on motyw B-ketoenolowy, charak-
terystyczny zaréwno dla B-diketokwaséw, jak i styrylochinolin. Kwas ten jest
jednak nieaktywny w hamowaniu integrazy HIV w testach in vitro [37, 122].
Poprzez zmiane uporzadkowania podstawnikow kwasu 8-hydroksy-2-metylo-
chinolino-7-karboksylowego podjeto probe zwiekszenia aktywnosci zwigzanej z
tym fragmentem molekularnym. Kwasy 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-kar-
boksylowy (Rys. 2.32. c¢) i 5-hydroksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karbok-
sylowy (Rys. 2.32. d) wykazujg wiekszg aktywnos$¢ hamujacg wobec integra-
zy HIV w porédwnaniu z kwasem 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylo-
wym. Wartosci ICso omawianych zwigzkéw wynosza odpowiednio 47 i 42 uM.
Wynik aktywnos$ci hamujgcej wobec integrazy HIV dla kwasu 8-hydroksy-2-
metylo-5-nitrochinolino-7-karboksylowego (Rys. 2.32. b) w testach in vitro
jest niejednoznaczny. Spowodowane jest to staba rozpuszczalnoscig tego

zwigzku w $rodowisku badania in vitro [110, 112].
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Rys. 2.32. Fragmenty molekularne modyfikujgce kwas 8-hydroksy-2-metylo-
chinolino-7-karboksylowy [110, 112].

Powyzsze fragmenty molekularne mogg by¢ wykorzystane do zaprojek-
towania nowych inhibitorow integrazy HIV, ktére stanowig analogi zwigzku L-

870,810 oraz inhibitoréw styrylochinolinowych.
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2.14. Mechanizm hamowania katalitycznej aktywnosci integrazy HIV

przez styrylochinoliny

Dotychczasowe badania wykazaty, ze aktywnosc in vitro i ex vivo wobec
integrazy posiadajg pochodne chinoliny, ktére w czasteczkach w pozycji orto
wzgledem grupy hydroksylowej posiadajq grupe karboksylowg lub amidowg
[37, 100, 110, 112]. Taki ukfad jest niezbedny do wywotania aktywnosci po-
przez mozliwos$¢ koordynowania kationédw metali dwuwartosciowych, koniecz-
nych jako kofaktory w reakcjach katalizowanych przez integraze HIV. Dodat-
kowo na aktywnos$¢ potencjalnych inhibitoréw wplywa pierscien fenylowy z
grupg hydroksylowg przy C-4’ i hydroksylowg lub metoksylowg przy C-3’. Wol-
ne grupy hydroksylowe mogg by¢ konieczne dla przytaczenia sie inhibitora do
komorki lub wiriona [37, 100]. Prawdopodobny sposdéb wigzania czasteczki

pochodnej styrylochinoliny do integrazy HIV przedstawia rys. 2.33.

GLU-1352
I ASPB4

Rys. 2.33. Wigzanie czasteczki styrylochinoliny do centrum katalitycznego
integrazy HIV [37].

W centrum aktywnym integrazy HIV umieszczony jest kation Mg?*, kto-
ry jest koordynowany przez dwie reszty kwasu asparaginowego (Asp-64 i Asp-
116). W koordynowaniu jonu Mg*" przez czasteczke styrylochinoliny biorg
udziat grupy hydroksylowa i karboksylowa. Obecnos$¢ dodatkowego pierscienia

fenylowego wywotuje silne niespecyficzne oddziatywania, ktore odgrywajg
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wazng role w oddziatywaniu inhibitora z integrazg [37]. Oprécz kompleksowa-
nia jondw magnezu styrylochinoliny dodatkowo hamujg interakcje pomiedzy
integrazg, substratami komdrkowymi i powtarzalng sekwencjg koncowg geno-
mu wirusa HIV. Styrylochinoliny, w przeciwienstwie do selektywnych inhibito-
row etapu przeniesienia nici, zapobiegajg gromadzeniu sie DNA wirusa HIV,
ktéry nie moze zostaé zintegrowany. Ilos¢ wirusowego DNA w komérkach ule-
ga redukcji. Styrylochinoliny sg réwniez skuteczne w hamowaniu etapu trans-
lokacji kompleksu przedintegracyjnego do jadra komdérkowego [79, 82, 83].

2.15. Inhibitory integrazy HIV z innymi uktadami azanaftalenowymi
Podstawowym fragmentem molekularnym inhibitoréw integrazy HIV

opartych na pochodnych 8-hydroksychinoliny jest kwas 8-hydroksy-2-metylo-
chinolino-7-karboksylowy (Rys. 2.32. a).

3
a) R b) F\@\/ N XX
H |
R2 XX X N — =
R14©V | Nl "
N N\ O OH

5 on IC,, = 0,033 uM

H
<) Kj d) Os_ N_ _O

S
O77I>N
- o}
H N| b N YOS
H
N NP H I/ -
O OH
SN0 O OH
e) 2 f)
N N\H)J\N/
F o)
|
— N — —
Y N
O OH O OH
ICs, = 0,01pM IC, = 0,007puM

Rys. 2.34. Przyktadowe inhibitory integrazy HIV oparte na uktadzie 1,6-naf-

tyrydynowym [44 — 48].
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Strukture tego zwigzku przeksztatcano na rézne sposoby zamieniajac
grupe karboksylowg na bioizosteryczne pierscienie heterocykliczne lub modyfi-
kujac pierscien heterocykliczny chinoliny poprzez zamiane kolejnych atomoéw
wegla w pozycjach 4, 5 lub 6 na atomy azotu. W wyniku zamiany atomu wegla
W pozycji 6 na atom azotu otrzymano szereg inhibitorow integrazy HIV opar-
tych na ukfadzie 1,6-naftyrydynowym (Rys. 2.34.) [44 - 48]. Do tej grupy
zalicza sie réwniez wczesniej wspominane inhibitory L-870,810 i L-870,812.
Podstawiajgc atom wegla w pozycji 4 atomem azotu otrzymano inhibitory z
uktadem chinoksalinowym (Rys. 2.35.) [49, 50].
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Rys. 2.35. Przyktadowe inhibitory integrazy HIV obejmujace uktad chinoksali-
nowy [49, 50].
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Wynikiem zamiany atomu wegla w pozycji 2 na atom azotu jest inhibitor

z pierscieniem cynolinowym (Rys. 2.36.) [50].

Br o OQH
X
N
N
o OH

ICs, = 3,63 uM

Rys. 2.36. Inhibitor integrazy HIV zawierajacy pierscien cynolinowy [50].

W wyniku kolejnych modyfikacji fragmentu molekularnego kwasu 8-hy-
droksy-2-metylochinolino-7-karboksylowego otrzymano inhibitory z ukfadem
1,5-naftyrydynowym (Rys. 2.37. a). Inne przeksztatcenia struktury kwasu
polegajg na zamianie grupy karboksylowej na bioizosteryczne pierscienie he-
terocykliczne (Rys. 2.37. b) [9].

a) b) R2
Rl
RL@\/ N| N
=
0] = N
N
N—N  OH

Rys. 2.37. Inne modyfikacje obejmujace funkcje karboksylowg [9].

2.16. Poszukiwania aktywnych zwigzkéw - analizy in vitro

Opracowanie metod wysokowydajnych badan przesiewowych (High
Throughput Screening), w oparciu o analizy in vitro, pozwala obecnie na sys-
tematyczne poszukiwanie nowych aktywnych zwigzkéw [9, 10]. Do przepro-
wadzania tych analiz stosuje sie oczyszczong, rekombinowang integraze oraz
oligonukleotydy, jako substraty bedace odpowiednikami koncoéwek wirusowego

DNA. Metody in vitro pozwalajg badac trzy rodzaje aktywnosci integrazy: 3'-
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terminacje, reakcje przeniesienia nici oraz reakcje odwrotng, czyli dezintegra-
cje. Reakcje 3’-terminacji i przeniesienia nici wymagajgq zastosowania catej
czasteczki integrazy. W przypadku reakcji dezintegracji do jej przebiegu wy-
starczajaca jest wyizolowana domena katalityczna z centrum aktywnym inte-
grazy (Rys. 2.38.) [9].

HO#
¥ 3 -processing
e CAGT  —]
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::--1 strand transfer \
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?.j —_—

Rys. 2.38. Analizy in vitro pozwalajace sprawdzi¢ aktywnos¢ integrazy HIV w

katalizowanych reakcjach; 3’-terminacja: w obecnosci rekombinowanej inte-

grazy nastepuje obciecie 3’-konca krotkich oligonukleotydéw i uwolnienie

dinukleotydow: reakcja przeniesienia nici: integraza kieruje kowalencyjnym

przytaczeniem oligonukleotydéw do DNA tworzac diuzszy fragment, ktory mo-

ze byc¢ tatwo wykryty: dezintegracja: rozgateziony wirusowy DNA, bedacy sub-

stratem posrednim w_integracji_jest roztgczany przez integraze z odtworze-

niem DNA gospodarza [21].

Oczyszczona integraza posiada zdolnos$¢ ciecia nici DNA i przeprowadza-
nia reakcji tgczenia imitujgc tym samym integracje normalnie przebiegajacq w
komodrce. In vitro integraza obcina nukleotydy z korica nici modelowego DNA i
wbudowuje go do innego oligonukleotydu. W ten sposdb powstajg rozgatezione
produkty integracji. Obie reakcje sq szybkie, wygodne do prowadzenia i przy-
stosowane do wysokowydajnych badan przesiewowych, a ich produkty sg ta-

twe do wykrywania. Inhibitory, ktore taczg sie z centrum aktywnym integrazy
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wykrywa sie w reakcji dezintegracji. Analizy dezintegracyjne rowniez sg fatwe
do przeprowadzenia i stosuje sie je we wstepnym, szybkim poszukiwaniu ak-
tywnych zwigzkéw [61, 72, 168]. Testy in vitro majq jednak kilka ograniczen z
powodu nieco innego przebiegu reakcji obserwowanej w warunkach in vitro i
warunkach reakcji kierowanej enzymami fizjologicznymi. W warunkach in vitro
zdarzajq sie fatszywe wyniki pozytywne dla badanych zwigzkdéw, ktére nie
przenoszg sie na aktywnos$¢ antywirusowg. Wynika to stad, ze mimo iz synte-
tyczna integraza jest zdolna przeprowadzac in vitro reakcje przeniesienia nici i
3’-terminacji, nie koniecznie dziata tak samo w reakcjach przebiegajacych w
warunkach in vivo. Przykfadem moze by¢ rézna aktywnosé integrazy w obec-
nosci kationdw Mn?* i Mg?*. W reakcjach in vitro obserwuje sie wieksza aktyw-
no$¢ integrazy w obecnoéci jondw Mn?*, chociaz to kation Mg?* uwazany jest
za kofaktor fizjologiczny. Rowniez wiele zwigzkéw aktywnych w obecnosci ka-
tionu Mn?* okazuje sie nieaktywna w obecnosci jonu Mg?* [39, 40, 88].

W warunkach, odpowiadajgacych warunkom fizjologicznym, tworzy sie
kompleks integraza - jon metalu - DNA. Kompleks integrazy w obecnos$ci me-
talu moze by¢ tatwo wykrywany przez zastosowanie analizy opartej na tworze-
niu sie grupy iminowej (zasada Schiffa), ktora jest redukowana z uzyciem bo-
rowodorku sodu [9].

Inne metody badan polegajg na analizach z zastosowaniem kompleksu
przedintegracyjnego. Kompleks przedintegracyjny znajduje sie w cytoplazmie
zainfekowanych komoérek i zawiera integraze, wirusowe DNA oraz inne ele-
menty. Jest on odpowiedzialny za przeprowadzenie catego procesu integracji
nici wirusowego DNA w obecnosci jonéw Mg®*. Mozna go tatwo wyizolowaé ze
Swiezo zainfekowanych komodrek. Integracja in vitro, w ktdérej posredniczy
kompleks przedintegracyjny, przebiega bardzo podobnie jak w warunkach in
vivo. Zwigzki, ktére powodujg hamowanie reakcji 3’-terminacji i przeniesienia
nici, katalizowanych przez rekombinowang integraze, mogg okazac sie nieak-
tywne w integracji, w ktérej posredniczy kompleks przedintegracyjny. Uzywa-
jac kompleksu przedintegracyjnego w analizach aktywnosci integrazy mozliwe
jest doktadniejsze zidentyfikowanie nowych inhibitorow tego enzymu [9, 88,
169]. Pomimo duzej uzytecznosci analiz wykorzystujacych kompleks przedin-
tegracyjny w testowaniu nowych inhibitoréw, trudnosci podczas oczyszczania i
mata wydajnos¢ stanowig istotng niedogodnos¢ utrudniajgcq jej zastosowanie
w wysokowydajnych badaniach przesiewowych [35, 170 - 172].
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2.17. Aktywnos¢ antywirusowa - badania ex vivo

Aby inhibitor mégt staé sie czynnikiem terapeutycznym musi hamowac
namnazanie sie wirusa HIV w komorkach. Analizy oparte na aktywnosci anty-
wirusowej polegajg na inkubowaniu zainfekowanych komodrek z badanym
zwigzkiem i monitorowaniu namnazania sie nowych wiriondw. W celu kontroli
toksycznosci dodatkowo inkubuje sie prébke z niezainfekowanymi komédrkami
w obecnosci inhibitora oraz prébki z zainfekowanymi i niezainfekowanymi ko-
morkami. Z powodu wieloetapowego cyklu zyciowego wirusa wazny jest czas
inkubacji i czas dodawania poszczegdlnych substratow do badanej prébki. In-
hibitory proteazy sq aktywne po okoto 18 godzinach od infekcji, a inhibitory
integrazy wykazujg aktywnos¢ po uptywie 7 godzin od infekcji [9, 173, 174].

2.18. Badania kliniczne inhibitorow integrazy HIV

Zwigzki chemiczne wykazujgce aktywnosc in vitro i ex vivo wobec dane-
go czynnika chorobotwdrczego sg poddawane licznym badaniom laboratoryj-
nym. Celem tych préb jest okreslenie ich toksycznosci oraz wykazanie ewen-
tualnego dziatania kancerogennego. Pozytywne wyniki testéw laboratoryjnych
pozwalajg podda¢ zwigzek badaniom klinicznym. Badania kliniczne obejmujq
cztery fazy [127 a)]:

- I faza: podanie leku zdrowym ochotnikom w celu zbadania, czy wykazuje on
oczekiwane dziatanie oraz badanie sity leku, farmakokinetyki oraz dziatan nie-
pozadanych;

- II faza: obserwacja efektu dziatania leku na matej grupie pacjentéw i ustale-
nie wielkosci dawek terapeutycznych;

- III faza: podanie leku wiekszej grupie pacjentow i porownywanie efektu te-
rapeutycznego z wynikami leczenia innym dostepnym lekiem i z placebo, w
celu wykluczenia efektdw psychologicznych;

- IV faza: lek zostaje zarejestrowany i wprowadzony do sprzedazy, ale jest
pod szczegdlnym nadzorem zaréwno pod katem skutecznosci, jak i dziatan

niepozadanych.
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3. BADANIA WLASNE

3.1. Racjonalizacja projektowania lekow

Ogromne zapotrzebowanie na nowe zwigzki o potencjale terapeutycz-
nym oraz nowe generacje srodkéw leczniczych spowodowato znaczny rozwdéj
metod projektowania i poszukiwania lekow. Pomimo tego wcigz brakuje uni-
wersalnych technik, wiele odkry¢ nadal jest dzietem przypadku. Poszukiwanie i
projektowanie zwigzkéw chemicznych aktywnych biologicznie oraz ich komer-
cjalizacja ciqgle pozostaje ztozonym procesem. W przebiegu racjonalnego po-
szukiwania nowych lekdw mozna wyrdzni¢ kilka kluczowych etapéw. Pierw-
szym z nich jest okreslenie celu dziatania leku. Lek powinien charakteryzowacd
sie maksymalng selektywnoscig i specyficznoscig. Wptywa to na zmniejszenie
prawdopodobienistwa wystgpienia dziatan niepozadanych. Najwiekszym pro-
blemem jest znalezienie tak zwanej struktury wiodacej, zwigzku oddziatujace-
go z rozpoznanym miejscem dziatania leku. Pod pojeciem struktury wiodacej
kryje sie prototypowy zwigzek, wykazujacy pozadane wiasciwosci biologiczne i
farmakologiczne, ktéry jednoczes$nie moze posiadac wiele cech niepozadanych,
takich jak: duza toksycznos$¢, inna aktywnosc¢ biologiczna, staba rozpuszczal-
nos$¢ lub tez niekorzystny profil metaboliczny [133 a)]. Strukture wiodacg po-
szukuje sie wsréd: substancji pochodzenia naturalnego, zwigzkéw syntetycz-
nych, lekéw, a takze za pomocg metod projektowania wspomaganych kom-
puterowo, z wykorzystaniem technik magnetycznego rezonansu jadrowego
oraz w dostepnych bankach danych strukturalnych [127 b), 133 a)]. Po iden-
tyfikacji struktury wiodacej przystepuje sie do nastepnego etapu poszukiwan,
ktérym jest okreslenie funkcji farmakoforowej. Farmakofor stanowi zespot
jednostkowych cech strukturalnych, atomoéw i grup funkcyjnych odpowiednio
utozonych wzgledem siebie w przestrzeni, koniecznych w czasteczce leku, aby
miat on specyficzne dziatanie farmakologiczne. Wykorzystujac zgromadzone
informacje projektuje sie nastepnie zwigzki o korzystniejszych wtasciwosciach
terapeutycznych niz wybrana struktura wiodaca. W tym celu przeprowadza sie
roznorodne modyfikacje poprzez: wymiane podstawnikow, funkcjonalizacje,
powiekszanie czgsteczki, wydtuzanie lub skracanie tancucha, powiekszanie lub
zmniejszanie pierscienia, a takze jego wymiane lub kondensacje, stosuje sie

upraszczanie lub usztywnianie struktury czgsteczki. Przeprowadza sie réwniez
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analize zaleznosci pomiedzy strukturg i aktywnoscig. Do najbardziej uzytecz-
nych technik stosowanych w projektowaniu i poszukiwaniu lekéw nalezg: kry-
stalografia, spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego oraz spektro-
skopia mas. W projektowaniu nowych lekdéw bierze sie réwniez pod uwage
transport leku do celu molekularnego, a takze przemiany metaboliczne. Przed
przekazaniem nowego leku do testowania klinicznego okresla sie jego toksycz-
no$¢ oraz dziatanie kancerogenne w testach in vitro oraz in vivo. Ostatnim
etapem w drodze projektowania leku jest wprowadzenie go do badan klinicz-
nych [127 c)].

3.2. Metoda fragmentéw molekularnych i jej zastosowanie w projek-

towaniu lekow

Jedng z metod systematycznych badan w poszukiwaniu nowych lekéw
jest metoda fragmentow molekularnych. Opiera sie ona na zatozeniu, ze
optymalne potaczenie niewielkich czgsteczek, wykazujgcych niska aktywnos$c
wzgledem wybranego celu terapeutycznego prowadzi¢ bedzie do zwigzku o
wiekszej aktywnosci [176]. Przyktadem zastosowania metody fgczenia frag-
mentow molekularnych moze by¢ poszukiwanie inhibitoréw kinazy c-Src - en-
zymu nalezacego do grupy transferaz. Enzym ten bierze udziat w fosforylacji
biatek poprzez przeniesienie grup fosforanowych, a w terapii onkologicznej jest
celem dziatania lekéw. Rys. 3.1. przedstawia fragmenty molekularne niskiej
aktywnosci wzgledem tego enzymu. Ze zbioru 305 testowanych oksymoéw zo-
stato wybrane 37 takich czasteczek, z ktérych nastepnie utworzono biblioteke
ztozong z potaczonych w pary wytypowanych fragmentéw. Jeden z tak otrzy-
manych zwigzkéw wykazat wysokg aktywnos$é wobec kinazy, znacznie wyzszg
niz kazdy z pojedynczych fragmentow molekularnych oddzielnie. Dalsze bada-
nia zaleznosci pomiedzy strukturg i aktywnoscig (SAR) wykazaty, ze do wy-
wotania aktywnosci niezbedna jest funkcja farmakoforowa katecholu, a wzrost
ilosci jednostek metylenowych, taczacych oba fragmenty molekularne, powo-
duje spadek aktywnosci [177].
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Rys. 3.1. Zastosowanie metody fragmentéw molekularnych w poszukiwaniu

inhibitoréw kinazy c-Src.

Metoda fragmentéw molekularnych znalazta takze zastosowanie w bada-
niach nad nowymi lekami antyretrowirusowymi. W lekach z grupy inhibitoréw
proteazy HIV wystepuje wspdlny fragment hydroksypropylenowy. Fragment
ten stanowi baze, do ktorej przytacza sie inne fragmenty, optymalizujac cza-
steczke leku (Rys. 3.2.) [178].

Ditekiren

Rys. 3.2. Leki stosowane jako inhibitory proteazy HIV.
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3.3. Wymiana podstawnikow jako jedna z metod stosowanych w pro-

jektowaniu lekow

Jedng z innych szeroko stosowanych metod w projektowaniu nowego i
skuteczniejszego leku, o wyzszym powinowactwie do miejsca dziatania, jest
metoda polegajgca na wymianie podstawnikéw. Doswiadczenie wykazuje, ze
wymiana podstawnikéw czesto pozwala zoptymalizowa¢ czasteczke leku i do-
pasowac jg do miejsca dziatania [127 d)]. Niektore podstawniki alkilowe, np. w
eterach, aminach, estrach, amidach, mozna stosunkowo fatwo wymieni¢ na
inne. Wymiana podstawnikoéw alkilowych wchodzacych w sktad szkieletu we-
glowego czasteczki nie jest tatwa. W takim przypadku z reguty kazdy nowy
zwigzek wymaga innej drogi syntezy. Modyfikacje podstawnikéw alkilowych,
jak grupy: metylowa, etylowa, propylowa, butylowa, izobutylowa, tert-buty-
lowa, wykorzystuje sie w badaniach wptywu dtugosci i wielkosci tancucha na
stopien wigzania zwigzku w miejscu dziatania. Przyktadem czasteczki, dla kto-
rej uzyskano wzrost selektywnosci w oddziatywaniu na receptory adrenergicz-
ne poprzez wymiane grupy alkilowej jest izoprenalina, bedaca analogiem ad-
renaliny. W czasteczce izoprenaliny grupe metylowg zastgpiono grupq izopro-
pylowg. Zmiana ta spowodowata zwiekszenie selektywnosci izoprenaliny w od-
dziatywaniu z receptorami B-adrenergicznymi. Adrenalina wykazuje powino-

wactwo zaréwno do receptorow a- jak i B-adrenergicznych (Rys. 3.3.).

H H
a) 2 b) R
HO N HO N\
OH OH
HO HO
Izoprenalina Adrenalina

Rys. 3.3. Modyfikacja adrenaliny daje selektywny inhibitor receptoréw -ad-

renergicznych [127 d)].

W czasteczkach lekéw, ktdére posiadajq pierscien aromatyczny, stosun-
kowo fatwo mozna zmieni¢ miejsce podstawnika w pierscieniu. W przypadku,
gdy dotychczasowe potozenie podstawnika nie byto optymalne dla oddziatywa-

nia czasteczki leku z receptorem, zmiana potozenia podstawnika moze spowo-
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dowac uzyskanie zwigzku o wiekszej aktywnosci. Przyktadem mogg byc¢ po-
chodne benzopiranu, stosowane jako leki przeciwarytmiczne (Rys. 3.4.). Wy-
kazujg one najkorzystniejsze dziatanie, gdy podstawnik metanosulfonoamido-
wy jest przytgczony w pozycji 7 pierscienia aromatycznego benzopiranu [127
d)].

0
MeSO,NH

6

Y o)
8 NR

Rys. 3.4. Benzopirany.

Zmiana potozenia jednego podstawnika moze znaczgco wptynac¢ na wia-
sciwosci innego podstawnika. Jako przyktad mozna przytoczy¢ wptyw grupy
nitrowej w czasteczce aminy aromatycznej. Elektronoakceptorowa grupa ni-
trowa, przytaczona w pozycji para w pierscieniu aromatycznym, obnizy zasa-
dowos¢ aminy w znacznie wyzszym stopniu, niz grupa nitrowa usytuowana w
pozycji meta. Mniejsza zasadowos¢ grupy aminowej obnizy jej zdolnos$¢ do
przytgczania protonu i tym samym zmniejszy sktonnos¢ do oddziatywan jono-
wych w miejscu wigzania czasteczki. Efekt ten w istotny sposdb wptyngé moze
na aktywnosc¢ biologiczng zwiazku [127 d)].

3.4. Projektowanie nowych inhibitoréw integrazy HIV

Wazng grupgq inhibitoréw integrazy HIV sg zwigzki z szeregu pochodnych
B-diketokwasdw oraz pochodnych 8-hydroksychinoliny [111]. Obie grupy
zwigzkéw wykazujg wiasciwosci kompleksujace jony metali dwuwartosciowych.
Sadzi sie, ze zdolnos$¢ kompleksowania kationdw metali tgczy sie z aktywno-
$ciqg hamujacq wobec integrazy HIV wymienionych szeregéw pochodnych
[159]. Analizujac struktury obu klas zwigzkéw mozna zauwazy¢ pewne cechy
wspdlne. Poréwnujgc podzielone na segmenty struktury B-diketokwasu oraz
pochodnej 8-hydroksychinoliny mozna zauwazy¢, ze grupa karboksylowa B-
diketokwasu odpowiada pierscieniowi heterocyklicznemu chinoliny € (Rys.
3.5.) [110, 123, 179, 180]. Pierscienie heterocykliczne czesto stosuje sie jako

bioizostery grupy karboksylowej, poniewaz obecnos¢ tej grupy nie zawsze jest
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korzystna w czgsteczce leku ze wzgledow farmakokinetycznych. Pochodna chi-
nolinowa nie zawiera czesci hydrofobowej, ktérg w czasteczce B-diketokwasu

stanowi fragment aromatyczny A [146].
A B C

@}W\Yi@

) OH o) OH

HO > T

N\
N /s

Rys. 3.5. Odwrdécona superpozycja pochodnej 8-hydroksychinoliny i B-diketo-

kwasu. Grupa karboksylowa p-diketokwasu odpowiada heterocyklicznemu

pierscieniowi chinoliny [112, 180].

Czasteczki inhibitoréw integrazy HIV nalezgce do szeregu styrylochinolin
(np. FZ-41) powstaty z potaczenia dwoch fragmentéw molekularnych. Jednym
Z nich jest kwas 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowy (1). Zawiera
on charakterystyczny dla B-diketokwaséw uktad B-ketoenolowy, ktéry odpo-
wiada za chelatowanie kationéw metali dwuwartosciowych [122]. Kwas 8-hy-
droksy-2-metylochinolino-7-karboksylowy stanowi podstawowy fragment mo-
lekularny szeregu aktywnych inhibitoréw [36]. Fragment ten jako zwigzek jest
jednak nieaktywny wobec integrazy HIV w testach in vitro [37, 122]. Badania
wykazaty, ze modyfikacja fragmentu molekularnego kwasu 8-hydroksy-2-me-
tylochinolino-7-karboksylowego (1) poprzez zmiane uporzadkowania pod-
stawnikdw generowaé moze zwigzki o wyzszej aktywnosci wzgledem integrazy
HIV. I tak kwas 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowy (2) wykazuje
$rednig aktywnos¢ in vitro wobec integrazy HIV - warto$¢ ICso wynosi 47 uM
[112]. Rdznica w aktywnosci obu izomeréw moze wynikac z réznej kwasowosci
grup hydroksylowych. Kwasowos$¢ grupy hydroksylowej moze wptywaé na
zdolnos$¢ kompleksowania dwudodatnich jonéw metali [112, 146]. Oba kwasy
zostaty poddane funkcjonalizacji poprzez wprowadzenie grupy nitrowej, w wy-
niku czego otrzymano kolejne fragmenty molekularne. Wartosci aktywnosci
fragmentow molekularnych kwasow chinolinokarboksylowych i pochodnych

nitrowych przedstawia tabela 3.1.
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1 >100 3 OH 47
N
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Tabela 3.1. Aktywnos¢ fragmentow molekularnych kwasow chinolinokarbok-

sylowych i pochodnych nitrowych.

Fragmenty molekularne 1, 2, 3 i 4 wykorzystane zostaty do skonstru-

owania nowych potaczen analogicznych do zwigzku L-870,810 [110, 112].

3.5. Jednostka farmakoforowa odpowiedzialna za chelatowanie katio-

néw magnezu i manganu

Aktywnos¢ enzymow z grupy transferaz polinukleotydowych, do ktérych
nalezy integraza HIV, jest zalezna od dwuwartosciowych kofaktorow metalicz-
nych. W procesie oddziatywania czasteczki inhibitora z enzymem réwniez ko-
nieczny jest udziat jonéw metali dwuwartodciowych takich jak Mg?* lub Mn?*.
Sadzi sie, ze funkcjami farmakoforowymi czgsteczek inhibitoréw, odpowie-
dzialnymi za chelatowanie tych jondw, sg miedzy innymi ugrupowania ka-
techolowe i B-ketoenolowe (Rys. 3.6.) [126]. Ugrupowania takie wystepujg w
duzej liczbie inhibitorow integrazy HIV. Obie grupy sq zdolne do chelatowania
dwuwartosciowych kationéw metali. Mozna zatem przyjaé, ze tworzenie koor-
dynacyjnego kompleksu inhibitora z jednym lub dwoma dwudodatnimi jonami
metalu ma kluczowe znaczenie w hamowaniu katalitycznej aktywnosci integra-
zy HIV [69, 70, 85, 111].

™) Na szarym tle przedstawione sg zwigzki otrzymane w Zaktadzie Chemii Organicznej w ramach wczeéniej
prowadzonych prac badawczych.
) Otrzymany wynik jest niejednoznaczny.
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a) OH b) oH

L

Rys. 3.6. Katechol i B-ketoenol - funkcje farmakoforowe inhibitorow integrazy

HIV.

