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Naudojamy sutrumpinimy sgarasas

ADME - biologiskai aktyvaus junginio absorbcija, pernasa, metabolizmas
ir Salinimas i§ organizmo (angl. Absorbtion, Distribution, Metabolism and
Excretion);

AZM — acetazolamidas;

CA — karboanhidrazé (EC 4.2.1.1); b — jaucio (angl. bovine), h — zmogaus
(angl. human), m — pelés (angl. murine);

CBG - su cinko jonu besijungianti grupé;

CNS — centriné nervy sistema;

DFT — tankio funkcionalo teorija (angl. Density Functional Theory);

DMF — N,N-dimetilformamidas;

DMSO — dimetilsulfoksidas;

ITC — izoterminio titravimo kalorimetrija (angl. Isothermal Titration
Calorimetry);

PDB — baltymy duomeny bankas (http://www.rcsb.org) (angl. Protein Data
Bank);

SAR - struktiiros ir aktyvumo sarysSis (angl. Structure — Activity
Relationship);

TFA — trifluoracto rigstis;

TFM — trifluormetansulfonamidas;

THF — tetrahidrofuranas;

TSA —terminio poslinkio analizé (angl. Thermal Shift Assay).

AminoriigStys zymimos standartine trijy raidziy koduote, po jos nurodant

numer] baltymo aminortig§¢iy sekoje.



Ivadas

Grjztamasis CO, hidratavimas ir virsmas j hidrokarbonato jonus ir protonus
(lygtis 1) yra paprasta, taciau gyvybiskai svarbi fiziologiné reakcija.
C02 + Hzo - HC037 + H+ (1)

Zmogaus organizme §i reakcija svarbi daugeliui fiziologiniy ir patologiniy
procesy — kvépavimui, CO, ir hidrokarbonato jono pernasai tarp
metabolizuojan¢iy audiniy ir plauéiy, pH ir CO, savireguliaciai, elektrolity
apykaitai jvairiuose organuose ir audiniuose, biosintezés reakcijoms (pvz.,
gliukogenezei, lipogenezei, uréjagenezei), rezorbcijai kauluose, kalcifikacijai ir
augliy susidarymui. CO, hidratavimas organizme vyksta ir savaime, taciau
nepakankamai, tad jg katalizuoja ypatingai efektyvis metalofermentai
karboanhidrazés (CA arba EC 4.2.1.1).

a-CA katalizuoja ne tik grjztamajag CO, hidratavimo reakcijg, bet silpnai
katalizuoja ir kitas hidratavimo ar hidrolizés reakcijas [1]:