OH

3.5.1. Struktura funkcji farmakoforowej 3-ketoenolu

Fragment B-ketoenolu jest bardzo powszechny w chemicznie i struktu-
ralnie réznych czasteczkach, bedacych inhibitorami integrazy HIV [34, 35,
126, 131]. Motyw B-ketoenolu zawiera grupe hydroksylowga i grupe karbonylo-

wa w konfiguracji cis. Obie grupy s rozdzielone jednym atomem wegla.

a)
F

0 X
S-1360 O  OH L-870,810 0 OH
OH
OH
OH

o OH

Thalassiolin A

Rys. 3.7. Struktury przyktadowych inhibitoréw integrazy HIV opartych na

fragmencie B-ketoenolowym, w ktdorym; a) wszystkie atomy wegla sg alifa-

tyczne; b) karbonylowy atom wegla jest alifatyczny, pozostate aromatyczne;

c) wszystkie atomy wegla sg aromatyczne [126].
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Biorgc pod uwage rodzaj atoméw wegla (aromatyczny, alifatyczny)
zwigzki z fragmentem B-ketoenolu mozna podzieli¢ na trzy szeregi. Szereg
pierwszy obejmuje B-ketoenole (Rys. 3.7. a), drugi - pochodne a-acylofeny-
lowe (Rys. 3.7. b), a szereg trzeci zawiera czasteczki z motywem B-ketoenolu
zawartym w uktadzie bicyklicznym (Rys. 3.7. c) [126].

Analiza danych strukturalnych uwidocznita, ze mimo rdznic, zaréwno
pod wzgledem chemicznym jak i w budowie czasteczek, w wiekszosci B-keto-
enoli grupa hydroksylowa przybiera konformacje Z, ktéra jest stabilizowana
przez silne, wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe. W rezultacie powstaje

szesciocztonowy pseudopierscien =C-0O-H---:O=C-C (Rys. 3.8.) [126].

a
NPy 9y
0O O\H @) H/O O\H/O

E z

Rys. 3.8. Konformacje grupy hydroksylowej B-ketoenolu: a) konformacija E;

b) konformacja Z; c) wewnatrzczgsteczkowe wigzanie wodorowe w [B-keto-

enolu [126].

W szeregu zwigzkow, w ktérych wszystkie atomy wegla sqg alifatyczne
(jak w strukturze S-1360), wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe jest
bardzo silne. W sytuacji gdy karbonylowy atom wegla jest alifatyczny, a pozo-
state aromatyczne (jak w inhibitorze L-870,810), wewnatrzczasteczkowe wig-
zanie wodorowe jest nieco stabsze. Natomiast w szeregu, w ktédrym wszystkie
atomy wegla sgq aromatyczne (jak w czasteczce Thalassiolinu A) wewnatrzcza-
steczkowe wigzanie wodorowe jest najstabsze. W szeregu zwigzkéw o bardzo
silnym wewnatrzczasteczkowym wigzaniu wodorowym wystepuje najsilniejszy
efekt delokalizacji elektronow wigzan m. Wigzanie wodorowe jest wspierane
silnym efektem rezonansu oraz wewnatrzczgsteczkowym efektem przeniesie-
nia protonu. Z tego powodu pomiedzy czasteczkami z ugrupowaniem p-keto-
enolu prawie nie tworzg sie miedzyczasteczkowe wigzania wodorowe [80, 87,
126, 141]. Motyw B-ketoenolu posiada grupy zdolne do tworzenia wigzan wo-
dorowych z innymi donorami lub akceptorami. Moze on petni¢ role centrum

donorowego wigzan wodorowych poprzez grupe hydroksylowg lub centrum
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akceptorowego wigzan wodorowych poprzez atomy tlenu grupy karbonylowej i
hydroksylowej. Silna stabilizacja p-ketoenolu przez wewnatrzczasteczkowe
wigzanie wodorowe powoduje, ze tworzenie miedzyczasteczkowych wigzan
wodorowych z donorami i akceptorami jest mato efektywne [135]. Im silniej-
sze jest wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe w (B-ketoenolu, tym stab-
sze sg oddziatywania z innymi donorami i akceptorami. Oddziatywanie B-keto-
enolu z akceptorami wigzan wodorowych jest bardzo stabe, a w pierwszym
szeregu zwigzkéw, w ktérym wystepuje bardzo silne wewnatrzczasteczkowe
wigzanie wodorowe, prawie nigdy nie wystepuje. Oddziatywanie ugrupowania
B-ketoenolowego z donorami wigzan wodorowych nieco rézni sie w odniesieniu
do poszczegdlnych szeregow zwigzkdéw. Najsilniejsza tendencja do oddziaty-
wania z donorami wigzania wodorowego wystepuje w czasteczkach szeregu
drugiego. Sita oddziatywania donoréw wigzania wodorowego z akceptorowym
atomem tlenu grupy karbonylowej jest jednakowa we wszystkich szeregach, a
oddziatywanie z centrum akceptorowym grupy hydroksylowej jest znacznie sil-
niejsze w B-ketoenolach szeregu drugiego i trzeciego. Te mate réznice mogq
mie¢ duzy wptyw na farmakologiczne wtasciwosci czgsteczek poszczegdlnych

szeregdw zwigzkéw z motywem B-ketoenolu [126].
3.5.2. Struktura funkcji farmakoforowej katecholu

Ugrupowanie katecholu moze przyjmowac kilka konformacji w zalezno-

$ci od ukierunkowania grup hydroksylowych w przestrzeni (Rys. 3.9.).

H
a) | b) c) d) e)
@) ©:O\H @O\H O‘H O‘H
[ j: H [ j: H [ j: H
0 . 0~ 0” o}
H H
E,E Z,E Z,Z Z,Z-Cis Z,Z-trans

Rys. 3.9. Konformacje katecholu.

Rozwazania teoretyczne wykazaty, ze katechol przyjmuje wszystkie

mozliwe konformacje, ale przede wszystkim ukfady E,E i Z,E [132]. W konfor-
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merze E,E atomy wodoru grup hydroksylowych sa najbardziej oddalone od
siebie, a w konformerze Z,E pozycja jednej z grup hydroksylowych sprzyja
powstawaniu wewngtrzczasteczkowego stabego wigzania wodorowego pomie-
dzy grupami hydroksylowymi (stabszego niz w B-ketoenolach). Grupa hydrok-
sylowa w konformacji Z jest donorem, a grupa hydroksylowa w konformacji E
jest akceptorem wigzania wodorowego (Rys. 3.10.). Obecnos¢ wewnatrzcza-
steczkowego wigzania wodorowego powoduje wysokie ustabilizowanie struk-

tury i najwiekszg czestotliwos¢ wystepowania konformacji Z,E [126].

Rys. 3.10. Wewnatrzczgsteczkowe wigzanie wodorowe w ugrupowaniu ka-

techolu.

Ugrupowanie katecholowe moze odgrywac role zaréwno centrum dono-
rowego, jak i centrum akceptorowego wigzan wodorowych. Objawia sie ona w
zdolnosci katecholu do wykorzystywania obu grup hydroksylowych w tworze-
niu silnych, miedzyczasteczkowych wigzan wodorowych. Dane strukturalne
wskazujg, ze motyw katecholu w tworzeniu miedzyczasteczkowych wigzan
wodorowych bardziej efektywnie oddziatuje z akceptorami niz z donorami wig-
zan wodorowych. Wewnatrzczgsteczkowe wigzanie wodorowe w katecholu,
stabilizujgce konformacje Z,E, jest zbyt stabe, aby zablokowa¢ mozliwos¢ two-
rzenia wigzan wodorowych katecholu z donorami lub akceptorami wigzan wo-
dorowych. Powoduje to fatwe tworzenie wielu silnych, miedzyczasteczkowych

oddziatywan z udziatem motywu katecholowego [126, 134 - 136].
3.6. Koordynowanie jonow magnezu i manganu

Dla aktywnosci katalitycznej integraza HIV wymaga obecnosci w cen-
trum katalitycznym kationdw Mg?* lub Mn?*, przy czym jon Mg?* jest najbar-
dziej prawdopodobnym kofaktorem in vivo [85, 142 - 145]. W zaleznosci od

rodzaju jondw metalu konformacja centrum aktywnego integrazy HIV moze sie

59



réznic¢. Efekt ten ma wptyw na sposdéb oddziatywania inhibitora w centrum ak-
tywnym integrazy HIV [126]. Motywy katecholu i B-ketoenolu sa ligandami

dwukleszczowymi i tworzg stabilne kompleksy chelatowe z jonami metali

(Rys. 3.11.).
a)/ o, b) o..
o ©: M
—5 o"

Rys. 3.11. Oddziatywanie ligandéw z jonami Mg?* i Mn?*: a) geometria koor-

dynowania w_kompleksach B-ketoenolu; b) geometria koordynowania w kom-

pleksach katecholu.

3.6.1. Chelatowanie jonow magnezu i manganu w ukladzie p-keto-

enolowym

W oparciu o dostepne dane strukturalne komplekséw ligandu B-keto-
enolowego z kationami magnezu oraz kationami manganu na réznych stop-
niach utlenienia stwierdzono, ze dtugos¢ wigzan koordynacyjnych M::-O rosnie
w szeregu: Mn®**/Mn*", Mg?*, Mn?*. Wigzania M---O sg symetryczne w kom-
pleksach utworzonych z jonami manganu (Mn®*, Mn**/Mn*") i lekko asyme-
tryczne w kompleksach z kationami Mg?*. Diugo$¢ wigzania koordynacyjnego
Mn?*-.-O jest nieco wieksza niz dtugo$¢ wigzania Mg?*---O. Spowodowane jest
to wiekszym promieniem kationu Mn?* w poréwnaniu z jonem Mg®*. Na diu-
gos¢ wigzan koordynacyjnych w kompleksach ligandu B-ketoenolowego z ka-
tionami manganu wptywa stopien utlenienia jondw metalu. Ze wzrostem stop-
nia utlenienia jonu manganu wigzanie koordynacyjne staje sie krétsze. Kat
miedzy wigzaniami koordynacyjnymi w uktadzie O---Mg®*---O jest nieznacznie
wiekszy niz w przypadku O---Mn?*---O. Taki wynik sugeruje, ze koordynowanie
jonu magnezu moze powodowaé mniejsze naprezenia, niz chelatowanie jonu
manganu. W odniesieniu do stopnia utlenienia kationédw manganu kat miedzy
wigzaniami koordynacyjnymi w uktadzie O---Mn"*---O jest wiekszy dla kationow
Mn?* i maleje w przypadku jondw Mn**/Mn**. W przypadku fragmentu pB-keto-
enolowego geometria koordynowania kationdw metalu jest determinowana

przez rodzaj metalu, rozmiar jego jonu oraz stopien utlenienia [126].
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3.6.2. Chelatowanie jonéw magnezu i manganu w uktadzie katecholo-

wym

Na podstawie analizy dostepnych danych strukturalnych o kompleksach
kationdw magnezu oraz kationdw manganu na réznych stopniach utlenienia w
uktadzie katecholowym stwierdzono, ze podobnie jak w przypadku komplek-
sOw z ligandem B-ketoenolowym, wigzania koordynacyjne M---:O sg symetrycz-
ne w kompleksach utworzonych z jonami manganu (Mn?*, Mn**/Mn**) i asy-
metryczne w kompleksach z kationami Mg?*. Kat utworzony w ukfadzie
0---M---0 jest mniejszy w przypadku kationéw Mg** i Mn?*, a wiekszy dla jo-
néw Mn**/Mn**. W przeciwienstwie do komplekséw jonéw metali z ligandem f-
ketoenolowym, wartos$¢ kata koreluje z dtugoscig wigzania M---O. Stwierdzono
jednak, ze w przypadku komplekséw ligandu katecholowego z kationami me-
talu geometria koordynowania zalezy jedynie od stopnia utlenienia jondw me-

talu (Mn?*, Mn®**/Mn**), a nie zalezy od rozmiaru kationu metalu [126].

3.6.3. Selektywnos$¢ ugrupowania p-ketoenolowego i katecholowego w

tworzeniu potaczen koordynacyjnych z kationami magnezu i manganu

Motywy B-ketoenolowy i katecholowy tworzg kompleksy z jonami ma-
gnezu i manganu [126]. Moze sie wydawa¢, ze ligand B-ketoenolowy wykazuje
preferencje w chelatowaniu jondw manganu, z ktérymi tworzy przewazajacq
wiekszos¢ potaczen kompleksowych w poréwnaniu z katecholem. Jezeli jednak
wezmie sie pod uwage stopien utlenienia manganu okazuje sie, ze liczba two-
rzonych komplekséw z dwuwarto$ciowymi jonami Mg?* i Mn?* jest podobna. W
przypadku ligandu katecholowego znaczng przewage stanowig kompleksy z
udziatem kationdw manganu, zaréwno Mn?*, jak i jondw manganu na innych
stopniach utlenienia. [126]. Kationy magnezu i manganu sg chelatowane przez
polarne, donorowe atomy tlenu grupy hydroksylowej i karbonylowej w ligan-
dzie B-ketoenolowym lub dwoéch grup hydroksylowych w ligandzie katecholo-
wym. W kompleksach B-ketoenolu tworzy sie uktad szesciocztonowy, a w kom-
pleksach katecholu powstaje uktad pieciocztonowy. Chelatowanie jonéw man-
ganu zawsze prowadzi do utworzenia symetrycznych wigzan koordynacyjnych
Mn"*---O. W przypadku koordynowania jondw magnezu wigzania koordynacyj-

ne Mg®*---O majq tendencje do asymetrycznosci. Oba ligandy tworzg przewaz-
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nie kompleksy szesciokoordynacyjne [126]. Ukfad B-ketoenolu nie jest selek-
tywnym ligandem jonéw Mg?* i Mn?*, oba jony koordynuje réwnie chetnie. W
kompleksie B-ketoenolu z kationem Mg?** wystepujq najbardziej zlokalizowane
wigzania kowalencyjne we fragmencie O=C-C-C=C-0. Swiadczy to o tym, ze
jony Mg** tworzg kompleksy z forma B-ketoenolowa. Z kolei jony Mn?* przyla-
czajq sie do tautomerycznej formy diketonowej. Ligand B-ketoenolowy w kom-
pleksie z jonami Mn**/Mn** wykazuje czesciowa lub catkowita delokalizacje
elektrondw, co odpowiada enolanowej formie anionowej. Wynika stad, ze ro-
dzaj kationu przytaczonego do fragmentu B-ketoenolowego prawdopodobnie
wptywa na stan ligandu. Z uwagi na to, ze kation Mg?* jest kofaktorem fizjolo-
gicznym, przyjmuje sie, ze motyw B-ketoenolowy stanowi najaktywniejszg po-
stac inhibitora i ma najsilniejsze zdolnosci chelatujgce [126].

Katechol i p-ketoenol sq grupami stabilizowanymi przez wewnatrzcza-
steczkowe wigzania wodorowe. Sg one stabsze w katecholu i bardzo silne w (3-
ketoenolu. Wigzanie wodorowe jest kluczowym czynnikiem w selektywnym
oddziatywaniu biatka z ligandem. Struktura funkcji farmakoforowych katecholu
i B-ketoenolu, zdolno$¢ kompleksowania jonéw Mg** i Mn?* oraz oddziatywanie
z donorami i akceptorami wigzania wodorowego sg podstawowymi czynnikami
majgcymi zastosowanie w projektowaniu i optymalizowaniu inhibitoréw inte-
grazy HIV metodg fragmentdw molekularnych. Réznice w zdolnosci obu far-
makoforéw do odgrywania roli donora lub akceptora wigzan wodorowych
wptywaja na ich zdolno$¢ w kompleksowaniu jondw Mg®* i Mn?* oraz maja du-
ze konsekwencje dla procesu oddziatywania czasteczki inhibitora. B-Ketoenol
chelatuje jony Mg®* i Mn?* znacznie efektywniej niz katechol, ktéry z kolei jest
bardziej selektywny w koordynowaniu kationu Mn?* w pordwnaniu z jonem
Mg?*[126].

3.6.4. Solwatowane kationy metali jako centrum donorowe wigzan

wodorowych

Wszystkie kationy metali w roztworze wodnym sg otoczone czastecz-
kami wody. Liczba czasteczek wody zalezy od wtasciwosci danego kationu, a
wokot jonu centralnego mozna wyroézni¢ kilka warstw hydratacyjnych. Pierwsza
warstwa solwatacyjna jonow jest zwykle trwata i stabilna. Moze ona mieé

ksztat np. tetraedryczny (Li*) lub oktaedryczny (Mg?*, Co?*, Mn?*, Ni*")
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[116]. Wazng cechg wszystkich kationdw jest oddziatywanie tadunek - dipol z
czasteczkami wody w pierwszej warstwie solwatacyjnej. W wyniku tego od-
dziatywania catkowicie solwatowane kationy stajgq sie donorami wigzan wodo-
rowych. Jon Mg?* posiada trwatq pierwsza warstwe solwatacyjng i stosunkowo
wysoka gesto$¢ tadunku. Pierwsza warstwa solwatacyjna jonu Mg?* jest two-
rzona przez szes¢ czasteczek wody, ktore koordynujg kation w geometrii okta-
edrycznej (Rys. 3.12.) [116].

Rys. 3.12. Solwatowany kation magnezu.

Sposdb oddziatywania tadunek - dipol powoduje, ze czgsteczki wody sg
zorientowane atomami wodoru na zewnatrz. W ten sposdb solwatowany kation
Mg?* posiada 12 atomdéw wodoru w pierwszej warstwie solwatacyjnej i moze
odgrywac role centrum donorowego wigzan wodorowych. Podobna sytuacja
ma miejsce w przypadku kationu Mn?*, ktéry rowniez moze petni¢ role donora

wigzan wodorowych [116].

3.7. Funkcjonalizacja monoazanaftalenowych fragmentow molekular-

nych kwasoéw chinolinokarboksylowych

Fragment salicylowy jest funkcjg farmakoforowa wystepujaca w wielu
grupach inhibitoréw integrazy HIV. Obecnos¢ uktadu salicylowego w czgstecz-
kach inhibitoréw jest korzystna dla aktywnosci antywirusowej. Takie czasteczki

charakteryzuja sie niskg cytotoksycznoscig [21]. Dodatkowo grupe karboksy-
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lowg mozna podda¢ funkcjonalizacji w celu zoptymalizowania czasteczki inhi-
bitora. Stwierdzono, ze zwigzki z fragmentem salicylamidu tworzg bardzo upo-
rzagdkowane struktury z wewnatrzczasteczkowymi wigzaniami wodorowymi
(Rys. 3.13.) [57].

Rys. 3.13. Konformacje pochodnych salicylamidéw [57].

Pochodne salicylamidowe mogg utworzy¢ dwa rodzaje wewnatrzcza-
steczkowych wigzan wodorowych, a ich ukfad zalezy od wartosci pK,. Zmiana
uktadu wewnatrzczgsteczkowego wigzania wodorowego, potaczona z rotacjq i
przemieszczeniem grup funkcyjnych, spowodowana jest deprotonowaniem
grupy hydroksylowej [50, 58]. Podobne przemiany konformacyjne byty miedzy
innymi badane w aromatycznych amidach zawierajgcych szkielet salicylami-
dowy (Rys. 3.14.).

Rys. 3.14. a) Wewnatrzczasteczkowe wigzania wodorowe w czgsteczce sali-

cylamidu; b) Przegrupowanie uktadu wigzan wodorowych po deprotonowaniu

grupy hydroksylowej, ktére powoduje przemiane konformacyjng [57].

W badanym szeregu zwigzkédw grupa fenolowa tworzy wewnatrzcza-
steczkowe wigzania wodorowe: NH:--:OH i OH:--O=C (Rys. 3.14. a). Po de-

protonowaniu powstaty oksyanion fenolanowy wytwarza dwa wewnatrzcza-
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steczkowe wigzania wodorowe NH:--:O" (Rys. 3.14. b). Podstawnik N-tert-bu-
tylokarbamoilowy moze utworzy¢ dwa rozne typy wigzan wodorowych, co
oznacza, ze deprotonowanie grupy hydroksylowej indukuje zmiane konforma-
Cji potaczong z rotacjg o okoto 180° [57]. Grupa hydroksylowa petni role cen-
trum donorowego wigzania wodorowego, a anion fenolanowy posiada funkcje
akceptora wigzania wodorowego. W fenolu wewnatrzczasteczkowe wigzanie
wodorowe tworzy sie pomiedzy atomem wodoru grupy hydroksylowej, a ato-
mem tlenu grupy karbonylowej: OH:--O=C. Po deprotonowaniu grupy hydrok-
sylowej wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe w anionie fenolanowym
powstaje pomiedzy atomem wodoru przytaczonym do amidowego atomu azo-
tu, a oksyanionem: NH-:--O". Zwigzki zawierajagce motyw salicylamidu wykazujg
wiec mozliwos¢ zmian konformacyjnych potaczong z przegrupowaniem uktadu
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych. Zmiana uktadu wigzan wodo-
rowych jest wynikiem deprotonowania grupy hydroksylowej i stanowi site na-
pedowg przemiany konformacyjnej. Rbwnowaga tej przemiany zalezy od pK,
protonéw grup OH i NH [57, 58]. Amidowe pochodne kwaséw chinolino-
karboksylowych zawieraja w swojej strukturze fragment salicylamidowy (Rys.
3.15.).

a) R b) o OH

X R\N X
H

ZT
\
\

R'™ N N

0 OH R =H, NO, R
R' = alkil, aryl

Rys. 3.15. Struktury amidowych pochodnych kwaséw chinolinokarboksylo-

wych.

Wczesniejsze badania zaleznosci miedzy strukturg i aktywnoscig w gru-
pie amidowych pochodnych kwaséw chinolinokarboksylowych, bedacych po-
tencjalnymi inhibitorami integrazy HIV wykazaty, ze istotne znaczenie w ak-
tywnosci tych zwigzkdw moze odgrywac zdolnos¢ do tworzenia wewnatrzcza-
steczkowego wigzania wodorowego [110]._Inhibitory zawierajgce uktad nafty-

rydynowy, do ktdorych nalezy zwigzek L-870,810, mogg przyjmowac dwie kon-
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formacje z udziatem amidowego atomu wodoru jako donora, w zaleznosci od
miejsca powstania wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego (Rys.
3.16. a, b) [110]. Sposréd konformacji @) i b) pochodne amidowe kwaséw
chinolinokarboksylowych majg mozliwos¢ utworzenia tylko jednej konformacii,
posiadajacej wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe z udziatem atomu
azotu (Rys. 3.16. c) [110].

X=ClubN

Rys. 3.16. Konformacje zwigzkéw naftyrydyny (a, b) i pochodnych amido-

wych kwasow chinolinokarboksylowych (c€) [110].

Konformacje te wptywajg na ksztatt czasteczki potencjalnego inhibitora
poprzez inne pofozenie aromatycznej czesci hydrofobowej. Moze to powodo-
wac inne oddziatywanie inhibitora z receptorem, a powstawanie wigzania wo-
dorowego w czasteczce inhibitora moze wptywaé na aktywnos$¢ hamujacg wo-
bec integrazy [110]. Konformacje stabilizowane wewnatrzczasteczkowym wig-
zaniem wodorowym wplywajq na zdolno$¢ kompleksowania jonéw Mg®*. Naj-
bardziej prawdopodobnym sposobem kompleksowania kationu Mg** do cza-
steczki potencjalnego inhibitora jest koordynowanie go przez dwa atomy tlenu
(Rys. 3.17. a). Koordynowanie jonu Mg** przez atomy azotu i tlenu jest
znacznie mniej prawdopodobne z uwagi na niskg zasadowo$¢ amidowej pary
elektronowej atomu azotu (Rys. 3.17. b, ¢) [110]. Konforamacja taka prefe-
rowana jest w uktadzie naftyrydynowym (Rys. 3.17. a) przez dodatkowe wig-

zanie wodorowe.
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X=ClubN

Rys. 3.17. Wptyw konformacji stabilizowanych wewnatrzczasteczkowym wig-

zaniem wodorowym na zdolno$¢ kompleksowania jondw Mg?*.

Kationy metali majg duze znaczenie w metabolizmie komérkowym mi-
kroorganizméw. Oddziatywania jonéw metali w komdrkach mikroorganizméw
probowano wyjasni¢ miedzy innymi poprzez teorie miekkich i twardych kwa-
séw i zasad [125, 153]. Kationy Mg?* i Mn?* naleza do twardych kwaséw i da-
zg do oddziatywania z ligandami o podobnej twardosci. Amidy kompleksujg ka-
tion Mg?* przez atom tlenu. Atom tlenu w takim uktadzie odgrywa role zasa-
dowego centrum koordynacyjnego. Dodatkowo stwierdzono, ze kompleksowa-
nie jondw Mg?* odbywa sie na drodze oddziatywan elektrostatycznych [80,
125]. Taki mechanizm kompleksowania jondw Mg?* zostat zaproponowany dla
zwigzkéw z uktadem naftyrydynowym. Podobny mechanizm zaproponowano
dla kationéw Mn®* [80].

Wydaje sie, ze w Swietle powyzszej dyskusji oraz pracy [57] interpreta-
cje podang w publikacji [110] mozna rozszerzy¢é. W przypadku wystarczajaco
kwasnych fenoli pochodne kwasdéw chinolinokarboksylowych tworzy¢ bedq
konformacje przedstawiong na rys. 3.16. c. W wypadku fenoli o nizszej kwa-
sowosci tworzy¢ moze sie konformacja przedstawiona na rys. 3.18. a. Obie
konformacje (Rys. 3.16. ¢, 3.18. a) charakteryzujq sie silnym wewnatrzcza-
steczkowym wigzaniem wodorowym, ktére utrudnia kompleksowanie metali.
Unikalna budowa czasteczki naftyrydyny polega w tym wypadku na duzej kwa-
sowosci grupy hydroksylowej (intensyfikowanej elektronoakceptorowosciaq do-
datkowego atomu azotu), ktérej towarzyszy korzystna konformacja stabilizu-
jaca ugrupowanie B-ketoenolowe. W rzeczywistos$ci wzér czasteczki naftyry-
dyny (Rys. 3.16. a) powinien zosta¢ zapisany w postaci wzoru przedstawio-

nego na rys. 3.18. b.
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X=ClubN

Rys. 3.18. Konformacja pochodnych amidowych kwasdw chinolinokarboksy-

lowych utworzona w przypadku fenoli o nizszej kwasowosci (a); czasteczka 8-

hydroksynaftyrydyny o wysokiej kwasowosci grupy hydroksylowej (b).

W wypadku zwigzkdéw chinolinowych efekt wzmozonego kompleksowania
uzyska¢ mozna dla zwigzkéw z odpowiednio kwasnymi atomami wodoru grup
OH oraz NH. Omowione zaleznosci wykorzystano do zaprojektowania szeregu
nowych inhibitorow, w ktérych fenolowy atom tlenu pozbawiono atomu wodo-
ru, a amidowemu protonowi nadano wysokg kwasowos$¢ [113, 256]. Rzeczywi-
Scie zwigzki takie charakteryzujg sie aktywnoscig w zakresie stezenn nanomo-
lowych [113].

3.7.1. Nowe analogi amidéw kwasow chinolinokarboksylowych

W celu zbadania wptywu wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych
oraz podstawnikéw elektronoakceptorowych na aktywnos¢ inhibitoréw z grupy
amidowych pochodnych kwaséw chinolinokarboksylowych otrzymano szereg
zwigzkéw przedstawionych w tabeli 3.2. Na podstawie wczesniej przeprowa-
dzonych badan stwierdzono, ze obecnos$¢ podstawnika elektronoakceptorowe-
go w pozycji para do grupy hydroksylowej jest jednym z czynnikéow wptywaja-
cych na aktywnos$¢ pochodnych kwaséw chinolinokarboksylowych [146]. Ami-
dowe pochodne kwasu 5-hydroksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowe-
go wykazujg wartosci ICso rzedu 40 - 50 uM w aktywnosci wobec integrazy
HIV, podczas gdy pochodne amidowe kwasu 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-
karboksylowego sg nieaktywne. Obecno$¢ podstawnika nitrowego zwieksza
dziatanie hamujace amidéw wobec integrazy HIV. Grupa nitrowa jest podstaw-
nikiem elektronoakceptorowym i zwieksza kwasowos$¢ grupy hydroksylowej.
Efekt ten moze mie¢ duze znaczenie dla aktywnosci wobec integrazy. Amidy

kwasu 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowego sg nieaktywne, mimo
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ze sam kwas 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowy (3) jest srednio

aktywny (ICso = 47 puM). Amidowanie powoduje obnizenie kwasowosci grupy

hydroksylowej, a w czasteczce pochodnej amidowej kwasu 5-hydroksy-2-me-

tylochinolino-6-karboksylowego nie ma podstawnika bilansujacego taki efekt

[110, 146]. Ponadto po przeksztatceniu w amid zwigzek tworzy dodatkowe

wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe N-H---:O. Alkilowanie amidowego

atomu azotu blokuje mozliwos$¢ powstawania takiego wigzania wodorowego.

. IC50 . IC50
Nr Zwigzek Nr Zwigzek
2 [uM] % [uM]
(0] OH
N
la [Ho7 7 1 N > 1
a T >100 3c Fgﬂm >100
(0] OH
"\I HO\/\"\I x
1p |mo >100 | 4a | b.dp
(6] OH NO,
E OH O
Tl S
1c >100 8a P >100
(o] OH N
NO,
OH (0]
2a |y N b.d.® | 8b dﬁ*w“@ >100
(6] OH N/ F
N OH O
| .
2b | oM b.d.® | 9 N >100
(6] OH N O

™) Zwiazki przekazane do testdw na aktywnosé wobec integrazy HIV;
b. d. - brak danych.
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0O OH
HO\/\N x o)\o 0O
3a _ >100 9a ©fi\k >100
N N
HO\/\N N
3b \ P >100
N

Tabela 3.2. Aktywnosci in vitro otrzymanych pochodnych kwaséw chinolino-

karboksylowych.

Z drugiej strony, jezeli amidowy atom azotu bierze udziat w komplekso-
waniu jondw Mg?** to temu procesowi powinna sprzyja¢ zwiekszona zasado-
wosC¢ pary elektronowej atomu azotu. Efekt zwiekszenia zasadowosci pary
elektronowej atomu azotu mozna uzyska¢ wprowadzajgc do czasteczki elek-
tronodonorowg grupe alkilowg. Wprowadzony podstawnik 2-hydroksyetylowy
(-CH,-CH,-OH) posiada dodatkowy donor wigzania wodorowego, zdolny do
zaburzania uktadu wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych w czasteczce
amidu poprzez utworzenie dodatkowego wigzania —OH:-:N lub -OH::-:O=C i
zaburzenie konformacji (Rys. 3.19.) [146].

a) O OH b) O_H\
0] OH
h,N = |
II /
0L N

Rys. 3.19. Zakldcenie uktadu wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych w

czgsteczce amidu przez podstawnik 2-hydroksyetylowy.

Czasteczka amidu zmodyfikowana w ten sposdéb, zawierajgca grupe 2-
hydroksyetylowg oraz podstawnik nitrowy (Rys. 3.20.), jest aktywna wobec
integrazy HIV - wartos¢ ICsq dla tego inhibitora wynosi 0,5 uM. Zwigzek ten
jest znacznie aktywniejszy od wczesniej otrzymanych amiddéw, dla ktérych
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wartos¢ ICs, wynosita okoto 50 uM. Grupa 2-hydroksyetylowa moze dodatkowo
wspomagaé kompleksowanie kationdw Mg®*. Powstajace kompleksy miatyby
struktury podobne do komplekséw, w ktérych ligandami sg glikole polietyle-
nowe [146].

(@) OH
HO\/\N

Y

\

NO

Rys. 3.20. Zmodyfikowana czasteczka amidu, zawigrajgca grupe 2-hydroksy-

|
etylowg oraz podstawnik nitrowy (ICso = 0,5 uM)ﬁ) [146].

W tabeli 3.2. przedstawiono szereg zmodyfikowanych amidéw testuja-
cych omawiane powyzej efekty. Amidy 1a i 3a nie wykazujg aktywnosci wobec
integrazy HIV. Potwierdza to, ze obecnos$¢ elektronoakceptorowego podstaw-
nika w pozycji para do grupy hydroksylowej jest czynnikiem niezbednym w
celu wywotania aktywnosci zwigzku. Otrzymane amidy 1b, 1c, 3b i 3¢, ktore
nie posiadajg grupy nitrowej, a do amidowego atomu azotu dodatkowo przyta-
czona jest grupa metylowa s takze nieaktywne wobec integrazy HIV. Usunie-
cie podstawnika nitrowego oraz zablokowanie atomu azotu grupg metylowg
powoduje zanik aktywnosci amidowych pochodnych kwasdéw chinolinokarbok-
sylowych. Grupa metylowa moze réwniez stanowi¢ zawade steryczng utrud-
niajacq kompleksowanie kationdw Mg?*. Zwiazki 8a, 8b, 9 i 9a zaprojektowa-
ne zostaty przez zmiane uporzgdkowania podstawnikéw pierscienia chinolino-
wego. Uzyskane wyniki prowadza jednak do wniosku, ze przetestowane kie-
runki modyfikacji nie generujg zwigzkéw o obiecujgcej zdolnosci hamowania

integrazy HIV.

) A. Mencel; Synteza wybranych pochodnych kwasu 5-hydroksychinaldyno-6-karboksylowego jako poten-
cjalnych inhibitoréw integrazy HIV; Praca doktorska, Uniwersytet Slaski, Katowice, 2006.

71



3.8. Inhibitory integrazy HIV z izosterycznym ukladem diazanaftaleno-

wym - pochodne chinazolinowe

W poszukiwaniu nowych potencjalnych inhibitoréow integrazy wirusa HIV

otrzymano kilkanascie zwigzkéw z grupy styrylowych pochodnych chinazoliny

o budowie zblizonej do pochodnych styrylochinolinowych (Rys. 3.21.).

IC;, >100 M ICy, >100 pM

a) NN b) NN
M@\ E;[\/ P OCOCH,
N N
OCOCH, OCOCH,

c d)
) XN NN
N N
IC;, >100 pum OH IC;, >100 pM OMe
e) SV
©f\/ = OH
N

IC,, = 20,8 + 1,9 uM OH
f Sy 9) Sy
)\/\@\ NP OH
N N
OMe
IC,, >100 M OH OMe 1., >100 um OMe
h
) XN
N OH
N
OMe

OH

IC,, = 31,6 + 6,1uM

i) N i) XN
N
OH OH OH OH

IC,, >100 UM IC,, = 57,1+ 9,3 M

Rys. 3.21. Styrylowe pochodne chinazoliny jako inhibitory integrazy HIV

149].
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Inhibitory te wykazaty srednig aktywnos$¢ wobec integrazy HIV [149].
Powyzsze dane wskazuja, ze na aktywnos¢ przedstawionych inhibitoréw wpty-
wa obecnos¢ ugrupowania katecholowego. Zwigzki zawierajgce motyw ka-
techolu sg srednio aktywne wobec integrazy HIV. Czasteczki, w ktorych nie ma
ugrupowania katecholowego, badz jest ono zablokowanie w wyniku acylowania
sg hieaktywne. Katechol jest wazng funkcjg farmakoforowg wielu inhibitorow
integrazy HIV [130]. Aktywno$¢ wobec integrazy HIV przedstawionej grupy
zwiazkow byta badana w obecnoéci kationdw Mn?* [149].

3.8.1. Modyfikacje zwiaqzkoéw styrylochinazolinowych

Poréwnanie budowy styrylochinolinowych oraz styrylochinazolinowych
inhibitorow integrazy (Rys. 3.22.) pokazuje, ze zwigzki styrylochinolinowe
zawierajg dwie potencjalne funkcje farmakoforowe, zaréwno ugrupowanie ka-

techolowe, jak i funkcje B-ketoenolowg utworzong przez uktad salicylowy zwig-

zany z pierscieniem chinolinowym. Zwigzki styrylochinazolinowe zawierajq je-

b) XN
M@%
N
OH

Rys. 3.22. Budowa styrylochinolinowych (a) oraz styrylochinazolinowych (b)

dynie funkcje katecholowa.

a)

HO

inhibitoréw integrazy wirusa HIV.

Formalnie konstrukcje tych grup inhibitorow zilustrowaé mozna naste-

pujacym schematem fgczenia fragmentéw molekularnych (Rys. 3.23.):
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Rys. 3.23. Schemat taczenia fragmentéw molekularnych w konstruowaniu

styrylochinolinowych oraz styrylochinazolinowych inhibitoréw integrazy HIV.

Wydaje sie, ze korzystnie na aktywnos$c¢ zwigzkdw chinazolinowych wo-
bec integrazy HIV mogfaby wptynaé¢ obecnosc¢ uktadu salicylowego. Fragment
salicylowy tatwo kompleksuje kationy metali. Jednym z pierwotnych celéw
obecnej pracy byfa synteza pochodnych styrylowych opartych na fragmencie
molekularnym kwasu 8-hydroksy-2-metylochinazolino-7-karboksylowego
(Rys. 3.24. a). Zwigzki te zostaty zaprojektowane jako analogi wczesniej opi-
sanych inhibitoréw opartych na ukfadzie chinolinowym, zawierajace ukfad dia-
zanaftalenowy (Rys. 3.24. b). Opisane zaleznosci miedzy strukturg i aktyw-
noscig wskazujg, ze obecnos¢ uktadu salicylowego w czasteczce inhibitora in-

tegrazy HIV jest korzystna dla aktywnosci antywirusowej.
a) o N
N\
HOOC N
OH

R = -H, -OH, -OCH,, -Cl, -Br

Rys. 3.24. Projektowane inhibitory styrylochinazolinowe (a), jako analogi po-

chodnych styrylochinolinowych (b).
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Kwas 8-hydroksy-2-metylochinazolino-7-karboksylowy jest zwigzkiem,
ktéry nie zostat opisany w literaturze. Okazato sie jednak, ze przeprowadzone
proby otrzymania omawianego kwasu metodg Kolbego - Schmidta poprzez
karboksylowanie 8-hydroksy-2-metylochinazoliny (20) za pomoca gazowego
dwutlenku wegla badz dwutlenku wegla w postaci suchego lodu nie dajg ocze-
kiwanego rezultatu (Rys. 3.25.). Analogiczny kwas 8-hydroksy-2-metylochi-
nolino-7-karboksylowy (1) otrzymuje sie przez karboksylowanie 8-hydroksy-
2-metylochinoliny [223, 224].

N
N KOH SN co, N
Syl P e .
- i g7
N/ lub t-Buli N HOOC N
OH - reakcja nie zachodzi OH

Rys. 3.25. Proby otrzymania kwasu 8-hydroksy-2-metylochinazolino-7-kar-

boksylowego.

W literaturze patentowej opisana jest metoda otrzymania kwasu 8-hy-
droksychinazolino-7-karboksylowego [119, 120], nie zawierajgcego podstaw-
nika metylowego w pozycji 2 (Rys. 3.26.). Synteza prowadzona jest w wa-

runkach wysokiego ciSnienia 2 MPa w temperaturze 200 °C.

XN SN co, N
_— T _—
N~ N P HOOC N
OH

OK OH

Rys. 3.26. Synteza kwasu 8-hydroksychinazolino-7-karboksylowego [120].

Problemy syntetyczne z otrzymaniem kwasu 8-hydroksy-2-metylochina-
zolino-7-karboksylowego zmodyfikowaty wstepne zatozenia pracy.

Tabela 3.3. przedstawia modyfikacje chinazolinowego fragmentu mo-
lekularnego otrzymane w celu przetestowania ich powinowactwa do integrazy

wirusa HIV. W drugiej czesci tabeli przedstawiono przyktady zwigzkéw china-
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zolinowych opartych na tych fragmentach molekularnych. Zawierajg one wy-
brane funkcje farmakoforowe obecne w opisanych inhibitorach integrazy HIV.

Niestety wiekszos¢ testowanych zwigzkdw nie wykazata aktywnosci wobec in-
tegrazy.

ICso

. . IC50
Nr Zwigzek Nr Zwigzek
a [uM] a

[uM]

(0]
NH ’.'I O,N Pz
10a N2 bd] | 24a O&LJ\A@ b. d.¢

10b N b o | 24p OZNO%NQ >100
Y N/)\ F

0 (0]
O,N OH
OH N 2 N
10c N b d® | 24c @5:\ >100
N
N/)\
0 OH O
_H = X
11 N >100 | 25a | >100
/)\ N N 0
y e
Ci
12 SN >100

Tabela 3.3. Modyfikacje chinazolinowych fragmentéw molekularnych przez

wymiane podstawnikow (10a — 12) oraz wybrane konstrukcje potencjalnych
inhibitoréw (24a — 25a).

™) Zwiazki przekazane do testdw na aktywnosé wobec integrazy HIV;
b. d. - brak danych.
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3.8.2. Nowe polihydroksylowe pochodne styrylochinazolinowe

Analizujac struktury inhibitoréw integrazy HIV mozna zauwazy¢, ze wie-
le czasteczek zawiera ugrupowania polihydroksylowe [24, 29, 129]. Anali-
zowane wczesniej inhibitory, bedace styrylowymi pochodnymi chinazoliny, po-
siadajg ugrupowanie katecholowe [149]. Dodatkowo aktywnosci sprzyja obec-
no$¢ podstawnika elektroujemnego, np. chloru [115]. Kierujac sie powyzszymi
faktami otrzymano szereg polihydroksylowych styrylowych pochodnych z ukta-
dem chinazolinowym. Otrzymane pochodne oraz zwigzki z zablokowanymi

grupami hydroksylowymi przedstawione sq w tabeli 3.4.

. IC50 . IC50
Nr Zwigzek Nr Zwigzek
A [uM] A [uM]
o Cl
CﬁLN”H ococH, ’.'I ©5§N OCOCH,
11b N/V\i:[‘m”a b. dlb | 12b N*/\(im’“ b. d.*”
OCOCH, 0OCOCH,
o Cl
_H
N SN
@5& _ OCOCH, . @5\/ _ OCOCH, .
11c N b.d.® | 12c N b. d.®”
0COCH, 0COCH,
0COCH, OCOCH,
o Cl
&N/H OCOCH, ©5§N OCOCH,
11d /Vjij b.d.®” | 12d /*/jij\ b. d.®”
CH,0CO OCOCH, CH,0CO OCOCH,
f al
&N/H OH N
. N OH .
11le NM\@:OH b. d.( ) 12e N/ _— OH b. d.( )
OH on
o al
N NN
11f FNF oH| b.d. | 12f NS o | b.d.”"
OH OH
OH OH

™) Zwiazki przekazane do testdw na aktywnosé wobec integrazy HIV;
b. d. - brak danych.
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Cl
©5LN/H OH
N SN OH N
11g ij\/j\ b.d.™ | 12g % b. d.®
HO OH
HO OH

Tabela 3.4. Acylowane i polihydroksylowe styrylowe pochodne z uktadem chi-

nazolinowym.

3.8.3. Wplyw zasadowosci chinolinowego atomu azotu w pierscieniu

azanaftalenowym na aktywnos$¢ wobec integrazy HIV

Tabela 3.5. przedstawia kilka modyfikacji 8-hydroksychinazolinowego

fragmentu molekularnego.

. IC50 . ICSO
Nr Zwigzek Nr Zwigzek
a [uM] a [uM]
NHCOCH,
N
| * S
2 = >1 22 >1
0 N 00 H,COCHN N/)\ 00
OH OCOCH,
NO, 0
\N NN
21 >100 23 >100
/)\ H,COCHN N/)\
O,N N i
OH

Tabela 3.5. Wybrane modyfikacje fragmentu molekularnego 8-hydroksychi-
nazoliny.

Zwigzki 20, 21 i 22, zawierajace ukfad chinazolinowy, modyfikujacy
wczesniej opisane chinolinowe fragmenty molekularne, nie sq aktywne wobec
integrazy HIV, podobnie jak ich analogi chinolinowe. Inna sytuacja ma miejsce
w przypadku 7-acetamido-2-metylochinazolino-5,8-dionu (23). Pomyst mody-
fikacji 8-hydroksy-2-metylochinoliny do pochodnej 2-metylochinolino-5,8-
dionu (26) (Rys. 3.27. a) opiera sie na idei radykalnego usuniecia labilnego
kwasnego protonu grupy hydroksylowej. Jezeli obecnos$¢ wigzan wodorowych
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rzeczywiscie utrudnia hamowanie integrazy HIV modyfikacja taka powinna ge-
nerowac zwigzki o zwiekszonej aktywnosci. Rzeczywiscie 7-acetamido-2-me-
tylochinolino-5,8-dion (28) (Rys. 3.27. c) wykazuje S$rednig aktywnos$¢ wo-
bec integrazy HIV (wartos¢ ICso dla tego zwigzku wynosi 77 uM). Jeszcze lep-
sze wyniki daje dalsza modyfikacja zwigzku 26. 7-Cynamoiloamino-2-metylo-
chinolino-5,8-dion (29) (Rys. 3.27. d) okazat sie najaktywniejszgq pochodng
zaprojektowang i otrzymang w Zaktadzie Chemii Organicznej o aktywnosci ICsq
= 0,3 pMP) [113, 147].

a) 0 b) 0
AN 0 N
H,N N N N
26 H 27
0 0
IC., = 166 uM IC., = 90 uM
c) ) d) @)
0 N 0 N
= —
/U\H N X N o
o 28 0
IC, = 77HUM IC,, = 0,3uM
e) Q f) o
0 | SN 0 X
M A _
N N
H 23 H
o 5 30
IC;, > 100 puM IC;, > 100 uM

Rys. 3.27. Poréwnanie aktywnoéci analogéw chinolinodionu.[]’
i

Inaczej jednak niz 7-acetamido-2-metylochinolino-5,8-dion (28) zwig-

zek 23 nie jest aktywny (Rys. 3.27. e). Jedyna rdéznica pomiedzy zwigzkami

) B. Podeszwa; Synteza wybranych pochodnych 7-amino-2-metylo-5,8-chinolinodionu w poszukiwaniu
nowych inhibitorow integrazy HIV; Praca doktorska, Uniwersytet Slaski, Katowice, 2006. Na szarym tle
przedstawione sg zwigzki otrzymane w Zaktadzie Chemii Organicznej w ramach wczesniej prowadzonych
prac badawczych.
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23 i 28 sprowadza sie do obecnosci drugiego heterocyklicznego atomu azotu.
Obecnoscig drugiego atomu azotu ttumaczy¢ nalezy brak aktywnosci zwigzku
23 w porownaniu do zwigzku 28. Poréwnujgc inne analogi chinolinodionu
mozna zaobserwowaé, ze 7-amino-2-metylochinolino-5,8-dion (26) (Rys.
3.27. a) wykazuje niskg aktywnos¢ wobec integrazy HIV (wartos$¢ ICsq tego
zwigzku wynosi 166 uM), a funkcjonalizacja grupy aminowej powoduje znacz-
ny wzrost aktywnosci [113]. Wartosci ICs, wynoszg odpowiednio dla 7-
propionoiloamino-2-metylochinolino-5,8-dionu - 90 uM (27) (Rys. 3.27. b), a
dla 7-acetamido-2-metylochinolino-5,8-dionu - 77 uM (28) (Rys. 3.27.c). Z
kolei 7-aminochinolino-5,8-dion (30) (Rys. 3.27. f) podobnie jak zwigzek 23
nie jest aktywny wobec integrazy HIV [147]. Tak wiec, brak grupy metylowej
W pozycji 2 pierscienia heterocyklicznego prowadzi do zaniku aktywnosci. Taki
kierunek zmian aktywnosci badanych pochodnych prowadzi do wniosku, ze
wyzszej aktywnosci sprzyja obecnos¢ elektronodonorowej grupy metylowej w
pozycji 2. Jej brak podobnie jak obecnos¢ elektronoakceptorowego heterocy-
klicznego atomu azotu w pozycji 3 powoduje spadek aktywnosci.

Wydaje sie wiec, ze na aktywnos¢ zwigzkéw z uktadem azanaftaleno-
wym, poza innymi elementami budowy, duzy wptyw moze mieé¢ zasadowosé
heterocyklicznego atomu azotu w pozycji 1, ktéra zalezy od charakteru pod-
stawnikOw pierscienia heterocyklicznego. Zaréwno brak podstawnika metylo-
wego, jak i obecnos¢ drugiego atomu azotu dziata w kierunku obnizenia zasa-
dowosci chinolinowego atomu azotu. Z drugiej strony stwierdzono, ze styrylo-
chinolinowe inhibitory integrazy HIV wystepujg w postaci jondw obojnaczych
(zwitterjondéw) [109].

3.8.4. Inne modyfikacje uktadu chinazolinowego

W tabeli 3.6. zestawiono kilka pochodnych ilustrujacych inne modyfika-
cje uktadu chinazolinowego. Otrzymane pochodne styrylochinazolinowe 11Kk i
11n nie wykazujg aktywnosci wobec integrazy HIV. Spowodowane jest to naj-
prawdopodobniej brakiem w strukturze czasteczek fragmentéw zdolnych do

kompleksowania jondw metali dwuwartosciowych.
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. IC50 . IC50
Nr Zwigzek Nr Zwigzek
2 [uM] 2 [uM]
cl
0 )-{ H\ (o]
Ny A NN OMe
11a &M@Mb b. d[p 5 % b. d.¢
N
(0] o
H O,N _H
N~ OMe \Q\)LN
11k @5& _ >100 | 14a M\@( b. d.®”
N OMe
0
_H
N Br
11n % >100

Tabela 3.6. Pochodne styrylochinazolinowe.

3.8.5. Fragment chinazolinowy jako element farmakoforowy inhibito-

row integrazy HIV

W oparciu o szereg otrzymanych zwigzkdw chinazolinowych stwierdzi¢
mozna, ze fragment molekularny chinazoliny, w poréwnaniu do fragmentu mo-
lekularnego chinoliny, nie stanowi obiecujgcego motywu pozwalajgcego na

wzrost aktywnosci hamowania integrazy wirusa HIV.

3.8.6. Nowa koncepcja projektowania potencjalnych inhibitorow inte-

grazy HIV zawierajacych ukiad chinazolinowy

W najnowszej literaturze opisano B-diketokwasy zawierajgce w struktu-
rze heterocykliczny pierscien pirymidyny lub puryny. Zwigzki te stanowig nowy
szereg potencjalnych inhibitoréw integrazy wirusa HIV, wykazujgc aktywnosé
zaréwno w procesie 3’ terminacji jak i w etapie przeniesienia nici (Rys. 3.28.)
[261 - 266].

™) Zwiazki przekazane do testdw na aktywnosé wobec integrazy HIV;
b. d. - brak danych.
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a) OH O 0O b) OH O 0 F
HO X " HO N z
; | f@ | L
N 0 N 0

3,7 (3'P) M 4,1 (3'P) uM

0,2 (ST) uM < 0,6 (ST)uM
F

c) OH (0] (0] d) OH (0] (0]
HO S H N S
| N" N | N
(0] N/&Q \ﬁN N/go
10 (3'P)uM 17 (3'P)uM
0,5 (ST)um 3(ST)um

f) OH 0 O
HO ~
N \/P\ | N
/§ Ho ©H /g
N N
> 333 (3'P)uM
OH O 20,2 (ST) uM

62 (3'P) uM
51 (ST)uM

g) OH O
\ |
OH N \N)
100 (3'P)uM

10 (ST)uM

Rys. 3.28. Inhibitory integrazy wirusa HIV z heterocyklicznym pierscieniem

pirymidyny lub puryny [261].

Przeprowadzone badania wykazaty, ze na aktywnos$c¢ tych zwigzkéw
wptywa obecnosé hydrofobowych grup benzylowych przytaczonych do atoméw
azotu w pozycjach N-1 i N-3 oraz motyw [-diketokwasu (w postaci dominuja-
cej formy enolowej) w pozycji C-5 [261]. Ugrupowania pirymidyny, puryny
oraz chinazoliny zawierajq podobny uktad diazaaromatyczny (Rys. 3.29.).
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a) @ b)(::ENj c) @(:/)N

Rys. 3.29. Porownanie ukfadéw azaaromatycznych pirymidyny (a), puryny

(b) i chinazoliny (c).

W oparciu o powyzsze dane zaprojektowano nowy szereg potencjalnych
inhibitorow integrazy wirusa HIV z ukfadem chinazolinowym. Wzory kilku za-

projektowanych nowych zwigzkéw przedstawia rys. 3.30.

a) OH O 0 b)
HO
N N
\{H\éﬁf‘\ HO
0 PS
N o}
c) OH O 0
0 PS
N o}

Rys. 3.30. Przykiady zaprojektowanych potencjalnych inhibitoréw integrazy

wirusa HIV z uktadem chinazolinowym.

3.9. Przeciwnowotworowa aktywno$¢ pochodnych styrylochinazoli-

nowych
Nowotwory to grupa chordb charakteryzujaca sie nietypowym i niekon-

trolowanym podziatem komoérek. Ich leczenie jest jednym z najtrudniejszych

problemoéw wspdtczesnej medycyny. Przyczyny powstawania choréb nowo-
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tworowych nie zostaty w petni wyjasnione, mata jest réwniez skutecznosc sto-
sowanych dotychczas sSrodkéw terapeutycznych. Wzrost zachorowalnosci na
nowotwory jest dodatkowym bodzcem do poszukiwan nowych sposobdéw zwal-
czania chordb nowotworowych [148]. Jednym z kierunkdéw poszukiwania lekow
przeciwnowotworowych jest projektowanie zwigzkdw o strukturach zblizonych
do pirymidyn i puryn, ktore uczestniczg w biosyntezie DNA. Zwigzki te, zali-
czane do grupy chemoterapeutykéw, znane sg pod nazwg antymetabolitéw,
poniewaz przeszkadzaja w tworzeniu lub wykorzystaniu normalnego metabo-
litu komorkowego [133 b)]. Pochodne chinoliny stanowig ciekawg grupe
zwigzkdédw o potencjalnym zastosowaniu w terapiach przeciwnowotworowych.
Ostatnio opisano na przyktfad w tym kontekscie pochodne lawendamycyny oraz
pochodne chinolino-5,8-dionu [117, 118]. Aktywnos$¢ antyproliferacyjng tych
zwigzkoéw stwierdzono miedzy innymi wobec komérek rakowych biataczki [257,
258], komdrek nowotworowych A549 [259] oraz komdrek nabtoniaka nerko-
wego u szczurow [260]. Okazuje sie jednak, ze pochodne lawendamycyny
oraz chinolino-5,8-dionu sg zwigzkami o silnej aktywnosci cytotoksycznej, a
ich selektywnos$¢ wzgledem komodrek nowotworowych jest stosunkowo niewiel-
ka [260]. Mimo tego pochodne chinoliny stanowig wazng grupe zwigzkéow w
poszukiwaniu potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych [260]. Tabela 3.7.
przedstawia wyniki badan aktywnosci antyproliferacyjnej szeregu pochodnych
chinoliny (31 - 42) wobec komérek nowotworowych nabtoniaka nerwowego.
Pochodne chinolino-5,8-dionu nie wykazujg w tym przypadku aktywnosci
(zwigzek 33) lub charakteryzujg sie jedynie niskg aktywnoscig (zwigzek 32)
[255].

(T7)

. ! IC : - E: 1€
Nr ZwigzeK P P Nr Zwigzek™ >0
azeH] [uM] a [uM]

\

12a cl 0,58 37 >6,25
|
SN OMe o N

™) Na szarym tle przedstawione sg zwiazki otrzymane w Zaktadzie Chemii Organicznej w ramach innych prac
badawczych.
) I1Cso > 6,25 UM - zwigzek nieaktywny, ICso < 6,25 uM - zwigzek aktywny
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31 0,77 38 >6,25

32 0 4,26 39 >6,25
S Qs L
r N
\O N O OH
(0]
33 0 >6,25 40 >6,25
0} N H D
/lLH N/ F/©/v o) OH
34 >6,25 41 >6,25
F\©v N . A
N _ N N/
O OH " O/v © O
35 >6,25 42 >6,25

36 SO;H >6,25 42 S0;H >6,25

OH OH

/JJ\\/ I\
23 ] =S
H;OCHN%(LN/)\ b. d
(0]

Tabela 3.7. Aktywnosc¢ przeciwnowotworowa syntezowanych zwigzkow.

Ciekawym kierunkiem modyfikacji jest zastgpienie pierscienia chinolino-

wego chinazolinowym. W tym ostatnim obecny jest uktad heterocykliczny dia-

") Zwigzek przekazany do testéw na aktywno$é antyproliferacyjna;
b. d. - brak danych.
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zaaromatyczny, przypominajacy pierscien pirymidyny, puryny lub uracylu
(Rys. 3.31.). Rosnace komorki nowotworowe, budujgc materiat genetyczny,
poszukujg miedzy innymi takich sktadnikdéw. Faktycznie jedna z testowanych
pochodnych chinazoliny 12a wykazata wysoka aktywnosé przeciwproliferacyj-
ng w stosunku do ludzkich nowotworowych komodrek nabtoniaka nerwowego -

wartosc ICso wyniosta 0,58 uM.

0
a) b)
@N | NH
N/) H/J%o

Rys. 3.31. Poréwnanie chinazoliny (a) i uracylu (b).

Innym interesujgcym efektem jest obecnos¢ atomow chloru w obu wy-
sokoaktywnych zwigzkach, bedacych styrylowymi pochodnymi chinoliny (31) i
chinazoliny (12a). Dotychczas przetestowano niewielkg liczbe zwigzkéw. Nie
upowaznia to do przedstawiania generalnego obrazu zaleznosci pomiedzy
strukturg i aktywnoscig. Uzyskane wyniki umozliwity jednak zaprojektowanie
nowego szeregu potaczen, ktdre obecnie syntezowane sg jako cele kolejnej

generacji potencjalnych efektorow o dziataniu antyproliferacyjnym (Rys.

3.32.).
Cl
a) b)
SN SN
% %
N N
R R
Cl
c) d)
NN SN
g7 = / =
N N
R R
OH OH
R =2-OH, 3-OH, 4-OH
2-Cl, 3-Cl, 4-Cl

2-Me, 3-Me, 4-Me
2-OMe, 3-OMe, 4-OMe

Rys. 3.32. Zaprojektowane pochodne styrylochinazolinowe o potencjalnej ak-

tywnosci antyproliferacyijnej.
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4. OMOWIENIE PRZEPROWADZONYCH SYNTEZ

4.1. Synteza zwigzkow zawierajacych ukiad chinolinowy

4.1.1. Kwas 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowy i kwas 8-
hydroksy-2-metylo-5-nitrochinolino-7-karboksylowy

Kwas 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowy (1) otrzymano w
reakcji karboksylowania 8-hydroksy-2-metylochinoliny metoda Kolbego -
Schmidta [223, 224]. Na sol potasowg 8-hydroksy-2-metylochinoliny (1)

dziatano gazowym dwutlenkiem wegla (Rys. 4.1.).

A co, X
—
DMF
N HOOC N
OH ok 1’ OH 1

Rys. 4.1. Otrzymywanie kwasu 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylo-
wedo.

Kwas 8-hydroksy-2-metylo-5-nitrochinolino-7-karboksylowy (2) otrzy-
mano w wyniku reakcji nitrowania kwasu 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-
karboksylowego (1) (Rys. 4.2.) [146, 147]. Mieszanine nitrujqcq wkraplano
do roztworu substratu w lodowatym kwasie octowym. Nastepnie po kilkumi-
nutowym ogrzewaniu zawartosc kolby przelano do zlewki z zimng wodg i odsa-
czono wytrgcony osad kwasu 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowe-

go.
NO,

A HNO,, H,SO, X

CH,COOH
HOOC N ’ HOOC N

2
OH 1 OH

\

Rys. 4.2. Nitrowanie kwasu 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowego.
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Wydajnosci reakcji oraz temperatury topnienia otrzymanych kwasow
przedstawia tabela 4.1.

Temperatura top- - }
Nr Zwigzek nienia (literaturowa | Wydajnosc reakcji
2 temperatura top- [%]
nienia) [°C]
X
| 206 - 208
1 | HoOC N 21
OH (207 - 208) [223]
NO,
N 260 rozktad
? = 42,5
HOOC N (260) [147]
OH

Tabela 4.1. Kwas 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowy i kwas 8-

hydroksy-2-metylo-5-nitrochinolino-7-karboksylowy.

4.1.2. Amidy kwasow 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowe-

go i 8-hydroksy-2-metylo-5-nitrochinolino-7-karboksylowego

Amidy mozna otrzymaé w reakcji halogenkéw acylowych z amoniakiem
lub aminami. Amidy s takze produktami acylowania amin bezwodnikami kwa-
sowymi, estrami lub kwasami karboksylowymi. Bezposrednia reakcja amin z
kwasami karboksylowymi nie prowadzi jednak do otrzymania amidow. Jest
ona mozliwa w obecnosci odczynnikéw utatwiajacych kondensacje grupy kar-
boksylowej z grupg aminowg [233 - 251]. Amidy 1a - 1c, 2a i 2b kwasow 8-
hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowego (1) i 8-hydroksy-2-metylo-5-
nitrochinolino-7-karboksylowego (2) otrzymano w reakcji kondensacji odpo-
wiedniego kwasu z aming (Rys. 4.3.). W reakcjach otrzymywania amidow
zastosowano N,N-dicykloheksylokarbodiimid (DCC), jako odczynnik umozli-

wiajacy kondensacje kwasu i aminy.
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Rl

HOOC N7

OH
1lub 2

R
SNH DCC
R CH.,CI, R’
R! = H, NO,
R2 = H, CH,

Rl

O OH

la - 1c, 2a, 2b

Rys. 4.3. Otrzymywanie amidow kwaséw 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-

karboksylowego i 8-hydroksy-2-metylo-5-nitrochinolino-7-karboksylowego.

Reakcja byta prowadzona w bezwodnym chlorku metylenu. Catos$¢ po-

czatkowo mieszano w temperaturze 0 °C, a nastepnie w temperaturze pokojo-

wej. Produkt reakcji przemywano roztworem wodoroweglanu sodu, woda i ete-

rem dietylowym [110, 128]. Otrzymane powyzszg metodaq nowe pochodne

amidowe przedstawia tabela 4.2.

. Temperatura top- | Wydajnos¢ reakcji
Nr Zwiazek nienia [°C] [%]
1a |no " 228 - 229 78,5
(0] OH
\
b |Ho7 7 228 36
(0] OH
.
QL
1c Il 242 41,5
NO,
234 - 235
2a Ho/\/N 63
gy rozktad
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2b | = 220 - 222 89

Tabela 4.2. Amidy kwaséw 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowego i

8-hydroksy-2-metylo-5-nitrochinolino-7-karboksylowego.

4.1.3. Kwas 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowy i kwas 5-
hydroksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowy

Kwas 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowy (3) otrzymano w
reakcji kwasu 4-amino-2-hydroksybenzoesowego z aldehydem krotonowym
(Rys. 4.4.) [110, 112].

HO OH
HOOC T T o h
2 CHO CH,COOH _
N
3

Rys. 4.4. Synteza kwasu 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowego.

Synteze przeprowadzono w oparciu o zmodyfikowang procedure litera-
turowg [146, 206], w ktdrej, jako rozpuszczalnik, zastosowano mieszanine
stezonego kwasu solnego i lodowatego kwasu octowego. Zmodyfikowana réw-
niez zostata procedura wydzielenia produktu z mieszaniny reakcyjnej poprzez
zastosowanie do alkalizowania roztworu wodorotlenku sodu zamiast wody
amoniakalnej. W takich warunkach kwas 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-kar-
boksylowy wystepuje w postaci dobrze rozpuszczalnej soli sodowej, co po-
zwala na tatwe oddzielenie trudno rozpuszczalnych produktéw ubocznych. Pro-
dukt reakcji wytracit sie po dodaniu do roztworu soli sodowej kwasu 5-hydrok-
sy-2-metylochinolino-6-karboksylowego roztworu kwasu solnego do uzyskania
pH okoto 3,5 - 4. Bardzo czysty produkt reakcji uzyskano poprzez ekstrakcje w

aparacie Soxhleta z zastosowaniem wody jako ekstrahenta.
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Kwas 5-hydroksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowy (4) otrzy-

mano w wyniku reakcji nitrowania kwasu 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-

karboksylowego (3) (Rys. 4.5.) [110]. Mieszanine nitrujacq wkraplano do

roztworu substratu w lodowatym kwasie octowym, nastepnie po kilkuminuto-

wym ogrzewaniu zawartos$¢ kolby przelano do zlewki z zimng wodg i odsgczo-

no wytrgcony osad kwasu 5-hydroksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksy-

lowego.

HOOC

OH

HOOC
HNO,, H,SO,

CH,COOH

OH
X
=
N

NO, 4

Rys. 4.5. Nitrowanie kwasu 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowego.

Wydajnosci reakcji oraz temperatury topnienia otrzymanych kwaséw

przedstawia tabela 4.3.

Temperatura top- | Wydajnosc¢ reakdji
) nienia (literaturowa | (literaturowa wy-
Nr Zwigzek temperatura top- dajnoé¢ reakcji)
nienia) [°C] [%]
OH
; HooC N 230 - 235 79
\Z (230 - 235) [146] (68)
OH
. HOOC N 183 - 186 58
N/ (183 - 186) [146] (43)
NO,

Tabela 4.3. Kwas 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowy oraz

jego

nitropochodna.
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4.1.4. Amidy kwasow 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowe-
go i 5-hydroksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowego

Amidy 3a - 3c i 4a kwaséw 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksy-
lowego (3) i 5-hydroksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowego (4)
otrzymano w reakcji kondensacji odpowiedniego kwasu z aming w obecnosci
N,N-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) wedtug wczesniej opisanej metody
(Rys. 4.6.) [110, 128].

OH O OH
R R.
HOOC ~ P oce \ ~
NG CH,Cl, R2 N7
R1 . R1
3 1ub 4 Rt =H, NG, 3a - 3¢, 4a
R = H, CH,

Rys. 4.6. Otrzymywanie amidow kwasow 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-

karboksylowego i 5-hydroksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowego.

Temperatury topnienia otrzymanych nowych pochodnych amidowych

oraz wydajnosci reakcji zebrane zostaty w tabeli 4.4.

. Temperatura top- | Wydajnos¢ reakcji
Nr Zwiazek nienia [°C] [%]
(0] OH
HO\/\N X
3a _ 236 29
N
(0] OH
HO\/\N X
3b \ P 233 51
N
o OH
N X
3¢ Vi::TA\)k[i]f;l\ 254 35
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4a N~ 212 45

Tabela 4.4. Amidy kwaséw 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowego i

5-hydroksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowego.

4.1.5. Kwas 4-hydroksychinolino-3-karboksylowy

Synteza kwasu 4-hydroksychinolino-3-karboksylowego obejmuje naste-
pujace etapy opisane w literaturze (Rys. 4.7.):
a) otrzymanie estru dietylowego kwasu 2-etoksymetylenomalonowego;
b) otrzymanie estru dietylowego kwasu 2-fenyloaminometylenomalonowe-
go;
c) otrzymanie w reakcji cyklizacji estru etylowego kwasu 4-hydroksychino-
lino-3-karboksylowego;

d) hydroliza estru i otrzymanie kwasu 4-hydroksychinolino-3-karboksylo-

wego.
— o ,—
3 \—o o
O cH(OCH,CH,), - CeHsNH,
5 (CH,C0),0 o
N o
5
OH
o,
QN o (CeH:),0 X OCH,CH;
_ N
o N/
6 ¢ — 7
OH
NaOH, H,0 Xy CO0H
—_— >
| —
N

8
Rys. 4.7. Synteza kwasu 4-hydroksychinolino-3-karboksylowego.
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W pierwszym etapie otrzymano ester dietylowy kwasu 2-etoksymetyle-

nomalonowego (5) w reakcji malonianu dietylu, ortomréwczanu etylu i bez-

wodnika octowego [215, 216]. Powstaty ciekty produkt w reakcji z aniling daje

ester dietylowy kwasu 2-fenyloaminometylenomalonowego (6), ktéry nastep-

nie poddano cyklizacji poprzez dodawanie stopionego substratu do wrzacego

eteru difenylowego [211, 218, 219]. Otrzymany ester etylowy kwasu 4-hy-

droksychinolino-3-karboksylowego (7) poddano hydrolizie w roztworze wodo-

rotlenku sodu, w wyniku czego powstat kwas 4-hydroksychinolino-3-karbok-

sylowy (8) [217, 221, 222]. Tabela 4.5. przedstawia dane dotyczace kwasu

4-hydroksychinolino-3-karboksylowego oraz posrednich produktéw syntezy.

Temperatura top- | \wydajnoé¢ reakgiji
_ nienia / wrzenia (literaturowa wy-
Nr Zwigzek (literaturowa tem- dajnoé¢ reakcji)
peratura topnienia [%]
/ wrzenia) [°C]
0 S~
o o 150 / 12 mmHg 63
5 — (109 -111/0,9
o (72)
S \ mmHg) [216]
0O Vo
OG-
: — 47 - 48 78,5
S o (50) [211] (83)
OH O
, ¢~ “OCH,CH, 270 79
7 (271 - 273) [218] (95,5)
OH
. N COOH 269 95
P (266 - 267) [221] (97)
N

Tabela 4.5. Kwas 4-hydroksychinolino-3-karboksylowy oraz produkty posred-

nie.
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4.1.6. Amidy kwasu 4-hydroksychinolino-3-karboksylowego

Amidy 8a i 8b kwasu 4-hydroksychinolino-3-karboksylowego (8) otrzy-
mano w reakcji kondensacji kwasu z aming w obecnosci N,N-dicyklohek-

sylokarbodiimidu (DCC) wedtug wczesniej opisanej metody (Rys. 4.8.).

OH OH O N
R .
N~ CH,CI, N R
8 8a, 8b
R! = H, CH,

Rys. 4.8. Synteza amidow kwasu 4-hydroksychinolino-3-karboksylowego.

Temperatury topnienia otrzymanych zwigzkéw oraz wydajnosci reakcji

przedstawia tabela 4.6. Zwigzek 8b jest zwigzkiem nowym.

Temperatura top- o -

nienia (literaturowa | Wydajnosc reakcji
temperatura top- [%]

nienia) [°C]

AN N/\/OH 256
8a _ 46,5
N (253 - 254) [114]
OH O
A N
8b ) \m 273 33
N F

Nr Zwigzek

Tabela 4.6. Amidy kwasu 4-hydroksychinolino-3-karboksylowego.

4.1.7. Inne zwiazki zawierajace uktad chinolinowy

2-Metylo-3,1-benzoksazyn-4-on (10) i acetylooctan etylu sg substrata-
mi, z ktérych otrzymano 3-acetylo-4-hydroksy-1H-chinolin-2-on (9) (Rys.
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4.9.). Reakcje prowadzono w bezwodnym benzenie w obecnos$ci wodorku sodu

[205, 213].
0] OH @)
0 /ij\o/\ NaH Cﬁfk
AT g
— C.H
N 0 66 N 0
9

Rys. 4.9. Otrzymywanie 3-acetylo-4-hydroksy-1H-chinolin-2-onu.

W reakcji 3-acetylo-4-hydroksy-1H-chinolin-2-onu (9) z bezwodnikiem
octowym nastgpito zacylowanie grupy hydroksylowej i otrzymano 4-acetoksy-

3-acetylo-1H-chinolin-2-on (9a) (Rys. 4.10.).
;\o 0
X
N @)
9a

OH O o
dﬁK (CH,C0),0
- >
NT o
9

Rys. 4.10. Otrzymanie 4-acetoksy-3-acetylo-1H-chinolin-2-onu.

Dane dotyczace temperatur topnienia i wydajnosci reakcji otrzymanych

zwigzkdéw przedstawia tabela 4.7. Zwigzek 9a jest zwigzkiem nowym.

Temperatura top- - }
Nr Zwigzek nienia (literaturowa | Wydajnosc reakcji
4 temperatura top- [%]
nienia) [°C]
OH O
255
9 X 28
(254 - 257) [213]
N o
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9a [::I:ljliL\ 310 92
N
N (6]

Tabela 4.7. Inne pochodne z uktadem chinolinowym.

4.2. Synteza zwiagzkow zawierajacych uklad chinazolinowy
4.2.1. Pochodne 2-metylochinazoliny

Synteza 2-metylochinazoliny zostata przeprowadzona w oparciu o pro-
cedure opisang w literaturze, ktéra obejmuje nastepujace etapy (Rys. 4.11.):
a) synteza 2-metylo-3,1-benzoksazyn-4-onu;
b) synteza 2-metylo-3H-chinazolin-4-onu;
c) podstawienie atomu tlenu atomem chloru w 2-metylo-3H-chinazolin-4-
onie;

d) redukcja 4-chloro-2-metylochinazoliny.

COOH COOH
©i (CH,C0),0 ©i (CH,C0),0
NH, )\

NHCOCH,
0
NHCOCH, H
NH, NH, N~ POCI,
—_— —_— T
EtOH,H,0 CONH, EtOH,H,0 = CeHs
11' 11
C
NN H,, Pd/C [::::I:iEEN
- 4J\\
N CgHe, CH;OH, CH,COONa N
12 13

Rys. 4.11. Synteza pochodnych 2-metylochinazoliny.
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W poczatkowym etapie reakcji kwasu antranilowego z bezwodnikiem
octowym nastepuje zacylowanie grupy aminowej kwasu antranilowego, po-
wstaty kwas N-acetyloantranilowy jest produktem posrednim (10"). Ogrzewa-
nie mieszaniny reakcyjnej prowadzi do powstania 2-metylo-3,1-benzoksazyn-
4-onu (10). Czysty produkt otrzymano w wyniku ekstrakcji w aparacie Soxh-
leta z uzyciem heptanu. Produkt reakcji jest wrazliwy na wilgo¢ i przy dtuz-
szym przechowywaniu ulega rozktadowi [181, 191, 208]. 2-Metylo-3H-china-
zolin-4-on (11) zostat otrzymany jako produkt reakcji 2-metylo-3,1-benzok-
sazyn-4-onu (10) z roztworem amoniaku. Reakcje prowadzono w tempera-
turze pokojowej. Posrednim etapem tej reakcji jest amid kwasu N-acetyloan-
tranilowego (11’) [194, 195, 204]. Atom tlenu zostaje podstawiony atomem
chloru w reakcji 2-metylo-3H-chinazolin-4-onu (11) z tlenochlorkiem fosforu.
Reakcje prowadzono w bezwodnym benzenie, a jej produktem jest 4-chloro-2-
metylochinazolina (12) [182, 193]. 2-Metylochinazoline (13) otrzymano w
wyniku katalitycznej hydrogenacji 4-chloro-2-metylochinazoliny (12) za po-
mocg gazowego wodoru. Zastosowano katalizator palladowy (10 % na weglu)
[185, 203]. W celu otrzymania 2-metylo-6-nitro-3H-chinazolin-4-onu (14)
poddano reakcji nitrowania 2-metylo-3H-chinazolin-4-on (11) (Rys. 4.12.).
Reakcja wymagata zastosowania dymigcego kwasu azotowego(V) oraz ogrze-
wania [210].

0
HNO O,N H
N
N
14

Rys. 4.12. Nitrowanie 2-metylo-3H-chinazolin-4-onu.

Temperatury topnienia oraz wydajnosci reakcji otrzymanych pochod-
nych 2-metylochinazoliny przedstawia tabela 4.8.
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Temperatura top- | Wydajnosc¢ reakcji
) nienia (literaturo- | (literaturowa wy-
Nr Zwigzek wa temperatura dajnoé¢ reakcji)
topnienia) [°C] [%]
0]
10 o 80 78
/)\ (79 - 80) [181] (74 - 80)
N
0
't v 245 - 247 77
/)\ (242 - 244) [191] (80)
N
Cl
" Xy 82 50
P (81,5 -83) [189] (59)
N
3 N 40 - 41 58
N/)\ (41) [198] (62)
i
” O.N N 299 - 300 -
N/)\ (295) [210]

Tabela 4.8. Pochodne 2-metylochinazoliny.

4.2.2. Pochodne 8-hydroksy-2-metylochinazoliny

b)

)
d)

Wieloetapowa synteza obejmuje nastepujacy ciag reakcji (Rys. 4.13.):
nitrowanie aldehydu 3-metoksybenzoesowego;

redukcja grupy nitrowej do grupy aminowej w aldehydzie 3-metoksy-2-
nitrobenzoesowym;

acylowanie grupy aminowej 2-amino-3-metoksybenzaldehydu;

synteza 8-metoksy-2-metylochinazoliny;

synteza 8-hydroksy-2-metylochinazoliny;
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f) nitrowanie 8-hydroksy-2-metylochinazoliny;

g) redukcja grup nitrowych 8-hydroksy-2-metylo-5,7-dinitrochinazoliny;

h) acylowanie grup aminowych 5,7-diamino-8-hydroksy-2-metylochinazoli-
ny;

i) utlenianie 5,7-diacetamido-8-acetoksy-2-metylochinazoliny.

CHO
O,N
CHO g
OMe
HNO, 16
H,SO, CHO CHO
OMe NO: ke, Hal NF,
L >
EtOH, H,0
OMe OMe
SN
NHCOCH,
(CH,C0),0 BBr;
B
CH,CI, EtOH CH C|
OMe 19
NO,
N
)\ N H,, Pd/C
H,SO, /)\ e
N \ HCI, H,0
OH 20 on 21
NH;CF NHCOCH3
NN (CH,C0),0 SN
P
S (P CH;COONa,Na LSO, H,COCHN \
0 22
chr207 \N
CH,COOH /)\
H,COCHN N

0 23

Rys. 4.13. Synteza pochodnych 8-hydroksy-2-metylochinazoliny.
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Reakcje nitrowania aldehydu 3-metoksybenzoesowego przeprowadzono
poprzez wkraplanie aldehydu do mieszaniny nitrujgcej. Mieszanine reakcyjng
chtodzono w fazni lodowej, a powstatg mieszanine izomeréw rozdzielono po-
przez krystalizacje z benzenu. Z nasyconego roztworu krystalizuje 3-metoksy-
2-nitrobenzaldehyd (15), ktéry odsaczono i wysuszono na powietrzu. Prze-
sqcz, zawierajacy 5-metoksy-2-nitrobenzaldehyd (16), odparowano do sucha
na wyparce obrotowej, a pozostaty osad przekrystalizowano z etanolu [199 -
201]. Kolejnym etapem jest redukcja grupy nitrowej do grupy aminowej w al-
dehydzie 3-metoksy-2-nitrobenzoesowym (15). Zastosowanym reduktorem
byto zelazo w obecnosci kwasu solnego. Uzycie metalicznego zelaza pozwala
na selektywna redukcje grupy nitrowej. W takich warunkach reakcji grupa al-
dehydowa zostaje zachowana [184, 186, 207, 209]. Otrzymany 2-amino-3-
metoksybenzaldehyd (17) rozpuszczono nastepnie w chlorku metylenu i pod-
dano acylowaniu za pomoca bezwodnika octowego. Reakcje prowadzono w
temperaturze pokojowej [196]. W reakcji cyklizacji 2-acetamido-3-metoksy-
benzaldehydu (18) otrzymano 8-metoksy-2-metylochinazoline (19). Reakcje
prowadzono w nasyconym, etanolowym roztworze amoniaku w temperaturze
pokojowej [197]. 8-Hydroksy-2-metylochinazoline (20) otrzymano poprzez
rozszczepienie wigzania eterowego w 8-metoksy-2-metylochinazolinie (19)
(demetylowanie) w obecnosci tribromku boru, ktéry pozwala na prowadzenie
reakcji w fagodnych warunkach. Reakcje prowadzono w atmosferze azotu
[149, 150, 192]. Powyzsze etapy syntezy zostaty wczesniej opisane w litera-
turze chemicznej. W kolejnych etapach zaadaptowana zostata procedura opi-
sana w syntezie 7-amino-2-metylochinolino-5,8-dionu, ktéry jest produktem
posrednim w kilkuetapowej syntezie lawendamycyny [117, 118]. Reakcje ni-
trowania 8-hydroksy-2-metylochinazoliny (20) przeprowadzono przy uzyciu
mieszaniny stezonych kwasow: azotowego(V) i siarkowego(VI). Mieszanine
reakcyjng chtodzono w fazni lodowej. Produktem reakcji jest 8-hydroksy-2-
metylo-5,7-dinitrochinazolina (21). Redukcje otrzymanego zwigzku nitrowego
przeprowadzono przez katalityczng hydrogenacje za pomoca gazowego Wo-
doru. Zastosowano katalizator palladowy (10 % na weglu). Reakcje redukcji
prowadzono w roztworze kwasu solnego. W takich warunkach amina powstata
w postaci soli amoniowej (22"), ktérg od razu poddano acylowaniu za pomocg
bezwodnika kwasu octowego. Reakcje prowadzono w obecnosci octanu sodu i

siarczanu(IV) sodu. Produktem acylowania jest 5,7-diacetamido-8-acetoksy-2-
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metylochinazolina (22). W wyniku reakcji utleniania 5,7-diacetamido-8-ace-

toksy-2-metylochinazoliny (22) otrzymano 7-acetamido-2-metylochinazolin-

5,8-dion (23). Reakcje przeprowadzono w $rodowisku kwasu octowego. Za-

stosowanym utleniaczem byt dichromian(VI) potasu w postaci roztworu wod-

nego, ktéry wkraplano do mieszaniny reakcyjnej. Dane dotyczace produktéow

posrednich oraz otrzymanych pochodnych 8-hydroksy-2-metylochinazoliny

przedstawione zostaty w tabeli 4.9. Zwigzki 21 - 23 sg zwigzkami nowymi.

Temperatura top- | Wydajnos¢ reakcji
) nienia (literaturo- | (literaturowa wy-
Nr Zwigzek wa temperatura dajnos¢ reakcji)
topnienia) [°C] [%]
94 - 98
15 47,5
(94 - 98) [200]
83 -84
16 42
(82 - 83) [200]
102
17 91
(102) [186]
NHCOCH, 156
18 51
(156) [196]
~N
| 129
19 = 87
N (131 - 132) [197]
OMe
N
| )\ 160 90
20 =
N (154 - 158) [150] (74)
OH
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NO,
21 N 230 85
ON N/)\ rozkfad
OH
NHCOCH,
SN 274 - 276
22 50
H;COCHN N/)\ rozktad
OCOCH,
0
=N 210
23 80
H,COCHN N/)\ rozktad
0

Tabela 4.9. Produkty posrednie i pochodne 8-hydroksy-2-metylochinazoliny.

4.2.3. Zwiazki styrylochinazolinowe

Wszystkie otrzymane pochodne chinazolinowe zawierajg w pozycji 2
grupe metylowa. Mogg one by¢ wykorzystane jako substraty do otrzymywania
zwigzkéw styrylochinazolinowych. Synteza zwigzkdéw styrylochinazolinowych
polega na reakcji kondensacji pochodnej 2-metylochinazolinowej z aldehydem
aromatycznym (Rys. 4.14.).

R
CH,COOH, CH,COONa

CHO
)
NN (CH.CO).0 R
£ L o e
— N
N

R = OH, O, Cl, Br, NO,, OCH,, NH,

Rys. 4.14. Synteza pochodnych styrylochinazolinowych.

W opisanych w literaturze metodach syntezy zwigzkdéw styrylowych re-
akcje kondensacji prowadzono w bezwodniku octowym lub w kwasie octowym
w obecnosci octanu sodu [190]. Reakcje kondensacji czesto nie przebiegajg
zgodnie z oczekiwaniami, ich wydajnos¢ jest mata, a powstajace produkty sg

trudne do wyizolowania i oczyszczenia ze wzgledu na powstajace liczne pro-
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dukty uboczne [62 - 64]. W przypadku reakcji prowadzonej w bezwodniku
octowym dodatkowym zanieczyszczeniem jest pochodna kwasu cynamonowe-
go, ktéra powstaje w wyniku kondensacji aldehydu aromatycznego i bezwod-

nika octowego (kondesacja Knovenagela) (Rys. 4.15.).

NN

R
g+ (CHsCO),0 —— OH + cH,cooH

Rys. 4.15. Kondesacja Knovenagela.

Dobre wyniki syntezy zwigzkéw styrylochinazolinowych przyniosto zmo-
dyfikowanie metody poprzez przeprowadzanie kondensacji w mieszaninie kwa-
su octowego i bezwodnika octowego w obecnosci octanu sodu [190]. Pochodne
styrylochinazolinowe 11a, 12a i 14a otrzymano z 2-metylo-3H-chinazolin-4-
onu (11), 4-chloro-2-metylochinazoliny (12) i 2-metylo-6-nitro-3H-chinazo-
lin-4-onu (14). Tabela 4.10. przedstawia dane dotyczace nowych zwigzkéw

otrzymanych w oparciu o powyzszg metode.

_ Temperatura top- | Wydajnosc¢ reakdji
Nr Zwigzek nienia [°C] [%]

o M Hoo0
N

EXN G-

11a 317 - 319 35

SN OMe
12a NM@ 234 - 236 60
OZN\@fLN/H
14a N/V\CEN"Z 322 - 325 54
OMe

Tabela 4.10. Zwigzki styrylochinazolinowe.
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Synteza pochodnych styrylochinazolinowych 11b - 11d i 12b - 12d, do
otrzymania ktorych uzywano polihydroksylowych aldehydéw aromatycznych,
wymagata dalszej modyfikacji opisanej poprzednio procedury. Koniecznym
okazato sie zabezpieczenie funkcji hydroksylowych aromatycznych grup alde-
hydu poprzez ich zacylowanie i dopiero w takiej postaci aldehyd mogt by¢ do-
dawany do wrzacej mieszaniny reakcyjnej. Brak wczesniejszego zabezpiecze-
nia grup hydroksylowych i dodanie aldehydu bezposrednio do mieszaniny re-
akcyjnej powodowato rozktad substratow w prébach z zastosowaniem, jako
rozpuszczalnika, zaréwno czystego bezwodnika octowego, jak i czystego kwa-
su octowego w obecnosci octanu sodu oraz mieszaniny obu rozpuszczalnikéw.
Nowe zwigzki otrzymane wedtug powyzszej procedury przedstawia tabela
4.11.

_ Temperatura top- | Wydajnosc¢ reakdji
Nr Zwigzek nienia [°C] [%]

CﬁLN/H 0cocH
_ y 227
11b “V\éﬂowz 91,5

ococH, rozktad

_H
%OCOCHB 302

OCOCH, rozktad

1l1lc 31

_H
@&N e 274 - 276
11d N 43
CH30C0 OCOCH3 rOZkaaCI

SN OCOCH
@5\/ y 192
12b N)\/\ijiococw3 82
ococH, rozktad
SN
N/)\/\Q:OCOCHB 30 5

OCOCH, rozktad
OCOCH,

12c 65
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Cl

CﬁiN _ OCOCH, 235
12d N 39

CH,0CO OCOCH, rozktad

Tabela 4.11. Pochodne styrylochinazolinowe poliacetoilohydroksylowe.

W celu odbezpieczenia grup hydroksylowych otrzymane zwigzki styrylo-
chinazolinowe 11b - 11d oraz 12b - 12d poddano hydrolizie (Rys. 4.16.).
Acylowane pochodne styrylochinazolinowe ogrzewano w pirydynie z dodatkiem
wody [149]. W rezultacie otrzymano zwigzki 11e - 11g i 12e - 12g z wolny-

mi grupami hydroksylowymi.

0] O
N CsH:N, H,0 N
NP - N
N N
OCOCH;, OH
11b - 11d lle - 11g
Cl Cl

SN C5H5N, Hzo SN
= = - — =
N N
OCOCH, OH

Rys. 4.16. Hydroliza acylowanych pochodnych styrylochinazolinowych.

Temperatury topnienia otrzymanych nowych zwigzkéw oraz wydajnosci

reakcji przedstawia tabela 4.12.

Temperatura top- | Wydajnosc¢ reakdji
nienia [°C] [%]

: I
N OH
300
11le N/ = OH 60
rozktad
OH

Nr Zwigzek
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(0]
: i
N
280
11f NG OH 52
rozktad
OH
: i
N OH
220
11g NS N 36
rozktad
HO OH
@N OH
12e N/)\V\é[o** 291 62
OH
L
12f N N of 323 52
OH
@N OH
12g N/)v/j@ 270 35
HO OH

Tabela 4.12. Pochodne polihydroksystyrylochinazolinowe.

Jedng z nowszych metod syntezy zwigzkéw styrylowych sg reakcje
przebiegajace z zastosowaniem promieniowania mikrofalowego [121]. Syntezy
wykorzystujgce promieniowanie mikrofalowe mozna prowadzi¢ z zastosowa-
niem rozpuszczalnika oraz bezrozpuszczalnikowo [228 - 230]. W przypadku
reakcji prowadzonej bezrozpuszczalnikowo mozna zastosowa¢ metode ogrze-
wania w masie (neat synthesis) [231] oraz metode ogrzewania substratow
osadzonych na nosniku (solid - phase synthesis) [232]. W metodzie ogrzewa-
nia w masie dziataniu promieniowania mikrofalowego poddaje sie mieszanine
rozdrobnionych, dobrze wymieszanych ze sobg substratow, ktére umieszcza
sie w reaktorze mikrofalowym w otwartym naczyniu np. zlewce lub probdwce.
Substraty zazwyczaj ulegajq stopieniu, a ogrzewanie czesto prowadzi sie w

temperaturze wrzenia substratéw. W metodzie ogrzewania substratow osa-
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dzonych na nos$niku dziataniu promieniowania mikrofalowego poddaje sie mie-
szanine substratow, ktdre wczesniej miesza sie z odpowiednim nosnikiem. Ja-
ko nosniki mogg by¢ zastosowane: nieorganiczne tlenki (Al,Os, SiO,), glinki
(montmorylonit, bentonit) lub sole nieorganiczne (NaCl, CaCl,). W celu otrzy-
mania styrylowych zwigzkéw chinazolinowych 11h - 11n i 12h zastosowano
metode ogrzewania w masie. Sporzadzong mieszanine pochodnej chinazolino-
wej 11 lub 12 i aldehydu aromatycznego poddawano dziataniu promieniowa-
nia mikrofalowego. W wyniku reakcji kondensacji obu substratéw otrzymano
zwigzki przedstawione w tabeli 4.13. Zwigzki 11j, 111, 11m oraz 11n s3g

zwigzkami nowymi.

Temperatura top- | Wydajnosc¢ reakdji
) nienia (literaturowa | (literaturowa wy-
Nr Zwigzek temperatura top- dajnoé¢ reakcji)
nienia) [°C] [%]
0
_H
N 248 34
11h A
N (252 - 253) [190] (76)
(0]
904
284 32
11i NN
| (284 - 285) [190] (27)
(o}
L
11j N/V\@OMG 198 32
(0]
_H
N OMe 231 - 232 82
11k A
N (234 - 236) [190] (80)
(0]
998
N
111 N/)\/A©/C' 275 - 276 57
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@iu\ _H
N
11m N

(130 - 131) [103]

/)\/A@Br 277 - 279 43
(o]
/H
N
11n % 282 65
Cl
@” 135
12h . 53

Tabela 4.13. Pochodne styrylochinazolinowe otrzymane z zastosowaniem pro-

mieniowania mikrofalowego.

4.2.4. Inne zwiazki zawierajace ukiad chinazolinowy

W reakcji 2-metylo-3,1-benzoksazyn-4-onu (10) z hydrazyng, hydrok-

syloaming i 2-aminoetanolem otrzymano pochodne 2-metylo-3H-chinazolin-4-

onu 10a - 10c z podstawnikiem w pozycji 3 (Rys. 4.17.). Reakcja pochodnej

10 ze zwigzkami zawierajacymi pierwszorzedowg grupe aminowq zachodzi fa-

two w temperaturze pokojowej, a ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej przy-

spiesza caty proces [187, 188, 212].

10

O

A

0
N
+ RNH, —>= )\
=
N

R = NH,, OH, CH,CH,0H 102 - 10c

Rys. 4.17. Synteza pochodnych 2-metylo-3H-chinazolin-4-onu z podstawni-

kiem w pozyciji 3.
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Temperatury topnienia otrzymanych zwigzkéw oraz wydajnosci reakcji

zestawione sg w tabeli 4.14.

Temperatura top- | Wydajnos¢ reakcji
) nienia (literaturowa | (literaturowa wy-
Nr Zwiazek temperatura top- dajnos¢ reakcji)
nienia) [°C] [%]
O
(on L 151 63
/)\ (152 - 153) (65)
N
0]
_OH 223 - 225
10b N 54
C?L\\ (223 - 225)
N
0
N 154 - 156
10c 52
Nai\\ (156 - 157)

Tabela 4.14. Pochodne 2-metylo-3H-chinazolin-4-onu z podstawnikiem w _po-

zycji 3.

2-Metylo-6-nitro-3,1-benzoksazyn-4-on (24) otrzymano w reakcji kwa-

su 2-amino-5-nitrobenzoesowego z bezwodnikiem octowym metoda podobng

do metody, za pomocg ktérej otrzymano zwigzek 10. Utworzonym produktem

posrednim jest kwas 2-acetyloamino-5-nitrobenzoesowy (24’) (Rys. 4.18.).

Produkt reakcji jest wrazliwy na wilgo¢ i przy dtuzszym przechowywaniu ulega
rozktadowi [220].

T,

COOH

(CH,C0);0

COOH
(CH,C0),0 \W:::::[:
"NHCOCH

Rys. 4.18. Synteza 2-metylo-6-nitro-3,1-benzoksazyn-4-onu.

geel
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Zwigzki 24a - 24c, ktore sg pochodnymi 2-metylo-6-nitro-3H-chinazo-
lin-4-onu z podstawnikiem w pozycji 3 powstaty w reakcji 2-metylo-6-nitro-
3,1-benzoksazyn-4-onu (24) z wybranymi pierwszorzedowymi aminami i ami-
dami (Rys. 4.19.).

O 0]
O.N R
O,N o 2 N/
)\+ RNH, — )\
~ —
N N
24 24a - 24c

Rys. 4.19. Synteza pochodnych 2-metylo-6-nitro-3,1-benzoksazyn-4-onu z

podstawnikiem w pozyciji 3.

Tabela 4.15. przedstawia temperatury topnienia i wydajnosci reakcji 2-
metylo-6-nitro-3,1-benzoksazyn-4-onu (24) oraz syntezowanych nowych po-

chodnych z podstawnikiem w pozycji 3 (24a - 24c).

Temperatura top-

. nienia (literaturowa | Wydajnosc reakdji
Nr Zwigzek

temperatura top- [%]
nienia) [°C]
0]
OzN o 159
24 96
4J\\ (161 - 162)
N

[0} (e}
OszLN%
243 P 190 52

24b \[:]ii;\ F 167 39
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OZN\@iU\N/\/OH
24c 180 47
N/)\

Tabela 4.15. 2-Metylo-6-nitro-3,1-benzoksazyn-4-on oraz pochodne z pod-

stawnikiem w pozyciji 3.

4.3. Synteza zwigzkow zawierajacych ukiad naftyrydynowy

W reakcji kwasu 2-aminonikotynowego z bezwodnikiem octowym otrzy-
mano 2-metylopirydo-[2,3-d][1,3]-oksazyn-4-on (25) (Rys. 4.20.). Produk-

tem posrednim tej reakcji jest kwas 2-acetyloaminonikotynowy (25") [78].

0
N COOI—ECH 010 - COOH ]
| D sCOQ0 (CH;C0),0 & | 0
/
N~ NH N _
2 N~ “NHCOCH, NN

25' 25

Rys. 4.20. Otrzymywanie 2-metylopirydo-[2,3-d][1,3]-oksazyn-4-onu.

1,3-Diacetylo-4-hydroksy-1H-1,8-naftyrydyn-2-on (25a) otrzymano w
reakcji 2-metylopirydo-[2,3-d][1,3]-oksazyn-4-onu (25) i acetylooctanu etylu
(Rys. 4.21.). Reakcje prowadzono w bezwodnym benzenie w obecnosci wo-
dorku sodu [214].

OH O
0O
= AN

% 0 07 ™™ NaH |

| ¥ — N
X /)\ CeHq N N )

N N 0]
25 25a 0

Rys. 4.21. Otrzymanie 1,3-diacetylo-4-hydroksy-1H-1,8-naftyrydyn-2-onu.

Dane dotyczace temperatur topnienia i wydajnosci reakcji otrzymanych
zwigzkoéw przedstawia tabela 4.16.
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Temperatura top- | Wydajnosc¢ reakdji
) nienia (literaturowa | (literaturowa wy-
Nr Zwigzek temperatura top- dajnoé¢ reakcji)
nienia) [°C] [%]
O
165 - 166 78
25 = o]
| )\ (165 - 166) [78] (90)
N —
N N
OH O
= N 205 60
25a - |
N /IL o} (205) [214] (67)
o)

Tabela 4.16. Zwigzki z uktadem naftyrydynowym.

4.4. Oznaczenia aktywnosci biologicznej

4.4.1. Aktywnos$c¢ wobec integrazy HIV

Oznaczenia aktywnosci otrzymanych zwigzkéw wobec integrazy HIV by-
ty przeprowadzone w Laboratoire de Biotechnologies et Pharmacologie Gé-
nétique Appliquée, Ecole Normale Supérieure w Cachan we Francji. Oznaczenia
biologiczne prowadzi sie wobec wyizolowanej integrazy i krotkich oligonukle-
otydow, ktéore symulujg konce wirusowego DNA [81, 84, 86, 252]. W s$rodo-
wisku badania konieczna jest obecnos¢ dwudodatnich kationdw metali takich
jak Mg?* lub Mn?*. Okazuje sie, ze wybor metalu, ktérego kationy sg obecne w
oznaczeniach, ma duze znaczenie. Wykazano, ze niektdre inhibitory charakte-
ryzujg sie selektywng aktywnoscig tylko wobec jednego z nich. Ponadto za-
uwazono, ze zwiazki aktywne w obecnosci kationu Mn?* wykazuja duza cyto-
toksycznosé i czesto bywajg nie aktywne w badaniach in vivo [70, 86]. Pierw-
sza cze$¢ oznaczenia polega na znakowaniu przy pomocy radionuklidu *?P oli-
gonukleotydu ztozonego z 21 meréw na 5’ koncu. Pod wptywem dziatania inte-
grazy uwalniane sg oligonukleotydy sktadajace sie z 19 merdw oraz tancuchy
dtuzsze niz 21 nukleotydowe. Powstate w ten sposdéb oligonukleotydy mozna
tatwo oddzieli¢ od wyjsciowych, wykorzystujac elektroforeze. Opracowano tak-

ze metody, w ktérych wykorzystuje sie wigzanie nukleotyddw na nosnikach i
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zastosowanie substratdow DNA znakowanych biotyng, co umozliwia wysoko-
przepustowe oznaczenia przesiewowe (High Troughput Screenig). W analo-
giczny sposdb przeprowadza sie oznaczenie aktywnosci w obecnosci badanego
zwigzku wobec proby nie zawierajacej potencjalnego inhibitora. Oznaczong
aktywnos¢ przedstawia sie jako wartos¢ ICso to znaczy stezenie inhibitora, ja-
kie jest konieczne dla zmniejszenia aktywnosci enzymu o 50 %. Wartos¢ te
wyznacza sie przeprowadzajac odpowiednie oznaczenia dla kilku stezen poten-
cjalnego inhibitora i odczytujgc wynik ze sporzadzonego wykresu. Oznaczenia
in vitro sa wykonywane w $rodowisku jondéw Mg®* (MgCl,, ¢ = 7,5 mM/dm?),
przy pH rownym 6,8. Prébki zawierajgce 10 nM integrazy i 10 nM substratéow

DNA inkubowane sa w temperaturze 37 °C.

4.4.2. Aktywnosc¢ przeciwproliferacyjna

Oznaczanie aktywnosci przeciwnowotworowej byto prowadzone wobec
ludzkich nowotworowych komérek nabtoniaka nerwowego szeregu SK-N-MC.
Badania przeprowadzono w Children's Cancer Institute w Sydney w Australii.
Komdrki zostaty posiane na mikroptytce z 96 studzienkami w iloéci 1,5 - 10*
komorek na studzienke. Srodowisko badania zawierato ludzka dwuferryczng
transferyne w stezeniu 0,06 mg/cm? oraz badany zwigzek w stezeniach od 0,0
do 6,25 puM. Proba kontrolna zawierata tylko dwuferryczng transferyne w ste-
zeniu 0,06 mg/cm® bez jakichkolwiek ligandéw. Komdrki byty inkubowane w
temperaturze 37 °C w wilgotnej atmosferze zawierajacej 5 % dwutlenku wegla
i 95 % powietrza przez 96 godzin. Po inkubacji do kazdej studzienki zostato
dodane 10 pl 1-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazolu (MTT) o steze-
niu 5 mg/cm?, nastepnie ptytki inkubowano w temperaturze 37 °C przez 2 go-
dziny. Po rozcienczeniu zawartosci kazdej studzienki za pomoca 100 pl miesza-
niny 10 % dodecylosiarczanu sodu - 50 % izobutanolu w roztworze kwasu sol-
nego o stezeniu 0,01 mol/dm? zostata zbadana absorbancja roztworu z kazdej
studzienki na spektrofotometrze przy diugosci fali wynoszacej 570 nm. War-
tos¢ ICs, inhibitora zostata wyznaczona przy stezeniu niezbednym do zmniej-
szenia absorbancji o 50 % w stosunku do proby kontrolnej, nie zawierajacej
badanego zwigzku [253].
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5. PODSUMOWANIE

Praca stanowi kontynuacje wczesniej prowadzonych z Zaktadzie Chemii

Organicznej Instytutu Chemii Uniwersytetu Slqskiego badan dotyczacych po-

szukiwania, projektowania oraz syntezy inhibitorow integrazy wirusa HIV.

Wiekszos$¢ poprzednio badanych zwigzkéw stanowity pochodne chinoliny. Ni-

niejsza praca rozszerza biblioteke badanych zwigzkéw o inne pochodne aza-

naftalenowe, w szczegdlnosci zwigzki chinazoliny.

1.

Ogodtem otrzymano 66 zwigzkéw stanowigcych produkty przejsciowe,
prekursory oraz produkty gtdwne, w tym 36 zwigzkéw dotychczas nie-
opisanych w literaturze chemicznej. Ogdlna liczba otrzymanych zwigz-
kéw z uktadem azanaftalenowym wynosi 59, w tym 19 pochodnych chi-
nolinowych, 38 chinazolinowych i 2 pochodne 1,8-naftyrydynowe, 11
amidéw oraz 23 pochodne styrylowe.

Wykorzystujac zaleznosci miedzy strukturg i aktywnoscig (SAR) ustalo-
ne we wczesniejszych pracach, zaprojektowano szereg nowych frag-
mentdéw molekularnych o potencjalnej aktywnosci wobec integrazy wi-
rusa HIV. Zaréwno same fragmenty molekularne, jak i dotychczas prze-
testowane pochodne nie wykazujg jednak istotnej aktywnosci wobec in-

tegrazy HIV.

. Przeprowadzone analizy wykazujg takze, ze acetamidochinazolino-5,8-

dion, analog chinolinodionu o wysokiej aktywnosci wzgledem integrazy
HIV, inaczej niz macierzysty zwigzek chinolinowy nie wykazuje spodzie-
wanej aktywnosci.

Obserwowane zaleznosci miedzy strukturg i aktywnoscig (SAR) wskazu-
ja, ze obecnos$¢ drugiego atomu azotu w heterocyklicznym pierscieniu
chinoliny pogarsza podatno$¢ zwigzkéw na oddziatywanie z integrazq
wirusa HIV. Efekt ten przypisac¢ nalezy prawdopodobnie obnizeniu zasa-
dowosci chinolinowego atomu azotu w obecnosci atomu azotu w pozycji
3.

W wyniku przeprowadzonych prac wykazano, ze chinazolinowy fragment
molekularny nie stanowi obiecujgcego motywu nowych inhibitoréw inte-
grazy HIV, a aktywnos$¢ poprzednio syntezowanych styrylowych po-

chodnych chinazoliny przypisaé nalezy obecnosci ukfadu katecholowego.
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6. Podobienstwo do zasad azotowych czyni zwigzki chinazolinowe cieka-
wym obiektem modyfikacji zwigzkéw chinolinowych o aktywnosci anty-
proliferacyjnej. Faktycznie jedna z testowanych styrylowych pochodnych
chinazoliny wykazata wysoka aktywnos$¢ przeciwnowotworowg. W opar-
ciu o wczesniejsze dane zaprojektowano nowy szereg potgczen jako po-

tencjalnych bioefektorow o dziataniu antyproliferacyjnym.
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6. CZESC EKSPERYMENTALNA
6.1. Sprzet wykorzystany w syntezach

Wszystkie syntezy zostaly przeprowadzone z wykorzystaniem standar-
dowego sprzetu szklanego i metalowego, ktory stanowi wyposazenie laborato-
rium. Syntezy mikrofalowe przeprowadzono z wykorzystaniem domowej ku-
chenki mikrofalowej Electrolux EMS2820 oraz reaktora mikrofalowego Pla-
zmatronika RM 800.

6.2. Pomiary instrumentalne

Temperatury topnienia otrzymanych zwigzkéw oznaczono przy pomocy
aparatu Boétiusa (VEB Analityk). Widma 'H NMR zostaty wykonane w Pracowni
Magnetycznego Rezonansu Jadrowego Centrum Badan Molekularnych i Ma-
kromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w todzi na spektrometrze Bruker
200 MHz lub 500 MHz. Analizy elementarne zwigzkéw wykonano w Katedrze
Chemii i Technologii Nieorganicznej Politechniki Slaskiej w Gliwicach na auto-

matycznym analizatorze elementarnym CHNS Perkin Elmer 2400 seria II.
6.3. Chromatografia

Czystos¢ zwigzkow badano z wykorzystaniem technik chromatografii
cienkowarstwowej (TLC), do ktérej stosowano ptytki pokryte tlenkiem krzemu

lub tlenkiem glinu z indykatorem UV firmy Fluka, Merck i Aldrich - Sigma.
6.4. Odczynniki uzywane do syntez

POCh S. A.: aceton, aldehyd benzoesowy, aldehyd 3-chlorobenzoeso-
wy, aldehyd tereftalowy, 2-aminoetanol, anilina, benzen, bezwodnik octowy,
chlorek cynku bezwodny, chlorek metylenu, chlorek wapnia bezwodny, chlo-
roform, chlorowodorek hydroksyloaminy, dichromian(VI) potasu, dimetylofor-
mamid, etanol, eter dietylowy, heksan, heptan, kwas azotowy(V) 65 %, kwas
octowy 99,5 %, kwas siarkowy(VI) 98 %, kwas solny 35 - 38 %, metanol,

N,N-dimetyloanilina, octan etylu, octan sodu bezwodny, pirydyna, propan-2-ol,
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toluen, siarczan(VI) magnezu bezwodny, siarczan(IV) sodu bezwodny, siar-
czan(VI) sodu bezwodny, weglan sodu bezwodny, woda amoniakalna 25 %,
wodorotlenek potasu, wodorotlenek sodu, wodoroweglan sodu, wodzian hy-
drazyny 80 %, zelazo. Fluka: aldehyd 2-bromobenzoesowy, aldehyd 3-bro-
mobenzoesowy, aldehyd 2-metoksybenzoesowy, aldehyd 3-metoksybenzo-
esowy aldehyd 4-metoksybenzoesowy, 2,4,6-trihydroksybenzaldehyd, 8-hy-
droksy-2-metylochinolina, kwas antranilowy, tlenochlorek fosforu. Sigma -
Aldrich: acetylooctan etylu, aldehyd 2,3,4-trihydroksybenzoesowy, aldehyd
3,4,5-trihydroksybenzoesowy, aldehyd krotonowy, 2-amino-N-metyloetanol,
N,N-dicykloheksylokarbodiimid, eter difenylowy, 4-fluorobenzyloamina, N-(4-
fluorobenzylo)-N-metyloamina, kwas 4-amino-2-hydroksybenzoesowy, kwas
2-aminonikotynowy, kwas 2-amino-5-nitrobenzoesowy, malonian dietylu, or-
tomrowczan etylu, tribromek boru, wodorek sodu. International Enzymem

Limitem: 10 % pallad na weglu.

6.5. Oczyszczanie i przygotowanie rozpuszczalnikow i odczynnikow

Odczynniki i rozpuszczalniki stosowane do syntez (benzen, chlorek me-
tylenu, metanol, etanol, bezwodnik octowy, roztwér amoniaku w etanolu)
oczyszczano i przygotowywano weditug standardowych przepiséw literaturo-
wych [225 - 227].

6.6. Przeprowadzone syntezy

6.6.1. Synteza zwigqzkoéw zawierajacych ukiad chinolinowy

6.6.1.1. Kwas 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-karboksylowy (1) [223,
224]

W kolbie trdjszyjnej o pojemnosci 250 cm?, zaopatrzonej w mieszadto
magnetyczne, termometr i chtodnice zwrotng z aparatem Dean-Starka sporza-
dza sie mieszanine 10 g (0,0628 mola) 8-hydroksy-2-metylochinoliny, 45 cm?
toluenu i 3,75 g (0,0668 mola) wodorotlenku potasu. Mieszanine ogrzewa sie
w tazni olejowej przez 24 godziny, nastepnie po ochtodzeniu do okoto 20 °C do

mieszaniny dodaje sie 33 cm® dimetyloformamidu (DMF). Aparat Dean-Starka
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zastepuje sie kolumng destylacyjng potaczong z chtodnicg i mieszanine ogrze-
wa sie oddestylowujgc wiekszos¢ toluenu. Gdy temperatura mieszaniny osig-
gnie 140 °C za pomocg kapilary rozpoczyna sie przepuszczanie strumienia
dwutlenku wegla. Ogrzewanie i oddestylowywanie toluenu kontynuuje sie do
momentu, gdy temperatura mieszaniny reakcyjnej osiggnie 150 - 160 °C. W
takiej temperaturze strumien dwutlenku wegla przepuszcza sie przez 2 godzi-
ny. Nastepnie mieszanine reakcyjng ochtadza sie do okoto 20 °C, odiacza
strumien dwutlenku wegla i dodaje 82 cm?® wody, po czym mieszanine zobo-
jetnia sie stezonym kwasem solnym do uzyskania pH ~ 7 i ekstrahuje octa-
nem etylu. Faze wodng zakwasza sie nastepnie kwasem solnym do uzyskania
pH = 4,2. Wytragcony z6ity osad odsacza sie pod zmniejszonym cisnieniem i
suszy na powietrzu. Produkt dwukrotnie krystalizuje sie z propan-2-olu i suszy
pod zmniejszonym cisnieniem w temperaturze 100 °C. W reakcji powstato 2,65
g z6ttego, krystalicznego produktu o temperaturze topnienia 206 - 208 °C (li-
teraturowa temperatura topnienia 207 - 208 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta
21 %.

6.6.1.2. Kwas 8-hydroksy-2-metylo-5-nitrochinolino-7-karboksylowy
(2) [147]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 50 cm?, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng, termometr i mieszadto magnetyczne przygotowuje sie mieszanine 11
cm?® stezonego kwasu azotowego(V) i 4,5 cm?® stezonego kwasu siarkowe-
go(VI). Zawartos¢ kolby miesza sie i chtodzi w tazni lodowej do osiggniecia
temperatury ponizej 10 °C. Nastepnie do mieszaniny nitrujgcej dodaje sie ma-
tymi porcjami 1,02 g (0,005 moli) kwasu 8-hydroksy-2-metylochinolino-7-
karboksylowego (1) kontrolujgc jednoczesnie temperature, tak by nie prze-
kroczyta 10 °C. Po dodaniu ostatniej porcji kwasu 8-hydroksy-2-metylochinoli-
no-7-karboksylowego mieszanine chtodzi sie w fazni lodowej ciggle mieszajac
przez 2 godziny. Po tym czasie zawartos¢ kolby przelewa sie do zlewki o po-
jemnosci 1 dm?®, w ktérej znajdowato sie 250 cm?® wody oraz 250 g lodu. Ca-
tos¢ energicznie miesza sie w ciggu kilku minut, a powstaty zéttopomaranczo-
wy osad odsacza sie pod zmniejszonym cisnieniem, przemywa Kkilkakrotnie

woda z lodem, nastepnie 150 cm? eteru dietylowego i suszy na powietrzu. W
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reakcji powstato 0,53 g produktu o temperaturze topnienia 260 °C (rozktad).
Wydajnos¢ reakcji wyniosta 42,5 %.

!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 3[ppm]: 2,92 (s, 3H, CHs); 8,11 (d, J = 8,1 Hz,
1H, Ar-H); 8,95 (s, 1H, Ar-H); 9,59 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna % C %H ) N, i )
X
Wartos¢ oznaczona 53,48 3,21 Ho P
N CH,
Wartos$¢ obliczona 53,23 3,25 o oH

6.6.1.3. Kwas 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksylowy (3) [112,
206]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 250 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng, termometr, mieszadto magnetyczne i wkraplacz umieszcza sie 60
cm?® stezonego kwasu solnego, 60 cm® lodowatego kwasu octowego oraz 3,83
g (0,025 mola) kwasu 4-amino-2-hydroksybenzoesowego. Cato$¢ miesza sie i
ogrzewa w fazni olejowej utrzymujac temperature okoto 100 °C. Do goracej
mieszaniny wkrapla sie 8,2 cm® (7 g, 0,1 mola) aldehydu krotonowego. Pod-
czas dodawania aldehydu zawartos¢ kolby musi by¢ intensywnie mieszana, a
aldehyd wkrapla sie mozliwie szybko, gdyz powolne dodawanie prowadzi do
duzych strat z powodu rozktadu. Ponadto wkraplanie przeprowadza sie uwaz-
nie ze wzgledu na mozliwos¢ intensywnego wrzenia i pienienia mieszaniny re-
akcyjnej. Po wkropleniu catej ilosci aldehydu mieszanine reakcyjng utrzymuje
sie w stanie wrzenia przez 45 minut. W reakcji powstaje pewna ilos¢ trudno
rozpuszczalnego osadu, stanowigcego produkty uboczne i pochodzace z roz-
ktadu. Ze wzgledu na straty na tym etapie nie trzeba go oddziela¢. Po ochto-
dzeniu do mieszaniny dodaje sie stezony roztwoér wodorotlenku sodu do mo-
mentu prawie catkowitego rozpuszczenia poczatkowo wytrgcajacego sie osadu,
az do uzyskania wyraznie zasadowego odczynu mieszaniny. Czes¢ nierozpusz-
czalng odsacza sie, a roztwér zakwasza kwasem solnym do uzyskania pH oko-
to 3,5 - 4. Przy takiej wartosci pH wytraca sie produkt reakcji, ktory odsacza
sie, przemywa zimng wodg i suszy na powietrzu. Bardzo czysty produkt reakcji
uzyskuje sie przez ekstrakcje w aparacie Soxhleta z zastosowaniem wody jako
ekstrahenta. W reakcji powstato 4 g zéttobezowego produktu o temperaturze
topnienia 230 - 235 °C (literaturowa temperatura topnienia 230 - 235 °C).

Wydajnos¢ reakcji wyniosta 79 % (wydajnosc literaturowa 68 %).
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!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), 3[ppm]: 2,82 (s, 3H, CHs); 7,32 (d, J = 8,85
Hz, 1H, Ar-H); 7,58 (d, J = 8,55 Hz, 1H, Ar-H); 8,2 (d, J = 8,9 Hz, 1H, Ar-H);
8,9 (d, J = 8,55 Hz, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna % C % H noonon )
AN
Wartos¢ oznaczona 59,80 5,44 " »
H N~ TCH,
Wartos¢ obliczona [-H,0] 59,73 5,01 H

6.6.1.4. Kwas 5-hydroksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowy
(4) [146]

W kolbie trdjszyjnej sercowej o pojemnosci 100 cm?®, zaopatrzonej w
chtodnice zwrotng, mieszadto magnetyczne, termometr i wkraplacz rozpuszcza
sie 1,524 g (0,0075 mola) kwasu 5-hydroksy-2-metylochinolino-6-karboksy-
lowego (3) w 7 cm?® lodowatego kwasu octowego. Osobno przygotowuje sie
mieszanine 3,6 cm? stezonego kwasu azotowego(V) z 3,6 cm® stezonego kwa-
su siarkowego(VI). Zawartos¢ kolby miesza sie i do roztworu wkrapla wcze-
$niej przygotowang mieszanine nitrujacq. Po dodaniu mieszaniny nitrujacej
catos$¢ ogrzewa sie ostroznie w fazni olejowej przez 15 minut w temperaturze
50 °C. Po zakoniczonym ogrzewaniu gorgcg mieszanine reakcyjng wylewa sie
do zlewki z lodem. Powstaty pomaranczowy osad odsacza sie pod zmniejszo-
nym cisnieniem, przemywa zimng wodg i suszy na powietrzu. W reakcji po-
wstato 1,08 g produktu o temperaturze topnienia 183 - 186 °C (literaturowa
temperatura topnienia 183 - 186 °C). Wydajno$¢ reakcji wyniosta 58 % (wy-
dajnos¢ literaturowa 44 %).

!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), 3[ppm]: 2,95 (s, 3H, CHs); 7,91 (d, J = 8,45
Hz, 1H, Ar-H); 9,01 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H); 9,06 (s, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna % C % H pooo )
H X
Warto$é oznaczona 49,18 3,17 ° |
H N~ TcH,
Wartos$c¢ obliczona [-H,0] 49,62 3,79 NO,

6.6.1.5. Ester dietylowy kwasu 2-etoksymetylenomalonowego (5)
[215, 216]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 500 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice

zwrotna, termometr i mieszadto magnetyczne umieszcza sie 76 cm® (80,09 g,
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0,5 mola) malonianu dietylu, 83 cm® (74,1 g, 0,5 mola) ortomrdwczanu etylu,
95 cm?® (102,09 g, 1 mol) bezwodnika octowego i 1 g bezwodnego chlorku
cynku. Zawartos¢ kolby ogrzewa sie w tazni olejowej przez 6,5 godziny, mie-
szanina osigga temperature 104 - 113 °C. Po tym czasie chtodnice zwrotng
zastepuje sie krotkg kolumng potaczong z chtodnicg destylacyjng. Destylacje
prowadzi sie do momentu, az temperatura zawartosci kolby podniesie sie do
124 °C. Nastepnie do mieszaniny dodaje sie 42 cm?® (37,5 g, 0,25 mol) orto-
mréwczanu etylu, 47 cm® (51,05 g, 0,5 mol) bezwodnika octowego i destylacje
kontynuuje sie do osiggniecia przez mieszanine reakcyjng temperatury 130
°C. Po ogrzewaniu mieszanine reakcyjng pozostawia sie na 18 godzin w tem-
peraturze pokojowej i po tym czasie do mieszaniny dodaje sie 125 cm® eteru
dietylowego i 150 cm?® wody. Mieszanine wytrzasa sie, oddziela warstwe orga-
niczng, ktorg suszy sie bezwodnym siarczanem(VI) magnezu. Eter dietylowy
usuwa sie na wyparce obrotowej, a surowy produkt poddaje sie destylacji
prozniowej zbierajgc frakcje wrzacg w temperaturze 150 °C / 12 mmHg (lite-
raturowa temperatura wrzenia 109 - 111 °C / 0,9 mmHg). W reakcji powstato
73,53 g cieklego, oleistego produktu o barwie stomkowej. Wydajnos¢ reakcji

wyniosta 68 % (wydajnos¢ literaturowa 72 %).

6.6.1.6. Ester dietylowy kwasu 2-fenyloaminometylenomalonowego
(6) [211]

W kolbie trdjszyjnej o pojemnosci 100 cm?, zaopatrzonej w mieszadto
magnetyczne, zestaw do wprowadzania gazu obojetnego i chtodnice destyla-
cyjng umieszcza sie 32,44 g (0,15 mola) estru dietylowego kwasu 2-etoksy-
metylenomalonowego (5) i 13,7 cm?® (13,97 g, 0,15 mola) aniliny. Zawarto$¢
kolby ogrzewa sie w tazni olejowej i jednoczesnie oddestylowuje powstajacy w
reakcji etanol. W celu szybszego usuwania etanolu przez mieszanine reakcyjng
przepuszcza sie strumien azotu. Ogrzewanie prowadzi sie do momentu zaniku
powstawania etanolu. Po ochtodzeniu pozostaty w kolbie brgzowy olej zestala
sie. Surowy produkt krystalizuje sie z etanolu i suszy na powietrzu. W reakcji
powstato 31 g produktu o temperaturze topnienia 47 - 48 °C (literaturowa
temperatura topnienia 50 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 78,5 % (wydajnos¢

literaturowa 83 %).
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6.6.1.7. Ester etylowy kwasu 4-hydroksychinolino-3-karboksylowego
(7) [218, 219]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 500 cm?, zaopatrzonej w dtuga chtod-
nice powietrzng i zestaw do wprowadzania gazu obojetnego umieszcza sie 330
cm® eteru difenylowego. Zawarto$¢ kolby ogrzewa sie do wrzenia i przez
chtodnice powietrzng dodaje sie porcjami 30,02 g (0,114 mola) stopionego
estru dietylowego kwasu 2-fenyloaminometylenomalonowego (6). Ogrzewanie
prowadzi sie do momentu, kiedy przestaje powstawaé etanol. W celu szybsze-
go usuwania etanolu przez mieszanine reakcyjng przepuszcza sie strumien
azotu. Po ochfodzeniu zawartosci kolby do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie
660 cm?® heksanu. Wytracony osad odsacza sie pod zmniejszonym ci$nieniem,
przemywa heksanem i suszy na powietrzu. W reakcji powstato 19,57 g biatego
produktu o temperaturze topnienia 270 °C (literaturowa temperatura topnienia
271 - 273 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 79 % (wydajnos¢ literaturowa 95,5
%).

6.6.1.8. Kwas 4-hydroksychinolino-3-karboksylowy (8) [217]

W kolbie o pojemnosci 250 cm?, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng roz-
puszcza sie 18 g (0,0829 mola) estru etylowego kwasu 4-hydroksychinolino-3-
karboksylowego (7) w 120 cm® 10 % roztworu wodorotlenku sodu. Mieszanine
ogrzewa sie przez 2 godziny. Po tym czasie zawarto$c¢ kolby ochfadza sie i sa-
czy pod zmniejszonym cisnieniem, a do przesgaczu dodaje sie kwas solny do
momentu wytrgcania catosci osadu. Osad odsacza sie pod zmniejszonym cis-
nieniem, przemywa wodga, krystalizuje z kwasu octowego i suszy na powietrzu.
W reakcji powstato 14,89 g produktu z wydajnoscig 95 % (wydajnosé litera-
turowa 97 %). Temperatura topnienia produktu wyniosta 269 °C (literaturowa

temperatura topnienia 266 - 267 °C).

6.6.1.9. Procedura ogolna otrzymywania amidéw kwaséw chinolino-
karboksylowych [110, 128]

W kolbie trdjszyjnej sercowej o pojemnosci 100 cm?®, zaopatrzonej w

chtodnice zwrotng z rurka z chlorkiem wapnia, wkraplacz, termometr i miesza-
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dto magnetyczne umieszcza sie 0,0015 mola odpowiedniego kwasu chinolino-
karboksylowego, 10 cm® bezwodnego chlorku metylenu oraz 0,37 g (0,0018
mola) N,N-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), rozpuszczonego uprzednio w 5
cm?® bezwodnego chlorku metylenu. Mieszanine reakcyjng miesza sie przez 30
minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie ochtadza w fazni lodowej do
temperatury 0 °C. W takiej temperaturze wkrapla sie roztwér 0,0017 mola
aminy rozpuszczonej w 5 cm?® bezwodnego chlorku metylenu i cato$é¢ miesza
przez 30 minut utrzymujac temperature 0 °C. Mieszanie kontynuuje sie jeszcze
przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Powstaty osad odsacza sie pod
zmniejszonym cisnieniem, przemywa chlorkiem metylenu, 5 % roztworem wo-

doroweglanu sodu, wodg, eterem dietylowym i suszy na powietrzu.

6.6.1.9.1. Amid N-2-hydroksyetylowy kwasu 8-hydroksy-2-metylochi-

nolino-7-karboksylowego (1a)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,305 g (0,0015 mola) kwasu 8-hy-

droksy-2-metylochinolino-7-karboksylowego (1) i 0,1 cm® (0,104 g, 0,0017
mola) 2-aminoetanolu wedfug procedury opisanej w punkcie 6.6.1.9. W reakcji
powstato 0,29 g biatego produktu o temperaturze topnienia 228 - 229 °C. Wy-
dajnos¢ reakcji wyniosta 78,5 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), 3[ppm]: 2,60 (s, 3H, CHs); 2,86 (t, 2H, CH>);
3,57 (t, 2H, CH,); 5,17 (s, 1H, OH); 6,93 (d, J = 8,42 Hz, 1H, Ar-H); 7,30 (d,
J = 8,33 Hz, 1H, Ar-H); 7,75 (d, J = 7,87 Hz, 1H, Ar-H); 8,00 (d, J = 8,37 Hz,
1H, Ar-H); 8,58 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna % C %H ) oo )
Wartos¢ oznaczona 55,42 6,49 o E t

HO™ TH, N~ cH,
Wartos¢ obliczona [-2H,0] 55,31 6,43 o o
6.6.1.9.2. Amid N-2-hydroksyetylo-N-metylowy kwasu 8-hydroksy-2-

metylochinolino-7-karboksylowego (1b)
Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,305 g (0,0015 mola) kwasu 8-hy-

droksy-2-metylochinolino-7-karboksylowego (1) i 0,14 cm® (0,128 g, 0,0017
mola) 2-amino-N-metyloetanolu wedtug procedury opisanej w punkcie 6.6.1.9.
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W reakcji powstato 0,14 g biatego produktu o temperaturze topnienia 228 °C.
Wydajnos¢ reakcji wyniosta 36 %.

!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), d[ppm]: 2,57 (s, 3H, CHs); 2,59 (s, 3H, CHs);
2,86 (t, 2H, CH,); 3,56 (t, 2H, CH,); 5,14 (t, 1H, OH); 6,93 (d, J = 7,84 Hz,
1H, Ar-H); 7,30 (d, J = 8,59 Hz, 1H, Ar-H); 7,52 (d, J = 8,20 Hz, 1H, Ar-H);
9,07 (d, J = 7,96 Hz, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna % C %H ) meoon )
Wartos¢ oznaczona 55,97 6,92 - f,HB t

HO”  XH, N~ CH,
Wartos$c¢ obliczona [-2H,0] 56,75 6,80 o oH
6.6.1.9.3. Amid N-4-fluorobenzylo-N-metylowy kwasu 8-hydroksy-2-

metylochinolino-7-karboksylowego (1c)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,305 g (0,0015 mola) kwasu 8-hy-

droksy-2-metylochinolino-7-karboksylowego (1) i 0,22 cm® (0,237 g, 0,0017
mola) N-(4-fluorobenzylo)-N-metyloaminy wedtug procedury opisanej w punk-
cie 6.6.1.9. W reakcji powstato 0,202 g biatego produktu o temperaturze top-
nienia 242 °C. Wydajnosc¢ reakcji wyniosta 41,5 %.
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 8[ppm]: 2,59 (s, 3H, CHs); 2,69 (s, 3H, CH3);
3,91 (s, 2H, CH,); 7,32 (d, 2H, Ar-H); 7,42 (d, J = 8,12 Hz, 1H, Ar-H); 7,48
(d, 2H, Ar-H); 7,63 (d, J = 8,59 Hz, 1H, Ar-H); 7,96 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Ar-H);
8,36 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna % C % H ) f L oo )
Wartos$¢ oznaczona 70,45 5,33 j;j: /EHa t

H CH, N CH,
Wartos¢ obliczona 70,36 5,28 H o oH
6.6.1.9.4. Amid N-2-hydroksyetylowy kwasu 8-hydroksy-2-metylo-5-

nitrochinolino-7-karboksylowego (2a)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,372 g (0,0015 mola) kwasu 8-hy-
droksy-2-metylo-5-nitrochinolino-7-karboksylowego (2) i 0,1 cm?® (0,104 g,
0,0017 mola) 2-aminoetanolu wedtug procedury opisanej w punkcie 6.6.1.9.
W reakcji powstato 0,275 g zéttego produktu o temperaturze topnienia 234 -
235 °C (rozktad). Wydajnosé reakcji wyniosta 63 %.
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!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), 3[ppm]: 2,58 (s, 3H, CHs); 2,87 (t, 2H, CH>);
3,57 (t, 2H, CH,); 5,15 (t, 1H, OH); 7,52 (d, J = 8,75 Hz, 1H, Ar-H); 8,38 (s,
1H, Ar-H); 9,07 (d, J = 8,70 Hz, 1H, Ar-H); 9,13 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna % C %H . No: )
AN
Wartos¢ oznaczona 50,38 4,96 H E P
HO™ cH, N~ H
Wartos¢ obliczona [-H,0] 50,49 4,89 o oH
6.6.1.9.5. Amid N-2-hydroksyetylo-N-metylowy kwasu 8-hydroksy-2-

metylo-5-nitrochinolino-7-karboksylowego (2b)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,372 g (0,0015 mola) kwasu 5-hy-
droksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowego (2) i 0,14 cm? (0,128 g,
0,0017 mola) 2-amino-N-metyloetanolu wedtug procedury opisanej w punkcie
6.6.1.9. W reakcji powstato 0,408 g zéttego produktu o temperaturze topnie-
nia 220 - 222 °C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 89 %.

!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), d[ppm]: 2,57 (s, 3H, CHs); 2,59 (s, 3H, CHs);
2,98 (t, 2H, CH,); 3,62 (q, 2H, CH,); 5,24 (t, 1H, OH); 7,52 (d, J = 8,66 Hz,
1H, Ar-H); 9,07 (d, J = 8,60 Hz, 1H, Ar-H); 9,13 (s, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna % C %H ) N )
AN
Wartos¢ oznaczona 52,13 5,41 o ﬁH3 P
HO™ T XH, N~ CH,
Wartos¢ obliczona [-H,0] 52,01 5,30 o OH
6.6.1.9.6. Amid N-2-hydroksyetylowy kwasu 5-hydroksy-2-metylochi-

nolino-6-karboksylowego (3a)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,305 g (0,0015 mola) kwasu 5-hy-

droksy-2-metylochinolino-6-karboksylowego (3) i 0,1 cm?® (0,104 g, 0,0017
mola) 2-aminoetanolu weditug procedury opisanej w punkcie 6.6.1.9. W reakcji
powstato 0,106 g bezowego produktu o temperaturze topnienia 236 °C. Wy-
dajnos¢ reakcji wyniosta 29 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), 3[ppm]: 2,57 (s, 3H, CHs); 2,86 (t, 2H, CH>);
3,57 (t, 2H, CHy); 6,94 (d, J = 8,71 Hz, 1H, Ar-H); 7,21 (d, J = 8,33 Hz, 1H,
Ar-H); 7,76 (s, 1H, NH); 7,84 (d, J = 8,77 Hz, 1H, Ar-H); 8,39 (d, J = 8,35
Hz, 1H, Ar-H)
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Analiza elementarna % C % H noooH o

HO\CH/CHN oM
Wartos$¢ oznaczona 58,91 5,92 sl P
H N~ CH,
Wartos¢ obliczona [-H,0] 59,08 6,10 H
6.6.1.9.7. Amid N-2-hydroksyetylo-N-metylowy kwasu 5-hydroksy-2-

metylochinolino-6-karboksylowego (3b)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,305 g (0,0015 mola) kwasu 5-hy-
droksy-2-metylochinolino-6-karboksylowego (3) i 0,14 cm® (0,128 g, 0,0017
mola) 2-amino-N-metyloetanolu wedtug procedury opisanej w punkcie 6.6.1.9.
W reakcji powstato 0,201 g bezowego produktu o temperaturze topnienia 233
°C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 51 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 8[ppm]: 2,54 (s, 3H, CHs); 2,58 (s, 3H, CH3);
2,85 (t, 2H, CHy); 3,59 (t, 2H, CHy); 6,96 (d, J = 8,75 Hz, 1H, Ar-H); 7,15 (d,
J =7,92Hz, 1H, Ar-H); 7,86 (d, J = 8,50 Hz, 1H, Ar-H); 8,26 (d, J = 8,51 Hz,

1H, Ar-H)
Analiza elementarna % C %H oo
., HO\CHZCH%\I SN H
Wartosc oznaczona 60,33 6,38 é”fH P
N CH,
Wartos¢ obliczona [-H,0] 60,42 6,52 H
6.6.1.9.8. Amid N-4-fluorobenzylo-N-metylowy kwasu 5-hydroksy-2-

metylochinolino-6-karboksylowego (3c)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,305 g (0,0015 mola) kwasu 5-hy-

droksy-2-metylochinolino-6-karboksylowego (3) i 0,22 cm?® (0,237 g, 0,0017
mola) N-(4-fluorobenzylo)-N-metyloaminy wedtug procedury opisanej w punk-
cie 6.6.1.9. W reakcji powstato 0,17 g szarego produktu o temperaturze top-
nienia 254 °C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 35 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), d[ppm]: 2,57 (s, 3H, CHs); 2,72 (s, 3H, CHs);
3,93 (s, 2H, CHy); 7,29 (d, 2H, Ar-H); 7,32 (d, J = 8,22 Hz, 1H, Ar-H); 7,53
(d, 2H, Ar-H); 7,59 (d, J = 8,55 Hz, 1H, Ar-H); 8,01 (d, J = 7,8 Hz, 1H, Ar-H);
8,25 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Ar-H)

OH

Analiza elementarna %C %H . H . 9 P
5¢ N X
Wartosc oznaczona 70,48 5,39 :@i L
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Wartos¢ obliczona 70,36 5,28

6.6.1.9.9. Amid N-2-hydroksyetylo-N-metylowy kwasu 5-hydroksy-2-
metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowego (4a)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,372 g (0,0015 mola) kwasu 5-hy-
droksy-2-metylo-8-nitrochinolino-6-karboksylowego (4) i 0,14 cm?® (0,128 g,
0,0017 mola) 2-amino-N-metyloetanolu wedtug procedury opisanej w punkcie
6.6.1.9. W reakcji powstato 0,205 g biatego produktu o temperaturze topnie-
nia 212 °C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 45 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 8[ppm]: 2,55 (s, 3H, CHs); 2,57 (s, 3H, CH3);
2,96 (t, 2H, CHy); 3,60 (t, 2H, CHy); 7,26 (d, J = 8,23 Hz, 1H, Ar-H); 8,48 (d,
J = 8,23 Hz, 1H, Ar-H); 8,96 (s, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna % C % H o
Ho\CH,ZCHﬁ\l oM
Wartos$¢ oznaczona 51,95 5,25 gH% _
N~ TCcH,
Wartos¢ obliczona [-H,0] 52,01 5,30 NO,

6.6.1.9.10. Amid N-2-hydroksyetylowy kwasu 4-hydroksychinolino-3-
karboksylowego (8a)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,284 g (0,0015 mola) kwasu 4-hy-
droksychinolino-3-karboksylowego (8) i 0,1 cm?® (0,104 g, 0,0017 mola) 2-
aminoetanolu wedtug procedury opisanej w punkcie 6.6.1.9. W reakcji po-
wstato 0,162 g biatego produktu o temperaturze topnienia 256 °C (literaturo-
wa temperatura topnienia 253 - 254 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 46,5 %.
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds), 8[ppm]: 2,83 (t, 2H, CH,); 3,57 (t, 2H, CHy);
7,47 (t, 1H, Ar-H); 7,73 (t, 1H, Ar-H); 7,77 (d, J = 8,16 Hz, 1H, Ar-H); 8,22
(d, J = 7,94 Hz, 1H, Ar-H); 8,81 (s, 1H, Ar-H); 8,86 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna % C % H ) oo g o
, A 7T %,
Wartosc oznaczona 61,89 5,11 _ E "
H N H
Wartos¢ obliczona 62,06 5,21 H
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6.6.1.9.11. Amid N-4-fluorobenzylo-N-metylowy kwasu 4-hydroksychi-
nolino-3-karboksylowego (8b)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,284 g (0,0015 mola) kwasu 4-hy-

droksychinolino-3-karboksylowego (8) i 0,22 cm® (0,237 g, 0,0017 mola) N-
(4-fluorobenzylo)-N-metyloaminy wediug procedury opisanej w punkcie
6.6.1.9. W reakcji powstato 0,154 g biatego produktu o temperaturze topnie-
nia 273 °C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 33 %.
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 8[ppm]: 2,69 (s, 3H, CHs); 3,90 (s, 2H, CHy);
7,32 (d, 2H, Ar-H); 7,44 (t, 1H, Ar-H); 7,51 (d, 2H, Ar-H); 7,78 (t, 1H, Ar-H);
7,86 (d, J = 8,10 Hz, 1H, Ar-H); 8,28 (d, J = 7,99 Hz, 1H, Ar-H); 8,54 (s, 1H,
Ar-H)

Analiza elementarna % C % H ) oo g - f )
\ ~ 2
Wartos$¢ oznaczona 69,54 4,73 P :”h/é[
H N F
Wartos¢ obliczona 69,67 4,87 H H

6.6.1.10. 3-Acetylo-4-hydroksy-1H-chinolin-2-on (9) [205, 213]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 250 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng z rurkg z chlorkiem wapnia, wkraplacz i mieszadto magnetyczne przy-
gotowuje sie mieszanine 180 cm?® bezwodnego benzenu i 2,4 g (0,06 mola)
wodorku sodu (60 % zawiesina w oleju). Do mieszaniny dodaje sie powoli z
wkraplacza 7,6 cm® (7,8 g, 0,06 mola) acetylooctanu etylu i powstalq mlecz-
nobiatg zawiesine miesza przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie dodaje sie 3,22 g (0,02 mola) 2-metylo-3,1-benzoksazyn-4-onu (10) i
mieszanie kontynuuje sie do nastepnego dnia. Nastepnie zawartos¢ kolby
przelewa sie do kolby stozkowej o pojemnosci 2 dm?, dodaje 180 cm® wody i
150 cm? eteru dietylowego, po czym cato$é wytrzasa w ciggu kilku minut i po-
zostawia na 1 godzine. Warstwe wodng oddziela sie, schtadza w lodéwce i za-
kwasza 10 % roztworem kwasu solnego. Wytrgcony biaty osad odsacza sie
pod zmniejszonym ci$nieniem, przemywa zimng wodgq i suszy na powietrzu. W
reakcji powstato 3,17 g produktu o temperaturze topnienia 255 °C (literaturo-
wa temperatura topnienia 254 - 257 °C). Wydajnos$¢ reakcji wyniosta 78 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), d[ppm]: 2,12 (s, 3H, CHs); 7,13 (t, 1H, Ar-H);
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7,56 (t, 1H, Ar-H); 7,95 (d, J = 7,17 Hz, 1H, Ar-H); 8,44 (d, J = 8,34 Hz, 1H,
Ar-H); 11,04 (s, 1H, NH); 13,58 (s, 1H, OH)

Analiza elementarna % C % H ) Hooonoo
Wartos¢ oznaczona 65,12 4,52 D

H N o]
Wartosc¢ obliczona 65,02 4,46 H

6.6.1.11. 4-Acetoksy-3-acetylo-1H-chinolin-2-on; ester 3-acetylo-2-

okso-1,2-dihydrochinolin-4-ylowy kwasu octowego (9a)

W kolbie o pojemnoséci 50 cm? zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
umieszcza sie 0,3 g (0,0015 mola) 3-acetylo-4-hydroksy-1H-chinazolin-2-onu
(9) i 10 cm?® bezwodnika octowego. Zawartos$¢ kolby ogrzewa sie przez 25 mi-
nut, po czym bezwodnik czesSciowo usuwa na wyparce obrotowej. Po ochtodze-
niu wytrgcony osad odsgcza sie pod zmniejszonym cisnieniem i suszy na po-
wietrzu. W reakcji powstato 0,333 g biatego produktu o temperaturze topnie-
nia 310 °C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 92 %.

!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), d[ppm]: 1,70 (s, 3H, CHs); 2,01 (s, 3H, CHs);
6,88 (t, 1H, Ar-H); 7,19 (t, 1H, Ar-H); 7,93 (d, J = 7,60 Hz, 1H, Ar-H); 8,39
(d, J = 8,05 Hz, 1H, Ar-H); 14,35 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna % C %H -
Wartos¢ oznaczona 63,56 4,61 " N e,
Warto$¢ obliczona 63,67 4,52 T

6.6.2. Synteza zwiazkoéw zawierajacych ukiad chinazolinowy

6.6.2.1. 2-Metylo-3,1-benzoksazyn-4-on (10) [181, 191]

W kolbie o pojemnosci 250 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng z
rurkg z chlorkiem wapnia umieszcza sie 13,7 g (0,1 mola) kwasu antranilowe-
go i 100 cm® bezwodnika octowego. Mieszanine ogrzewa sie przez 2,5 godziny.
Nadmiar bezwodnika octowego usuwa sie na wyparce obrotowej. Pozostaty
ciemnobrgzowy olej zestala sie po ochtodzeniu do temperatury pokojowej.
Staty produkt umieszcza sie w gilzie i prowadzi ekstrakcje w aparacie Soxhleta
za pomocg heptanu. Po ochtodzeniu ekstraktu w lodowce wytraca sie biaty

osad produktu, ktéry odsacza sie pod zmniejszonym ci$nieniem i suszy na po-
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wietrzu. Powstato 12,56 g produktu o temperaturze topnienia 80 °C (literatu-
rowa temperatura topnienia 79 - 80 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 78 %

(wydajnos¢ literaturowa 74 - 80 %).

6.6.2.2. 2-Metylo-3H-chinazolin-4-on (11) [191, 194, 204]

W kolbie o pojemnosci 250 cm® rozpuszcza sie 8,6 g (0,0534 mola) 2-
metylo-3,1-benzoksazyn-4-onu (10) w 27 cm?® absolutnego etanolu. Zawar-
toé¢ kolby miesza sie i do otrzymanego roztworu dodaje porcjami 70 cm® 25
% roztworu amoniaku. Mieszanie przerywa sie, kolbe zabezpiecza korkiem i
mieszanine pozostawia na okoto 2,5 dnia. Wytracony krystaliczny biaty osad
odsacza sie pod zmniejszonym ci$nieniem, suszy na powietrzu i krystalizuje z
mieszaniny wody z etanolem. Masa uzyskanego produktu wyniosta 6,58 g.
Wydajnos¢ reakcji wyniosta 77 % (wydajnos¢ literaturowa 80 %). Tempera-
tura topnienia produktu wynosi 245 - 247 °C (literaturowa temperatura top-
nienia 242 - 244 °QC).

!H NMR (500 MHz, (CDs),CO), 3[ppm]: 2,45 (s, 3H, CHs); 7,44 (t, 1H, Ar-H);
7,59 (d, J = 8,15 Hz, 1H, Ar-H); 7,76 (t, 1H, Ar-H); 8,13 (d, J = 7,94 Hz, 1H,
Ar-H); 11,00 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna % C % H ) o8 )
Wartos$¢ oznaczona 67,55 5,18 m

H N CH,
Wartosc¢ obliczona 67,49 5,03 H

6.6.2.3. 4-Chloro-2-metylochinazolina (12) [189, 193]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 250 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng z rurkg z chlorkiem wapnia, wkraplacz i termometr, umieszcza sie 4,8
g (0,03 mola) 2-metylo-3H-chinazolin-4-onu (11), 100 cm® suchego benzenu
i 9,5cm’ (9,1 g, 0,075 mola) N,N-dimetyloaniliny. Cato$¢ miesza sie i ogrzewa
w tazni olejowej za pomocg mieszadta magnetycznego. Gdy temperatura mie-
szaniny reakcyjnej osiagnie okoto 60 °C wkrapla sie ostroznie 1,9 cm? (3,1 g,
0,02 mola) tlenochlorku fosforu, nastepnie zawartos¢ kolby ogrzewa sie przez
2,5 godziny. Po ochtodzeniu mieszanine saczy sie pod zmniejszonym cisnie-
niem, pozostaty osad przemywa uzywajac 100 cm® benzenu i odrzuca, a pota-

czone przesacze schtadza w lodowce. Ochtodzony roztwdr benzenowy prze-

131



mywa sie kolejno uzywajac: 100 cm® zimnej wody, dwukrotnie 125 cm? schio-
dzonego w loddéwce 20 % roztworu wodorotlenku sodu i ponownie 100 cm?®
zimnej wody. Po rozdzieleniu warstwe organiczng suszy sie za pomocg bez-
wodnego siarczanu(VI) magnezu i rozpuszczalnik usuwa na ewaporatorze. Po-
zostaty w kolbie zétty olej zestala sie po ochtodzeniu do temperatury pokojo-
wej. Surowy produkt krystalizuje sie z heptanu. W reakcji otrzymano 2,68 g
z6ttego produktu o temperaturze topnienia 82 °C (literaturowa temperatura
topnienia 81,5 - 83 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 50 % (wydajnos¢ litera-
turowa 59 %).

!H NMR (200 MHz, CDCls), d[ppm]: 2,86 (s, 3H, CHs); 7,65 (t, 1H, Ar-H);
7,87 - 8,00 (m, 2H, Ar-H); 8,23 (d, J= 8,14 Hz, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna % C % H ) He ¢
Wartos¢ oznaczona 60,44 3,88 m

H N CH,
Wartosc¢ obliczona 60,52 3,95 H

6.6.2.4. 2-Metylochinazolina (13) [198, 202]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnoéci 250 cm?, zaopatrzonej w chitodnice
zwrotng z rurkg z chlorkiem wapnia, mieszadto magnetyczne i kapilare do
wprowadzania gazu przygotowuje sie roztwér 4,47 g (0,025 mola) 4-chloro-2-
metylochinazoliny (12) w 180 cm® bezwodnego benzenu. W osobnym naczy-
niu sporzadza sie roztwor 3,12 g (0,038 mola) bezwodnego octanu sodu w 70
cm?® bezwodnego metanolu i dodaje do zawartoéci kolby. Do mieszaniny reak-
cyjnej dodaje sie 1,8 g 10 % katalizatora palladowego na weglu i poddaje hy-
drogenacji. Strumien wodoru przez zawartos¢ kolby przepuszcza sie w ciggu 4
godzin. Po tym czasie katalizator odsacza sie grawitacyjnie, a rozpuszczalnik
usuwa na wyparce obrotowej. Do pozostatego oleju dodaje sie 40 cm® wody
amoniakalnej i mieszanine czterokrotnie ekstrahuje sie porcjami po 60 cm?’
benzenu. Ekstrakt benzenowy suszy sie bezwodnym siarczanem(VI) magnezu,
po czym rozpuszczalnik usuwa na ewaporatorze. Pozostaty olej zestala sie po
ochtodzeniu do temperatury pokojowej. Produkt reakcji krystalizuje sie z ben-
zenu. W reakcji powstato 2,09 g zéitego produktu o temperaturze topnienia 40
- 41 oC (literaturowa temperatura topnienia 41 °C). Wydajnos¢ reakcji wynio-

sta 58 % (wydajnos¢ literaturowa 62 %).
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'H NMR (200 MHz, CDCl;), 8[ppm]: 2,88 (s, 3H, CHs); 7,65 (t, 1H, Ar-H);
7,87 (d, J = 6,34 Hz, 1H, Ar-H); 7,94 (t, 1H, Ar-H); 8,21 (d, J = 6,21 Hz, 1H,
Ar-H); 9,33 (s, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna % C % H ) oo
Wartos¢ oznaczona 74,86 5,63 m

H N~ CH,
Wartos¢ obliczona 74,98 5,59 H

6.6.2.5. 2-Metylo-6-nitro-3H-chinazolin-4-on (14) [210]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 50 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng, mieszadto magnetyczne, termometr i wkraplacz rozpuszcza sie 1,51
g (0,0094 mola) 2-metylo-3H-chinazolin-4-onu (11) w 5 cm? stezonego kwa-
su siarkowego(VI). Do mieszaniny w kolbie wkrapla sie powoli 2,5 cm? dymia-
cego kwasu azotowego(V) i jej zawarto$¢ ogrzewa w tazni olejowej przez 3
godziny. Temperatura mieszaniny reakcyjnej nie powinna przekroczy¢ 75 °C.
Po tym czasie zawartos¢ kolby wylewa sie do zlewki z okoto 60 g lodu, wytrg-
cony osad odsgcza pod zmniejszonym ci$nieniem, przemywa wodg i suszy na
powietrzu. Osad krystalizuje sie z kwasu octowego. W reakcji powstato 1,26 g
jasnozoéttego produktu o temperaturze topnienia 299 - 300 ©°C (literaturowa
temperatura topnienia 295 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 65 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 3[ppm]: 2,47 (s, 3H, CHs); 7,40 (d, J = 8,15
Hz, 1H, Ar-H); 7,58 (s, 1H, Ar-H); 8,06 (d, J = 7,94 Hz, 1H, Ar-H); 10,80 (s,
1H, NH)

Analiza elementarna % C %H o (. )
Wartos¢ oznaczona 52,82 3,51 m

H N~ CH,
Wartos$¢ obliczona 52,69 3,44 H

6.6.2.6. 3-Metoksy-2-nitrobenzaldehyd (15) i 5-metoksy-2-nitroben-
zaldehyd (16) [199 - 201]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnoéci 500 cm?, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotna, termometr i wkraplacz umieszcza sie mieszanine 195 cm? stezonego
kwasu azotowego(V) i 80 cm?® stezonego kwasu siarkowego(VI). Zawarto$¢
kolby miesza sie i chtodzi w tazni lodowej do temperatury 3 - 5 °C. Do ochto-

dzonej mieszaniny nitrujacej wkrapla sie 35 cm® (39,2 g, 0,288 mola) 3-me-
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toksybenzaldehydu z taka predkoscia, aby temperatura nie przekroczyta 10
OC. Po dodaniu catej ilosci aldehydu mieszanie kontynuuje sie przez 40 minut
w temperaturze pokojowej, nastepnie zawartos¢ kolby wylewa sie do zlewki z
lodem. Wytracony osad mieszaniny izomeréw 3-metoksy-2-nitrobenzaldehydu
i 5-metoksy-2-nitrobenzaldehydu odsacza sie pod zmniejszonym ci$nieniem i
przemywa zimng woda. Wysuszony osad rozpuszcza sie w 39 cm’ benzenu
ogrzewajac mieszanine do wrzenia, po czym roztwor pozostawia w lodéwce do
nastepnego dnia. Z nasyconego roztworu krystalizuje 3-metoksy-2-nitroben-
zaldehyd (15), ktory odsgcza sie i suszy na powietrzu. Przesacz, zawierajacy
5-metoksy-2-nitrobenzaldehyd (16), odparowuje sie do sucha na wyparce
obrotowej, a pozostaty osad krystalizuje z etanolu. W reakcji powstato 24,75 g
jasnozoéttego 3-metoksy-2-nitrobenzaldehydu o temperaturze topnienia 94 -
98 °C (literaturowa temperatura topnienia 94 - 98 °C) z wydajnoscig 47,5 %.
Ciemnozotty 5-metoksy-2-nitrobenzaldehyd, o temperaturze topnienia 83 - 84
°C (literaturowa temperatura topnienia 82 - 83 °C), powstat w ilosci 22,13 g z

wydajnoscig 42 %.

6.6.2.7. 2-Amino-3-metoksybenzaldehyd (17) [184, 186]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 250 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng, mieszato magnetyczne, termometr i wkraplacz przygotowuje sie roz-
twor 4,2 g (0,023 mola) 3-metoksy-2-nitrobenzaldehydu (15) w 90 cm? eta-
nolu. Roztwdér miesza sie i ogrzewa w fazni olejowej. Po osiggnieciu tem-
peratury okoto 50 °C do roztworu dodaje sie porcjami 3,21 g (0,0575 mola)
zelaza metalicznego i réwnoczeénie wkrapla powoli roztwér 0,6 cm® stezonego
kwasu solnego w 22,5 cm?® wody. Cato$¢ miesza sie i ogrzewa w temperatury
65 °C przez 1 godzine, nastepnie mieszanine sgczy sie grawitacyjnie, pozo-
staty na saczku osad przemywa etanolem i odrzuca, a rozpuszczalnik usuwa
na ewaporatorze. Do pozostatosci w kolbie po usunieciu etanolu dodaje sie 100
cm?® wody i ekstrahuje pieciokrotnie porcjami po 50 cm?® eteru dietylowego.
Roztwor eterowy suszy sie bezwodnym siarczanem(VI) magnezu, a eter usuwa
na wyparce. Produkt bez oczyszczania byt wykorzystany do dalszej syntezy. W
reakcji powstato 3,2 g czerwonego produktu o temperaturze topnienia 102 °C
(literaturowa temperatura topnienia 102 °C). Wydajnos$¢ reakcji wyniosta 91
%.
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6.6.2.8. N-(2-formylo-6-metoksyfenylo)acetamid (18) [196]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnoéci 250 cm?, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng, mieszadio magnetyczne i wkraplacz sporzadza sie roztwoér 3,2 g
(0,021 mola) 2-amino-3-metoksybenzaldehydu (17) w 150 cm?® chlorku me-
tylenu. Do roztworu wkrapla sie 20 cm? bezwodnika octowego i mieszanie kon-
tynuuje sie przez 48 godzin w temperaturze pokojowej. Rozpuszczalnik i nad-
miar bezwodnika usuwa sie na wyparce w mozliwie najnizszej temperaturze, a
wydzielony produkt suszy na powietrzu i poddaje krystalizacji z etanolu. W
reakcji powstato 2,1 g pomaranczowego produktu z wydajnoscig 51 %. Tem-
peratura topnienia produktu wyniosta 156 °C (literaturowa temperatura top-
nienia 156 °C).

6.6.2.9. 8-Metoksy-2-metylochinazolina (19) [197]

W kolbie o pojemnosci 250 cm?®, zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne
rozpuszcza sie 4,1 g (0,0212 mola) N-(2-formylo-6-metoksyfenylo)acetamidu
(18) w 220 cm’® nasyconego etanolowego roztworu amoniaku. Kolbe zabez-
piecza sie korkiem, a jej zawarto$¢ miesza sie w temperaturze pokojowej
przez 24 godziny. Nastepnie rozpuszczalnik usuwa sie nha wyparce obrotowej,
a pozostatos¢ w kolbie rozpuszcza w 10 % roztworze kwasu solnego. Miesza-
nine zobojetnia sie i nastepnie lekko alkalizuje 10 % roztworem wodorotlenku
sodu, po czym ekstrahuje czterokrotnie porcjami po 50 cm?® chloroformu. War-
stwe organiczng osusza sie za pomocg bezwodnego siarczanu(VI) magnezu, a
rozpuszczalnik usuwa na wyparce obrotowej. Produkt krystalizuje sie z octanu
etylu. W reakcji powstato 3,22 g ciemnozéitego produktu o temperaturze top-
nienia 129 °C (literaturowa temperatura topnienia 131 - 132 °C). Wydajnosc¢
reakcji wyniosta 87 %.

'H NMR (500 MHz, CDCls), d8[ppm]: 2,96 (s, 3H, CHs); 4,09 (s, 3H, OCHs);
7,45 - 7,53 (m, 3H, Ar-H); 9,30 (s, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna % C %H ]
Wartos¢ oznaczona 69,04 5,90 Hm%
Warto$¢ obliczona 68,95 5,79 Oan,
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6.6.2.10. 8-Hydroksy-2-metylochinazolina; 2-metylochinazolin-8-ol
(20) [149, 150, 192]

Reakcje prowadzi sie w atmosferze azotu. W kolbie trojszyjnej o pojem-
nosci 100 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng z rurka z chlorkiem wapnia,
zestaw do wprowadzania gazu obojetnego, mieszadto magnetyczne, termo-
metr i wkraplacz rozpuszcza sie 4,5 g (0,0258 mola) 8-metoksy-2-metylochi-
nazoliny (19) w 20 cm® bezwodnego chlorku metylenu. Mieszanine ochtadza
sie do temperatury 5 °C i nastepnie w ciggu 30 minut ostroznie wkrapla roz-
twor 4,9 cm? tribromku boru w 47 cm?® bezwodnego chlorku metylenu. Miesza-
nie kontynuuje sie przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, nastepnie mie-
szanine ogrzewa w tazni olejowej w ciqgu 14 godzin. Po ochtodzeniu miesza-
nine zobojetnia sie roztworem wodoroweglanu sodu do pH = 7 i ekstrahuje
czterokrotnie porcjami po 50 cm? chlorku metylenu. Warstwe organiczng osu-
sza sie za pomocg bezwodnego siarczanu(VI) magnezu, a rozpuszczalnik usu-
wa na wyparce. Produkt krystalizuje sie z etanolu. W reakcji powstato 3,72 g
z0ttoszarego produktu o temperaturze topnienia 160 °C (literaturowa tem-
peratura topnienia 154 - 158 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 90 % (wydaj-
nos¢ literaturowa 74 %).

'H NMR (500 MHz, CDCls), 8[ppm]: 2,89 (s, 3H, CHs); 7,32 (d, J = 7,51 Hz,
1H, Ar-H); 7,41 (d, J = 8,13, 1H, Ar-H); 7,49 (t, 1H, Ar-H); 7,80 (s, 1H, Ar-
H); 9,31 (s, 1H, OH)

Analiza elementarna % C % H ) Pl
Wartos$¢ oznaczona 67,58 5,15 m

H N~ “CH,
Wartosc¢ obliczona 67,49 5,03 OH

6.6.2.11. 8-Hydroksy-2-metylo-5,7-dinitrochinazolina; 2-metylo-5,7-
dinitrochinazolin-8-ol (21)

W kolbie tréjszyjnej sercowej o pojemnosci 50 cm?®, zaopatrzonej w
chtodnice zwrotng, termometr i mieszadto magnetyczne umieszcza sie miesza-
nine 3,5 cm® stezonego kwasu azotowego(V) i 1,5 cm® stezonego kwasu siar-
kowego(VI). Zawartosc¢ kolby miesza sie i chtodzi do temperatury 3 - 5 °C w
tazni lodowej. Do ochtodzonej mieszaniny nitrujgcej dodaje sie porcjami 0,6 g

(0,00375 mola) 8-hydroksy-2-metylochinazoliny (20), po czym mieszanie
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kontynuuje sie przez 2 godziny caty czas chtodzac zawarto$¢ kolby. Nastepnie
mieszanine reakcyjng wylewa sie do zlewki z lodem, wytrgcony osad odsacza
pod zmniejszonym ci$nieniem, przemywa wodg i suszy na powietrzu. W przy-
padku, gdy osad nie wytraca sie od razu nalezy podnies¢ pH mieszaniny do-
dajac ostroznie nasycony roztwér weglanu sodu. W reakcji powstato 0,796 g
pomaranczowego produktu o temperaturze topnienia 250 °C (rozktad). Wydaj-
nos$c¢ reakcji wyniosta 85 %.

!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 3[ppm]: 2,78 (s, 3H, CH5); 9,10 (s, 1H, Ar-H);
10,22 (s, 1H, Ar-H); 11,23 (s, 1H, OH)

Analiza elementarna % C %H ) D

Wartos¢ oznaczona 43,32 2,48 :@fj\
O,N N CH,

Wartosc¢ obliczona 43,21 2,42 OH

6.6.2.12. 5,7-Diacetamido-8-acetoksy-2-metylochinazolina; ester 5,7-

bisacetyloamino-2-metylochinazolin-8-ylowy kwasu octowego (22)

W kolbie trdjszyjnej sercowej o pojemnoéci 100 cm?, zaopatrzonej w
mieszadto magnetyczne i kapilare do wprowadzania gazu sporzadza sie zawie-
sine 0,4 g (0,0016 mola) 8-hydroksy-2-metylo-5,7-dinitrochinazoliny (21) w
roztworze kwasu solnego (0,66 cm® stezonego kwasu solnego w 6 cm? wody).
Do zawiesiny dodaje sie 0,13 g 10 % katalizatora palladowego na weglu i za-
wiesine poddaje sie hydrogenacji. Wodér przepuszcza sie tak dtugo, az roztwor
zmieni kolor z zéttego na intensywnie czerwony. Po zakonczonej redukcji kata-
lizator odsacza sie grawitacyjnie, a roztwor 5,7-diamino-8-hydroksy-2-metylo-
chinazoliny (w postaci soli amoniowej) od razu poddaje sie acylowaniu. Do
mieszaniny dodaje sie 1,33 g bezwodnego octanu sodu, 0,66 g siarczanu(IV)
sodu i wkrapla powoli 4,5 cm® bezwodnika octowego. Mieszanine pozostawia
sie na 1 godzine w temperaturze pokojowej, nastepnie przez 30 minut chtodzi
w fazni lodowej. Wytrgcony produkt odsgcza sie pod zmniejszonym cisnieniem,
przemywa zimng wodga i suszy na powietrzu. W reakcji powstato 0,253 g bia-
tego produktu o temperaturze topnienia 274 - 276 °C (rozktad). Wydajnos¢
reakcji wyniosta 50 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 8[ppm]: 2,16 (s, 3H, CHs); 2,34 (s, 3H, CH3);
2,42 (s, 3H, CHs3); 2,62 (s, 3H, CH3); 7,88 (s, 1H, Ar-H); 9,47 (s, 1H, Ar-H);
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9,57 (s, 1H, NH); 11,40 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna % C % H O

Wartos¢ oznaczona 56,85 5,01 Hacoc\NﬁN%iCH
‘ 3

Wartos¢ obliczona 56,96 5,10 " Pcocn,

6.6.2.13. 7-Acetamido-2-metylochinazolin-5,8-dion; N-(2-metylo-5,8-
diokso-5,8-dihydrochinazolin-7-ylo)acetamid (23)

W kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 50 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng, wkraplacz i mieszadto magnetyczne sporzadza sie zawiesine 0,15 g
(0,00047 mola) 5,7-diacetamido-8-acetoksy-2-metylochinazoliny (22) w 5,8
cm?® lodowatego kwasu octowego. Do zawiesiny wkrapla sie roztwér 0,42 g
dichromianu(VI) potasu w 5,5 cm® wody. Mieszanine reakcyjng lekko ogrzewa
sie w fazni wodnej, a mieszanie kontynuuje sie przez 1,5 godziny. Roztwor
nastepnie ekstrahuje sie dwunastokrotnie porcjami po 2,5 cm? chlorku mety-
lenu. Warstwe organiczng przemywa sie 3 % roztworem wodoroweglanu sodu,
wodg, po czym suszy za pomocg bezwodnego siarczanu(VI) magnezu. Po od-
parowaniu rozpuszczalnika pozostat z6tty osad produktu o masie 0,088 g. Wy-
dajnosc¢ reakcji wyniosta 80 %. Temperatura topnienia produktu wyniosta 210
°C (rozktad).

!H NMR (500 MHz, CDCl5), d3[ppm]: 2,33 (s, 3H, CHs); 2,98 (s, 3H, CHs); 7,98
(s, 1H, Ar-H); 8,31 (s, 1H, Ar-H); 9,43 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna % C % H ) T
o) SN
Wartos¢ oznaczona 57,25 4,00
HECJLNJ#NL/)\CH3
Wartos¢ obliczona 57,14 3,92 W0

6.6.2.14. 1,4-Bis-((E)-2-(2-3H-chinazolin-4-on)winylo)benzen (11a)

W kolbie o pojemnoéci 50 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng przy-
gotowuje sie mieszanine: 0,32 g (0,002 mola) 2-metylo-3H-chinazolin-4-onu
(11), 0,134 g (0,001 mola) aldehydu tereftalowego, 0,248 g (0,003 mola)
bezwodnego octanu sodu, 8 cm? kwasu octowego i 0,5 cm® bezwodnika octo-
wego. Zawartos¢ kolby ogrzewa sie przez 6 godzin. Po ochtodzeniu mieszaniny
reakcyjnej wytrgcony osad odsacza sie pod zmniejszonym ci$nieniem, prze-

mywa wodg i suszy na powietrzu. W reakcji powstato 0,146 g jasnozottego
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produktu o temperaturze topnienia 317 - 319 °C. Wydajnos$¢ reakcji wyniosta
35 %.

!H NMR (500 MHz, CDCl5), d[ppm]: 7,16 (d, J = 16,13 Hz, 2H, 2C=C-H); 7,50
(t, 2H, Ar-H); 7,69 (d, J = 8,10 Hz, 2H, Ar-H); 7,82 (t, 2H, Ar-H); 7,87 (d, J =
8,14 Hz, 2H, Ar-H); 7,97 (d, J = 8,15 Hz, 2H, Ar-H); 8,00 (d, J = 16,21 Hz,
2H, 2C=C-H); 8,11 (d, J = 7,30 Hz, 2H, Ar-H); 10,02 (s, 2H, 2NH)

Analiza elementarna %C %H o s = pn g
Warto$¢ oznaczona 74,45 4,46 “{?}W&H
Wartos¢ obliczona 74,63 4,34 { Ko
6.6.2.15. 4-Chloro-2-((E)-2-(2-metoksyfenylo)winylo)chinazolina
(12a)

W kolbie o pojemnoéci 50 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng przy-

gotowuje sie mieszanine: 0,893 g (0,005 mola) 4-chloro-2-metylochinazoliny
(12), 1,5 g (0,011 mola) aldehydu 2-metoksybenzoesowego, 0,615 g (0,0075
mola) bezwodnego octanu sodu, 20 cm?® kwasu octowego i 2 cm?® bezwodnika
octowego. Zawartos$c¢ kolby ogrzewa sie przez 6 godzin. Po ochtodzeniu mie-
szaniny reakcyjnej wytrgcony osad odsgacza sie pod zmniejszonym ciSnieniem,
przemywa wodg i suszy na powietrzu. W reakcji powstato 0,89 g jasnozéttego
produktu o temperaturze topnienia 234 - 236 °C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta
60 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), d[ppm]: 3,90 (s, 3H, OCHs); 7,03 (t, 1H, Ar-
H); 7,07 (d, J = 16,12 Hz, 1H, C=C-H); 7,11 (d, J = 8,32 Hz, 1H, Ar-H); 7,40
(t, 1H, Ar-H); 7,46 (t, 1H, Ar-H); 7,60 (d, J = 8,05 Hz, 1H, Ar-H); 7,68 (d, J =
8,09 Hz, 1H, Ar-H); 7,49 (t, 1H, Ar-H); 8,09 (d, J = 7,56 Hz, 1H, Ar-H); 8,15
(d,J = 16,13 Hz, 1H, C=C-H)

Analiza elementarna % C %H L ™
Wartos$¢ oznaczona 68,69 4,36 ﬁé 7 ¥
Wartos¢ obliczona 68,81 4,42 S
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6.6.2.16. 2-((E)-2-(4-Metoksy-3-nitrofenylo)winylo)-6-nitro-3H-chi-

nazolin-4-on (14a)

W kolbie o pojemnoéci 100 cm?® zaopatrzonej w chtodnice zwrotng

przygotowuje sie mieszanine: 0,256 g (0,00125 mola) 2-metylo-6-nitro-3H-
chinazolin-4-onu (14), 0,498 g (0,00275 mola) aldehydu 4-metoksy-3-nitro-
benzoesowego, 0,156 g (0,0019 mola) bezwodnego octanu sodu, 25 cm?® kwa-
su octowego i 2 cm?® bezwodnika octowego. Zawarto$¢ kolby ogrzewa sie przez
6 godzin. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej wytragcony osad odsacza sie
pod zmniejszonym ci$nieniem, przemywa wodg i suszy na powietrzu. W reakcji
powstato 0,248 g zdéitego produktu o temperaturze topnienia 322 - 325 °C.
Wydajnosé reakcji wyniosta 54 %.
'H NMR (500 MHz, DMS0-ds), 3[ppm]: 3,98 (s, 3H, OCHs); 7,03 (d, J = 16,15
Hz, 1H, C=C-H); 7,48 (d, J = 8,84 Hz, 1H, Ar-H); 7,81 (d, J = 9,01 Hz, 1H,
Ar-H); 8,00 (d, J = 8,79 Hz, 1H, Ar-H); 8,05 (d, J = 16,07 Hz, 1H, C=C-H);
8,22 (s, 1H, Ar-H); 8,52 (d, J = 6,34 Hz, 1H, Ar-H); 8,78 (s, 1H, Ar-H); 12,78
(s, 1H, NH)

Analiza elementarna % C %H on LM
Wartos¢ oznaczona 55,56 3,19 Hji;fwE 7 "o
Wartoé¢ obliczona 55,44 3,28 L

6.6.2.17. Procedura ogolna otrzymywania zwigzkéw styrylochinazoli-
nowych w reakcji pochodnych 2-metylochinazoliny z aldehydami poli-

hydroksybenzoesowymi [190]

W kolbie o pojemnoéci 50 cm?, zaopatrzonej w chiodnice zwrotng i
wkraplacz przygotowuje sie mieszanine: 0,001 mola odpowiedniej pochodnej
2-metylochinazoliny, 0,124 g (0,0015 mola) bezwodnego octanu sodu, 3 cm?’
kwasu octowego i 0,5 cm?® bezwodnika octowego. Mieszanine ogrzewa sie do
wrzenia. W osobnym naczyniu sporzadza sie roztwér 0,0022 mola aldehydu
polihydroksybenzoesowego w 3 c¢cm® bezwodnika octowego. Mieszanine alde-
hydu i bezwodnika nalezy lekko ogrza¢ do uzyskania jednorodnego roztworu.
Do wrzacej mieszaniny reakcyjnej wkrapla sie ciepty roztwér zacylowanego
aldehydu i nastepnie mieszanine ogrzewa przez 6 godzin. Po ochtodzeniu za-

wartosci kolby wytrgcony osad odsacza sie pod zmniejszonym ci$nieniem.
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Przesacz zateza sie na wyparce obrotowej i schtadza w lodéwce uzyskujac

drugg porcje osadu. Potaczone osady przemywa sie wodg i suszy na powietrzu.

6.6.2.17.1. 2-((E)-2-(2,3,4-Triacetoksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-
4-on; ester 2,3-diacetoksy-4-((E)-2-(4-okso-3,4-dihydrochinazolin-2-
ylo)winylo)fenylowy kwasu octowego (11b)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,16 g (0,001 mola) 2-metylo-3H-chi-
nazolin-4-onu (11) i 0,34 g (0,0022 mola) aldehydu 2,3,4-trihydroksybenzo-
esowego wedtug procedury opisanej w punkcie 6.6.2.17. W reakcji powstato
0,386 g biatego produktu o temperaturze topnienia 227 °C (rozktad). Wydaj-
nos$c¢ reakcji wyniosta 91,5 %.

'H NMR (200 MHz, DMSO-dg), 8[ppm]: 2,29 (s, 3H, CHs); 2,33 (s, 3H, CH3);
2,44 (s, 3H, CHs5); 7,04 (d, J = 16,41 Hz, 1H, C=C-H); 7,32 (d, J = 8,75 Hz,
1H, Ar-H); 7,49 (t, 1H, Ar-H); 7,68 (d, J = 7,79 Hz, 1H, Ar-H); 7,77 - 7,87
(m, 3H, Ar-H oraz C=C-H); 8,11 (d, J = 7,92 Hz, 1H, Ar-H); 12,09 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna %C %H ﬁik oA
Warto$¢ oznaczona 62,46 4,49 " /)\%ﬁ\(
Wartos¢ obliczona 62,56 4,30 e

6.6.2.17.2. 2-((E)-2-(3,4,5-Triacetoksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-
4-on; ester 2,3-diacetoksy-5-((E)-2-(4-okso-3,4-dihydrochinazolin-2-

ylo)winylo)fenylowy kwasu octowego (11c)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,16 g (0,001 mola) 2-metylo-3H-chi-

nazolin-4-onu (11) i 0,34 g (0,0022 mola) aldehydu 3,4,5-trihydroksybenzo-
esowego wedtug procedury opisanej w punkcie 6.6.2.17. W reakcji powstato
0,13 g biatego produktu o temperaturze topnienia 302 °C (rozktad). Wydaj-
nosc¢ reakcji wyniosta 31 %.
'H NMR (200 MHz, DMSO-ds), 3[ppm]: 2,31 (s, 9H, 3CHs); 6,99 (d, J = 16,2
Hz, 1H, C=C-H); 7,49 (t, 1H, Ar-H); 7,52 (s, 2H, Ar-H); 7,67 (d, J = 7,76 Hz,
1H, Ar-H); 7,81 (t, 1H, Ar-H); 7,89 (d, J = 16,07 Hz, 1H, C=C-H); 8,11 (d, J
= 7,76 Hz, 1H, Ar-H); 12,32 (s, 1H, NH)
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Analiza elementarna %C %H I;rk o
N O\(O

Wartos¢ oznaczona 62,64 4,44 A

H; o C/LO
Wartoé¢ obliczona 62,56 4,30 e

6.6.2.17.3. 2-((E)-2-(2,4,6-Triacetoksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-
4-on; ester 3,5-diacetoksy-2-((E)-2-(4-okso-3,4-dihydrochinazolin-2-
ylo)winylo)fenylowy kwasu octowego (11d)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,16 g (0,001 mola) 2-metylo-3H-chi-
nazolin-4-onu (11) i 0,34 g (0,0022 mola) aldehydu 2,4,6-trihydroksybenzo-
esowego (floroglucynokarboaldehydu) wedtug procedury opisanej w punkcie
6.6.2.17. W reakcji powstato 0,18 g jasnopomaranczowego produktu o tem-
peraturze topnienia 274 - 276 °C (rozktad). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 43 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), d[ppm]: 2,29 (s, 3H, CHs); 2,41 (s, 6H, 2CHs);
7,02 (d, J = 16,37 Hz, 1H, C=C-H); 7,13 (s, 2H, Ar-H); 7,49 (t, 1H, Ar-H);
7,70 (d, J = 8,13 Hz, 1H, Ar-H); 7,81 (t, 1H, Ar-H); 7,81 (d, J = 16,09 Hz,
1H, C=C-H); 8,10 (d, J = 7,99 Hz, 1H, Ar-H); 12,57 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna %C %H I;Hk o
Warto$¢ oznaczona 62,60 4,25 YWY
Warto$¢ obliczona 62,56 4,30 1o e o

6.6.2.17.4. 4-Chloro-2-((E)-2-(2,3,4-triacetoksyfenylo)winylo)china-
zolina; ester 2,3-diacetoksy-4-((E)-2-(4-chlorochinazolin-2-ylo)winy-
lo)fenylowy kwasu octowego (12b)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,18 g (0,001 mola) 4-chloro-2-mety-

lochinazoliny (12) i 0,34 g (0,0022 mola) aldehydu 2,3,4-trihydroksybenzo-
esowego wedtug procedury opisanej w punkcie 6.6.2.17. W reakcji powstato
0,364 g biatego produktu o temperaturze topnienia 192 °C (rozktad). Wydaj-
no$¢ reakcji wyniosta 82 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), d[ppm]: 2,29 (s, 3H, CHs); 2,33 (s, 3H, CHs);
2,44 (s, 3H, CH3); 7,04 (d, J = 16,42 Hz, 1H, C=C-H); 7,32 (d, J = 8,77 Hz,
1H, Ar-H); 7,50 (t, 1H, Ar-H); 7,69 (d, J = 8,08 Hz, 1H, Ar-H); 7,79 - 7,85
(m, 3H, Ar-H); 8,11 (d, J = 16,21 Hz, 1H, C=C-H)
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Analiza elementarna %C %H ﬁé Jiy
Wartoé¢ oznaczona 59,88 3,94 WY Rd
Wartoé¢ obliczona 59,94 3,89 o

6.6.2.17.5. 4-Chloro-2-((E)-2-(3,4,5-triacetoksyfenylo)winylo)china-
zolina; ester 2,3-diacetoksy-5-((E)-2-(4-chlorochinazolin-2-ylo)winy-

lo)fenylowy kwasu octowego (12c)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,18 g (0,001 mola) 4-chloro-2-mety-

lochinazoliny (12) i 0,34 g (0,0022 mola) aldehydu 3,4,5-trihydroksybenzo-
esowego wedtug procedury opisanej w punkcie 6.6.2.17. W reakcji powstato
0,29 g biatego produktu o temperaturze topnienia 305 °C (rozktad). Wydaj-
nos¢ reakcji wyniosta 65 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), d[ppm]: 2,31 (s, 6H, 2CHs); 2,32 (s, 3H, CHs);
7,02 (d, J = 16,14 Hz, 1H, C=C-H); 7,49 (t, 1H, Ar-H); 7,53 (s, 2H, Ar-H);
7,67 (d, J = 8,13 Hz, 1H, Ar-H); 7,81 (t, 1H, Ar-H); 7,88 (d, J = 16,19 Hz,
1H, C=C-H); 8,10 (d, J = 7,82 Hz, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna %C %H fr o

Wartos¢ oznaczona 59,81 3,72 T Y
7 7 . e OHc/go

Warto$¢ obliczona 59,94 3,89 T

6.6.2.17.6. 4-Chloro-2-((E)-2-(2,4,6-triacetoksyfenylo)winylo)china-
zolina; ester 3,5-diacetoksy-2-((E)-2-(4-chlorochinazolin-2-ylo)winy-

lo)fenylowy kwasu octowego (12d)

Zwigzek otrzymuje sie w reakcji 0,18 g (0,001 mola) 4-chloro-2-mety-

lochinazoliny (12) i 0,34 g (0,0022 mola) aldehydu 2,4,6-trihydroksybenzo-
esowego (floroglucynokarboaldehydu) wedtug procedury opisanej w punkcie
6.6.2.17. W reakcji powstato 0,173 g jasnopomaranczowego produktu o tem-
peraturze topnienia 235 °C (rozkfad). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 39 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), d[ppm]: 2,29 (s, 3H, CHs); 2,41 (s, 6H, 2CHs);
7,02 (d, J = 16,27 Hz, 1H, C=C-H); 7,13 (s, 2H, Ar-H); 7,49 (t, 1H, Ar-H);
7,70 (d, J = 8,08 Hz, 1H, Ar-H); 7,81 (t, 1H, Ar-H); 7,81 (d, J = 16,32 Hz,
1H, C=C-H); 8,10 (d, J = 7,66 Hz, 1H, Ar-H)
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N H [} CH

Warto$¢ oznaczona 60,09 3,94 " )\%ﬁ
QPSS

Wartosc¢ obliczona 59,94 3,89

Analiza elementarna %C %H I% By

6.6.2.18. Procedura ogodlna hydrolizy acylowanych pochodnych styry-

lochinazolinowych

W kolbie o pojemnoséci 50 cm?® zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i
wkraplacz przygotowuje sie mieszanine acylowanej pochodnej styrylochinazo-
linowej i 3 cm? pirydyny. Roztwdr ogrzewa sie przez 2 godziny. Po tym czasie
do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie 1,5 cm® wody i ogrzewanie prowadzi sie
dalej przez 3 godziny. Po ochtodzeniu mieszanine reakcyjng ekstrahuje sie kil-
koma porcjami chlorku metylenu. Oddzielong warstwe organiczng osusza sie
bezwodnym siarczanem(VI) sodu i rozpuszczalnik czeSciowo usuwa na wypar-
ce. Zatezony roztwdér odparowuje sie pod dygestorium, a produkt suszy na

powietrzu.

6.6.2.18.1. 2-((E)-2-(2,3,4-Trihydroksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-
4-on (11e)

Zwigzek otrzymuje sie w wyniku hydrolizy 0,358 g (0,00085 mola) 2-
((E)-2-(2,3,4-triacetoksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-4-onu  (11b) wedtug
procedury opisanej w punkcie 6.6.2.18. W reakcji powstato 0,15 g brgzowego
produktu, ktérego temperatura topnienia wynosi 300 °C (rozktad). Wydajnosc
reakcji wyniosta 60 %.

!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), d[ppm]: 6,39 (d, J = 8,56 Hz, 1H, Ar-H); 6,83
(d, J = 15,98 Hz, 1H, C=C-H); 6,88 (d, J = 8,51 Hz, 1H, Ar-H); 7,40 (t, 1H,
Ar-H); 7,63 (d, J = 8,13 Hz, 1H, Ar-H); 7,75 (t, 1H, Ar-H); 8,05 (d, J = 7,96
Hz, 1H, Ar-H); 8,10 (d, J = 16,05 Hz, 1H, C=C-H); 8,57 (s, 1H, OH); 9,07 (s,
1H, OH); 9,68 (s, 1H, OH); 12,19 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna %C %H ’ .
Wartos$¢ oznaczona 57,94 4,76 Iik/
Wartos¢ obliczona [-2H,0] 57,83 4,85 H
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6.6.2.18.2. 2-((E)-2-(3,4,5-Trihydroksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-
4-on (11f)

Zwigzek otrzymuje sie w wyniku hydrolizy 0,117 g (0,00028 mola) 2-
((E)-2-(3,4,5-triacetoksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-4-onu  (11c) wediug
procedury opisanej w punkcie 6.6.2.18. W reakcji powstato 0,043 g pomaran-
czowego produktu, ktérego temperatura topnienia wynosi 280 °C (rozktad).
Wydajnosé reakcji wyniosta 52 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-d), d[ppm]: 6,58 (s, 2H, Ar-H); 6,61 (d, J = 15,98
Hz, 1H, C=C-H); 7,43 (t, 1H, Ar-H); 7,63 (d, J = 8,12 Hz, 1H, Ar-H); 7,69 (d,
J = 15,90 Hz, 1H, C=C-H); 7,77 (t, 1H, Ar-H); 8,07 (d, J = 7,68 Hz, 1H, Ar-
H); 8,71 (s, 1H, OH); 9,17 (s, 2H, 20H); 12,22 (s, 1H, NH)
Analiza elementarna % C %H ) o
Wartos$¢ oznaczona 57,68 4,67 ﬁiﬁ

Wartos¢ obliczona [-2H,0] 57,83 4,85 on

6.6.2.18.3. 2-((E)-2-(2,4,6-Trihydroksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-
4-on (11g)

Zwigzek otrzymuje sie w wyniku hydrolizy 0,16 g (0,00038 mola) 2-
((E)-2-(2,4,6-triacetoksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-4-onu (11d) wedtug
procedury opisanej w punkcie 6.6.2.18. W reakcji powstato 0,04 g brgzowego
produktu, ktérego temperatura topnienia wynosi 220 °C (rozktad). Wydajnos¢
reakcji wyniosta 36 %.

!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), d3[ppm]: 6,88 (s, 2H, Ar-H); 7,19 (d, J = 15,96
Hz, 1H, C=C-H); 7,37 (t, 1H, Ar-H); 7,64 (d, J = 8,13 Hz, 1H, Ar-H); 7,73 (t,
1H, Ar-H); 8,03 (d, J = 7,67 Hz, 1H, Ar-H); 8,24 (d, J = 16,24 Hz, 1H, C=C-
H); 9,62 (s, 1H, OH); 10,00 (s, 2H, 20H); 12,11 (s, 1H, NH)
Analiza elementarna % C %H L o
Wartos¢ oznaczona 57,71 4,88 H]i;ik/

Wartos¢ obliczona [-2H,0] 57,83 4,85 "
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6.6.2.18.4. 4-Chloro-2-((E)-2-(2,3,4-trihydroksyfenylo)winylo)china-
zolina; 4-((E)-2-(4-chlorochinazolin-2-ylo)winylo)benzeno-1,2,3-triol
(12e)

Zwigzek otrzymuje sie w wyniku hydrolizy 0,33 g (0,00075 mola) 4-

chloro-2-((E)-2-(2,3,4-triacetoksyfenylo)winylo)chinazoliny (12b) wediug
procedury opisanej w punkcie 6.6.2.18. W reakcji powstato 0,146 g pomaran-
czowego produktu, ktérego temperatura topnienia wynosi 291 °C (rozktad).
Wydajnos¢ reakcji wyniosta 62 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), 3[ppm]: 6,39 (d, J = 8,44 Hz, 1H, Ar-H); 6,82
(d, J = 16,04 Hz, 1H, C=C-H); 6,87 (d, J = 8,66 Hz, 1H, Ar-H); 7,40 (t, 1H,
Ar-H); 7,63 (d, J = 8,10 Hz, 1H, Ar-H); 7,75 (t, 1H, Ar-H); 8,05 (d, J = 8,04
Hz, 1H, Ar-H); 8,10 (d, J = 16,09 Hz, 1H, C=C-H); 8,58 (s, 1H, OH); 9,07 (s,
1H, OH); 9,68 (s, 1H, OH)

Analiza elementarna %C %H L
Wartos$¢ oznaczona 54,85 4,49 ﬁi 7 o
Wartos¢ obliczona [-2H,0] 54,79 4,31 T

6.6.2.18.5. 4-Chloro-2-((E)-2-(3,4,5-trihydroksyfenylo)winylo)china-
zolina; 5-((E)-2-(4-chlorochinazolin-2-ylo)winylo)benzeno-1,2,3-triol
(12f)

Zwigzek otrzymuje sie w wyniku hydrolizy 0,212 g (0,00048 mola) 4-

chloro-2-((E)-2-(3,4,5-triacetoksyfenylo)winylo)chinazoliny (12c) wedtug pro-
cedury opisanej w punkcie 6.6.2.18. W reakcji powstato 0,079 g brazowego
produktu, ktérego temperatura topnienia wynosi 323 °C (rozktad). Wydajnosc¢
reakcji wyniosta 52 %.
'H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 8[ppm]: 6,59 (s, 2H, Ar-H); 6,61 (d, J = 16,07
Hz, 1H, C=C-H); 7,44 (t, 1H, Ar-H); 7,63 (d, J = 8,13 Hz, 1H, Ar-H); 7,71 (d,
J = 15,93 Hz, 1H, C=C-H); 7,78 (t, 1H, Ar-H); 8,07 (d, J = 7,56 Hz, 1H, Ar-
H); 8,73 (s, 1H, OH); 9,18 (s, 2H, 20H)

Analiza elementarna % C % H " g
Wartos$¢ oznaczona 54,58 4,19 ]& 4 o
Wartos¢ obliczona [-2H,0] 54,79 4,31 L
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6.6.2.18.6. 4-Chloro-2-((E)-2-(2,4,6-trihydroksyfenylo)winylo)china-
zolina; 2-((E)-2-(4-chlorochinazolin-2-ylo)winylo)benzeno-1,3,5-triol
(129)

Zwigzek otrzymuje sie w wyniku hydrolizy 0,163 g (0,00037 mola) 4-

chloro-2-((E)-2-(2,4,6-triacetoksyfenylo)winylo)chinazoliny (12d) wediug
procedury opisanej w punkcie 6.6.2.18. W reakcji powstato 0,041 g pomaran-
czowego produktu, ktérego temperatura topnienia wynosi 270 °C (rozktad).
Wydajnos¢ reakcji wyniosta 35 %.
!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), d3[ppm]: 6,88 (s, 2H, Ar-H); 7,19 (d, J = 15,88
Hz, 1H, C=C-H); 7,36 (t, 1H, Ar-H); 7,59 (d, J = 8,19 Hz, 1H, Ar-H); 7,73 (t,
1H, Ar-H); 8,03 (d, J = 7,85 Hz, 1H, Ar-H); 8,24 (d, J = 16,00 Hz, 1H, C=C-
H); 9,61 (s, 1H, OH); 9,99 (s, 2H, 20H)

Analiza elementarna %C %H PP
Wartos¢ oznaczona 54,91 4,22 Hﬁ; 7 "
Wartoé¢ obliczona [-2H,0] 54,79 4,31 AR

6.6.2.19. Procedura ogodlna otrzymywania pochodnych styrylowych 2-
metylo-3H-chinazolin-4-onu z zastosowaniem promieniowania mikro-
falowego [110, 121]

W kolbie o pojemnoéci 50 cm?, zaopatrzonej w mieszadio magnetyczne,
miesza sie 0,4 g (0,0025 mola) 2-metylo-3H-chinazolin-4-onu (11) z 0,01
mola odpowiedniego aldehydu. Kolbe umieszcza sie w reaktorze mikrofalowym
i mieszanine ogrzewa przez 10 minut w temperaturze 245 - 255 °C i mocy
500 W. Po ochtodzeniu do mieszaniny reakcyjnej dodaje sie eteru dietylowego.
Powstaty osad odsacza sie pod zmniejszonym ci$nieniem, przemywa eterem

dietylowym i suszy na powietrzu. Produkt krystalizuje sie z kwasu octowego.
6.6.2.19.1. 2-((E)-Styrylo)-3H-chinazolin-4-on (11h)
Do reakcji uzywa sie 1,02 cm?® (1,06 g, 0,01 mola) aldehydu benzoeso-

wego, a synteze przeprowadza wediug procedury opisanej w punkcie 6.6.2.19.

Otrzymano 0,21 g biatego zwigzku o temperaturze topnienia 248 °C (literatu-
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rowa temperatura topnienia 252 - 253 °C). Wydajnosc¢ reakcji wyniosta 34 %
(wydajnos¢ literaturowa 76 %).

!H NMR (500 MHz, CDCls), 3[ppm]: 7,00 (d, J = 16,48 Hz, 1H, C=C-H); 7,32
- 7,45 (m, 5H, Ar-H); 7,48 (t, 1H, Ar-H); 7,68 (d, J = 8,03 Hz, 1H, Ar-H);
7,77 (t, 1H, Ar-H); 8,03 (d, J = 16,50 Hz, 1H, C=C-H); 8,29 (d, J = 7,57 Hz,
1H, Ar-H); 11,99 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna % C %H oW
Wartos¢ oznaczona 77,24 4,98 Hﬁt 7 ¥
Wartoé¢ obliczona 77,40 4,87 LT

6.6.2.19.2. 2-((E)-2-(4-Metoksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-4-on
(11i)

Do reakcji uzywa sie 1,22 cm® (1,36 g, 0,01 mola) aldehydu 4-metok-

sybenzoesowego, a synteze przeprowadza wedtug procedury opisanej w punk-
cie 6.6.2.19. Otrzymano 0,22 g biatego produktu o temperaturze topnienia
284 °C (literaturowa temperatura topnienia 284 - 286 °C). Wydajnos¢ reakcji
wyniosta 32 % (wydajnosc literaturowa 27 %).
'H NMR (500 MHz, CDCls), 8[ppm]: 3,88 (s, 3H, OCH3); 6,86 (d, ] = 16,41
Hz, 1H, C=C-H); 6,98 (d, J = 8,43 Hz, 2H, Ar-H); 7,48 (t, 1H, Ar-H); 7,63 (d,
J = 8,41 Hz, 2H, Ar-H); 7,69 (d, J = 8,07 Hz, 1H, Ar-H); 7,78 (t, 1H, Ar-H);
7,97 (d, J = 16,4 Hz, 1H, C=C-H); 8,29 (d, J = 7,90 Hz, 1H, Ar-H); 11,89 (s,
1H, NH)

Analiza elementarna % C % H y /H
Wartos$¢ oznaczona 73,22 4,95 Hﬁt d !
Wartoé¢ obliczona 73,37 5,07 L

6.6.2.19.3. 2-((E)-2-(3-Metoksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-4-on
(11j)

Do reakcji uzywa sie 1,22 cm® (1,36 g, 0,01 mola) aldehydu 3-metok-
sybenzoesowego, a synteze przeprowadza wedtug procedury opisanej w punk-
cie 6.6.2.19. W reakcji powstato 0,22 g biatego produktu o temperaturze top-

nienia 198 °C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 32 %.
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'H NMR (500 MHz, CDCl;), 8[ppm]: 3,89 (s, 3H, OCHs); 6,98 (d, J = 16,27
Hz, 1H, C=C-H); 7,28 (s, 1H, Ar-H); 7,38 (t, 1H, Ar-H); 7,50 (t, 1H, Ar-H);
7,69 (d, J = 8,12 Hz, 1H, Ar-H); 7,76 - 7,80 (m, 3H, Ar-H); 7,93 (d, J = 16,43
Hz, 1H, C=C-H); 8,29 (d, J = 7,57 Hz, 1H, Ar-H); 11,08 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna %C %H ; /H
Wartos¢ oznaczona 73,49 4,98 Hﬁ\hﬁ& 7 e,
Wartoé¢ obliczona 73,37 5,07 T

6.6.2.19.4. 2-((E)-2-(2-Metoksyfenylo)winylo)-3H-chinazolin-4-on
(11k)

Do reakcji uzywa sie 1,36 g (0,01 mola) aldehydu 2-metoksybenzoeso-

wego, a synteze przeprowadza wedtug procedury opisanej w punkcie 6.6.2.19.
W reakcji powstato 0,57 g zo6ttego produktu o temperaturze topnienia 231 -
232 °C (literaturowa temperatura topnienia 234 - 236 °C). Wydajnos¢ reakcji
wyniosta 82 % (wydajnosc literaturowa 81 %).
'H NMR (500 MHz, CDCls), 8[ppm]: 3,95 (s, 3H, OCHs); 6,96 - 7,04 (m, 2H,
Ar-H); 7,06 (d, J = 16,54 Hz, 1H, C=C-H); 7,38 (t, 1H, Ar-H); 7,47 (t, 1H, Ar-
H); 7,66 (d, J = 6,97 Hz, 1H, Ar-H); 7,75 - 7,80 (m, 2H, Ar-H); 8,05 (d, J =
16,69 Hz, 1H, C=C-H); 8,32 (d, J = 7,69 Hz, 1H, Ar-H); 10,58 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna %C  %H I
Wartos$¢ oznaczona 73,25 5,15 Kﬁ% 7 ¥
Wartos¢ obliczona 73,37 5,07 S

6.6.2.19.5. 2-((E)-2-(3-Chlorofenylo)winylo)-3H-chinazolin-4-on (11I)

Do reakcji uzywa sie 1,13 cm® (1,41 g, 0,01 mola) aldehydu 3-chloro-

benzoesowego, a synteze przeprowadza wedtug procedury opisanej w punkcie
6.6.2.19. W reakcji powstato 0,4 g biatego produktu o temperaturze topnienia
275 - 276 °C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 57 %.
!H NMR (500 MHz, CDCls), 3[ppm]: 6,93 (d, J = 16,41 Hz, 1H, C=C-H); 7,39
(d, J = 4,47 Hz, 2H, Ar-H); 7,46 - 7,53 (m, 2H, Ar-H); 7,64 (s, 1H, Ar-H);
7,79 (d, J = 16 Hz, 1H, C=C-H); 7,77 - 7,83 (m, 2H, Ar-H); 8,33 (d, J = 7,58,
1H, Ar-H); 10,64 (s, 1H, NH)
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Analiza elementarna %C %H HK&Z P

Wartos¢ oznaczona 68,12 3,99 r 7 “
Wartoé¢ obliczona 67,97 3,92 T
6.6.2.19.6. 2-((E)-2-(3-Bromofenylo)winylo)-3H-chinazolin-4-on
(11m)

Do reakcji uzywa sie 1,17 cm® (1,85 g, 0,01 mola) aldehydu 3-bromo-

benzoesowego, a synteze przeprowadza wedtug procedury opisanej w punkcie
6.6.2.19. W reakcji powstato 0,35 g biatego produktu o temperaturze topnie-
nia 277 - 279 °C. Wydajnosc¢ reakcji wyniosta 43 %.
!H NMR (500 MHz, CDCls), 3[ppm]: 6,91 (d, J = 16,33 Hz, 1H, C=C-H); 7,33
(t, 1H, Ar-H); 7,50 - 7,56 (m, 2H, Ar-H); 7,55 (s, 1H, Ar-H); 7,73 (d, J =
16,49 Hz, 1H, C=C-H); 7,76 - 7,82 (m, 3H, Ar-H); 8,33 (d, J = 7,92 Hz, 1H,
Ar-H); 10,31 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna %C %H U

Wartos¢ oznaczona 58,88 3,32 Hﬁ; 7 ¥
Wartoé¢ obliczona 58,74 3,39 S
6.6.2.19.7. 2-((E)-2-(2-Bromofenylo)winylo)-3H-chinazolin-4-on
(11n)

Do reakcji uzywa sie 1,17 cm® (1,41 g, 0,01 mola) aldehydu 2-bromo-

benzoesowego, a synteze przeprowadza wediug procedury opisanej w punkcie
6.6.2.19. W reakcji powstato 0,53 g biatego produktu o temperaturze topnie-
nia 282 °C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 65 %.
!H NMR (500 MHz, CDCls), 3[ppm]: 6,93 (d, J = 16,47 Hz, 1H, C=C-H); 7,40
(t, 1H, Ar-H); 7,50 (t, 1H, Ar-H); 7,67 (d, J = 7,90 Hz, 1H, Ar-H); 7,74 - 7,82
(m, 4H, Ar-H); 8,12 (d, J = 16,45 Hz, 1H, C=C-H); 8,36 (d, J = 7,88 Hz, 1H,
Ar-H); 10,96 (s, 1H, NH)

Analiza elementarna %C %H R
Wartos¢ oznaczona 58,57 3,46 Hﬁ\ﬁﬁ% 7 ¥
Wartos¢ obliczona 58,74 3,39 1
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6.6.2.20. 4-Chloro-2-((E)-2-(4-metoksyfenylo)winylo)chinazolina
(12h)

W kolbie o pojemnosci 50 cm?®, zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne,
miesza sie 0,3 g (0,0017 mola) 4-chloro-2-metylochinazoliny (12) z 0,85 cm?
(0,952 g, 0,007 mola) aldehydu 4-metoksybenzoesowego. Kolbe umieszcza
sie w reaktorze mikrofalowym i mieszanine ogrzewa przez 10 minut w tempe-
raturze 245 - 255 °C i mocy 500 W. Po ochtodzeniu do mieszaniny reakcyjnej
dodaje sie eteru dietylowego. Zétty osad odsacza sie pod zmniejszonym ci-
$nieniem, przemywa eterem dietylowym i suszy na powietrzu. Produkt krysta-
lizuje sie z propan-2-olu. W reakcji powstato 0,254 g produktu o temperaturze
topnienia 135 °C (literaturowa temperatura topnienia 130 - 131 °C). Wydaj-
no$¢ reakcji wyniosta 53 %.

'H NMR (200 MHz, CDCls), 8[ppm]: 3,88 (s, 3H, OCHs); 6,83 (d, ] = 16,42
Hz, 1H, C=C-H); 6,98 (d, J = 8,78 Hz, 1H, Ar-H); 7,44 - 7,80 (m, 6H, Ar-H);
7,86 (d, J = 16,23 Hz, 1H, C=C-H); 8,32 (d, J = 8,00 Hz, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna %C %H LT

Wartos$¢ oznaczona 68,50 4,31 t /)\)ﬁ[
Wartos¢ obliczona 68,81 4,42 " o
6.6.2.21. 3-Amino-2-metylo-3H-chinazolin-4-on (10a) [188, 212]

W kolbie o pojemnoéci 100 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng, roz-
puszcza sie 2,42 g (0,015 mola) 2-metylo-3,1-benzoksazyn-4-onu (10) w 10
cm?® bezwodnego etanolu. Do roztworu dodaje sie 1,52 cm?® (1,252 g, 0,025
mola) 80 % wodzianu hydrazyny i mieszanine ogrzewa przez 3 godziny. Po
ochtodzeniu zawartosci kolby wytraca sie biaty, krystaliczny osad, ktéry odsa-
cza sie pod zmniejszonym ci$nieniem i suszy na powietrzu. Produkt krystali-
zuje sie z etanolu. W reakcji powstato 1,657 g produktu o temperaturze top-
nienia 151 °C (literaturowa temperatura topnienia 152 - 153 °C). Wydajnosc¢
reakcji wyniosta 63 % (wydajnosc literaturowa 65 %).

!H NMR (500 MHz, CDCl5), d[ppm]: 2,73 (s, 3H, CHs); 4,90 (s, 2H, NH,); 7,46
(t, 1H, Ar-H); 7,66 (d, J = 8,17 Hz, 1H, Ar-H); 7,74 (t, 1H, Ar-H); 8,24 (d, J =
8,23 Hz, 1H, Ar-H)
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Analiza elementarna % C % H ) g "

Wartos$¢ oznaczona 61,68 5,25 m
N

Wartosc¢ obliczona 61,70 5,18 H

6.6.2.22, 3-Hydroksy-2-metylo-3H-chinazolin-4-on (10b) [187]

W kolbie o pojemnosci 100 cm?®, zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne
i wkraplacz rozpuszcza sie 5,318 g (0,033 mola) 2-metylo-3,1-benzoksazyn-4-
onu (10) w 10 cm?® bezwodnego etanolu. W osobnym naczyniu sporzadza sie
rozwoér 2,99 g (0,043 mola) chlorowodorku hydroksyloaminy i 1,8 g (0,045
mola) wodorotlenku sodu w 40 cm® bezwodnego etanolu, ktéry nastepnie
wkrapla sie do roztworu w kolbie. Po dodaniu catosci roztworu hydroksyloami-
ny mieszanie kontynuuje sie jeszcze przez 20 minut, po czym mieszanine re-
akcyjng pozostawia na 2 dni. Wytracony osad odsacza sie pod zmniejszonym
ci$nieniem, suszy na powietrzu i krystalizuje z metanolu. W reakcji powstato
3,139 g biatego produktu o temperaturze topnienia 223 - 225 °C (literaturowa
temperatura topnienia 223 - 225 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 54 %.
'H NMR (500 MHz, DMSO-d), 8[ppm]: 2,49 (s, 3H, CH3); 7,49 (t, 1H, Ar-H);
7,61 (d, J = 8,15 Hz, 1H, Ar-H); 7,78 (t, 1H, Ar-H); 8,11 (d, J = 7,81 Hz, 1H,
Ar-H); 11,60 (s, 1H, OH)

Analiza elementarna % C % H ) R o
Wartos¢ oznaczona 61,25 4,49 m

H N CH,
Wartosc¢ obliczona 61,36 4,58 H

6.6.2.23. 3-(2-Hydroksyetylo)-2-metylo-3H-chinazolin-4-on (10c)

W kolbie o pojemnoséci 50 cm? zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
umieszcza sie mieszanine 1 g (0,0062 mola) 2-metylo-3,1-benzoksazyn-4-onu
(10), 0,56 cm® (0,568 g, 0,0093 mola) 2-aminoetanolu i 15 cm?® bezwodnego
etanolu. Zawartos¢ kolby ogrzewa sie przez 3 godziny. Po ochfodzeniu miesza-
niny reakcyjnej wytrgcony osad odsgcza sie pod zmniejszonym cisnieniem.
Przesacz zateza sie na wyparce obrotowej i schtadza w lodéwce uzyskujac
drugg porcje osadu. Potgczone osady przemywa sie etanolem i suszy na po-

wietrzu. Produkt krystalizuje sie z etanolu. W reakcji powstato 0,66 g biatego
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produktu o temperaturze topnienia 154 - 156 °C (literaturowa temperatura
topnienia 156 - 157 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 52 %.

!H NMR (500 MHz, DMSO-d), d[ppm]: 2,65 (s, 3H, CH3); 3,66 (q, 2H, CH,);
4,12 (t, 2H, CH,); 5,00 (t, 1H, OH); 7,46 (t, 1H, Ar-H); 7,57 (d, J = 8,14 Hz,
1H, Ar-H); 7,77 (t, 1H, Ar-H); 8,08 (d, J = 8,00 Hz, 1H, Ar-H)

Analiza elementarna %C %H L e
&4 - % /Z
Warto$¢ oznaczona 64,78 6,04 j;ji\j\ i
H N~ “CH,
Wartos¢ obliczona 64,69 5,92 H

6.6.2.24. 2-Metylo-6-nitro-3,1-benzoksazyn-4-on (24) [220]

W kolbie o pojemnosci 100 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng z
rurkg z chlorkiem wapnia umieszcza sie 9,11 g (0,05 mola) kwasu 2-amino-5-
nitrobenzoesowego (5-nitroantranilowego) i 45 cm?® bezwodnika octowego.
Mieszanine ogrzewa sie przez 2,5 godziny. Bezwodnik octowy usuwa sie do
sucha na wyparce obrotowej. Otrzymany zoity staty produkt nie oczyszcza sie,
tylko od razu zuzywa jako substrat do nastepnej reakcji. Powstato 9,899 g
produktu o temperaturze topnienia 159 °C (literaturowa temperatura topnienia
161 - 162 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 96 %.

6.6.2.25. 2-Metylo-6-nitro-3-((E)-3-fenyloakryloilo)-3H-chinazolin-4-
on (24a)

W kolbie o pojemnoéci 50 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
umieszcza sie mieszanine 0,72 g (0,0035 mola) 2-metylo-6-nitro-3,1-benzok-
sazyn-4-onu (24), 0,77 g (0,00525 mola) 3-fenyloakrylamidu (amidu kwasu
cynamonowego) i 10 cm?® bezwodnego etanolu. Zawarto$¢ kolby ogrzewa sie
przez 3 godziny. Po ochfodzeniu mieszaniny reakcyjnej wytracony osad odsa-
cza sie pod zmniejszonym ci$nieniem. Przesacz zateza sie na wyparce obroto-
wej i schtadza w lodéwce uzyskujac drugg porcje osadu. Potgczone osady
przemywa sie zimnym etanolem i suszy na powietrzu. Produkt krystalizuje sie
z etanolu. W reakcji powstato 0,608 g biatego produktu o temperaturze topnie-
nia 190 °C. Wydajnos¢ reakcji wyniosta 52 %.

!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 3[ppm]: 2,20 (s, 3H, CHs); 6,59 (d, J = 15,94
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Hz, 1H, C=C-H); 7,34 - 7,41 (m, 6H, Ar-H); 7,53 (s, 1H, Ar-H); 7,54 (d, ] =
7,03 Hz, 1H, Ar-H); 8,42 (d, ] = 16,02 Hz, 1H, C=C-H)

Analiza elementarna % C % H o ot T )
bl =
Wartos¢ oznaczona 64,33 3,84 j;ji\j\ |
H N” SCH, H H
Wartos¢ obliczona 64,48 3,91 H H

6.6.2.26. 3-(4-Fluorobenzylo)-2-metylo-6-nitro-3H-chinazolin-4-on
(24b)

W kolbie o pojemnoséci 50 cm? zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
umieszcza sie mieszanine 1,443 g (0,007 mola) 2-metylo-6-nitro-3,1-benzok-
sazyn-4-onu (24), 1,2 cm?® (1,31 g, 0,0105 mola) 4-fluorobenzyloaminy i 15
cm® bezwodnego etanolu. Zawarto$¢ kolby ogrzewa sie przez 3 godziny. Po
ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej wytrgcony osad odsgacza sie pod zmniej-
szonym cisnieniem. Przesacz zateza sie na wyparce obrotowej i schtadza w
lodéwce uzyskujgc drugg porcje osadu. Potgczone osady przemywa sie zim-
nym etanolem i suszy na powietrzu. Produkt krystalizuje sie z etanolu. W re-
akcji powstato 0,85 g biatego produktu o temperaturze topnienia 167 °C. Wy-
dajnosc reakcji wyniosta 39 %.

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg), 8[ppm]: 2,11 (s, 3H, CHs); 4,02 (s, 2H, CHy);
7,28 (d, 2H, Ar-H); 7,40 (d, J = 8,11 Hz, 1H, Ar-H); 7,58 (d, 2H, Ar-H); 7,69
(s, 1H, Ar-H); 8,16 (d, J = 7,91 Hz, 1H, Ar-H)
Analiza elementarna %C %H o o w i )
;s z NTT?
Wartos¢ oznaczona 61,28 3,75 H:@i&/&:/@;
H * H

Wartosc¢ obliczona 61,34 3,86

6.6.2.27. 3-(2-Hydroksyetylo)-2-metylo-6-nitro-3H-chinazolin-4-on
(24c¢)

W kolbie o pojemnoéci 50 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
umieszcza sie mieszanine 1,443 g (0,007 mola) 2-metylo-6-nitro-3,1-benzok-
sazyn-4-onu (24), 0,63 cm® (0,64 g, 0,0105 mola) 2-aminoetanolu i 15 cm?
bezwodnego etanolu. Zawartos¢ kolby ogrzewa sie przez 3 godziny. Po ochto-
dzeniu mieszaniny reakcyjnej wytragcony osad odsacza sie pod zmniejszonym

ci$nieniem. Przesacz zateza sie na wyparce obrotowej i schtadza w lodowce
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uzyskujgc drugq porcje osadu. Potaczone osady przemywa sie zimnym etano-
lem i suszy na powietrzu. Produkt krystalizuje sie z etanolu. W reakcji po-
wstato 0,82 g biatego produktu o temperaturze topnienia 180 °C. Wydajnosé
reakcji wyniosta 47 %.

!H NMR (500 MHz, DMSO-ds), 3[ppm]: 2,11 (s, 3H, CHs); 2,86 (t, 2H, CH>);
3,57 (t, 2H, CHy); 6,20 (s, 1H, Ar-H); 8,15 (d, J = 6,22 Hz, 1H, Ar-H); 8,77
(d, J = 5,84 Hz, 1H, Ar-H); 14,72 (s, 1H, OH)

Analiza elementarna %C %H TR
o O,N N/CHZCH/OH
Wartoé¢ oznaczona 52,88 4,52 j;ji\i :
H NT TcH,
Wartos¢ obliczona 53,01 4,45 H

6.6.3. Synteza zwiazkow zawierajacych ukiad naftyrydynowy

6.6.3.1. 2-Metylopirydo-[2,3-d][1,3]-0ksazyn-4-on (25) [214]

W kolbie o pojemnoséci 100 cm?®, zaopatrzonej w chiodnice zwrotna
umieszcza sie 7 g (0,051 mola) kwasu 2-aminonikotynowego i 35 cm?® bez-
wodnika octowego. Mieszanine ogrzewa sie przez 1 godzine, po czym bezwod-
nik octowy usuwa na wyparce obrotowej, a produkt przemywa benzyng lekka,
odsacza pod zmniejszonym ci$nieniem i krétko suszy na powietrzu. Otrzymany
produkt natychmiast zuzywa sie do dalszych reakcji. Powstato 6,42 g biatego
produktu o temperaturze topnienia 165 - 166 °C (literaturowa temperatura
topnienia 165 - 166 °C). Wydajnos¢ reakcji wyniosta 78 % (wydajnos¢ litera-

turowa 90 %).

6.6.3.2. 1,3-Diacetylo-4-hydroksy-1H-1,8-naftyrydyn-2-on (25a) [214]

W kolbie tréjszyjnej o pojemnosci 250 cm?®, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng z rurkg z chlorkiem wapnia, wkraplacz i mieszadto magnetyczne przy-
gotowuje sie mieszanine 90 cm?® bezwodnego benzenu i 1,2 g (0,03 mola) wo-
dorku sodu (60 % zawiesina w oleju). Do mieszaniny dodaje sie powoli z
wkraplacza 3,8 cm® (3,9 g, 0,03 mola) acetylooctanu etylu i powstatq mlecz-
nobiatg zawiesine miesza przez 1 godzine w temperaturze pokojowej. Po tym
czasie dodaje sie 1,62 g (0,01 mola) 2-metylopirydo-[2,3-d][1,3]-oksazyn-4-

onu (25) i mieszanie kontynuuje sie przez 2 godziny. Nastepnie zawartosc
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kolby przelewa sie do kolby stozkowej o pojemnosci 1 dm?®, dodaje 90 cm?

wody i 75 cm® eteru dietylowego, po czym cato$é wytrzasa w ciagu kilku mi-
nut. Warstwe wodng oddziela sie, schtadza w lodowce i zakwasza 10 % roz-
tworem kwasu solnego. Wytrgcony biaty osad odsacza sie pod zmniejszonym
ciSnieniem, przemywa zimng wodg i suszy na powietrzu. W reakcji powstato
1,48 g produktu o temperaturze topnienia 205 °C. Wydajnosc¢ reakcji wyniosta
60 % (literaturowa wydajnos¢ reakcji 67 %).

!H NMR (500 MHz, DMSO-dg), d[ppm]: 2,52 (s, 3H, CHs); 2,57 (s, 3H, CHs);
7,61 (t, 1H, Ar-H); 8,79 (d, J = 6,44 Hz, 1H, Ar-H); 9,23 (d, J = 6,33 Hz, 1H,
Ar-H); 15,96 (s, 1H, OH)

Analiza elementarna % C % H LT
= A CH

Wartos¢ oznaczona 58,69 4,16 ) \N‘ N

Wartosc¢ obliczona 58,54 4,09 Hzc/go
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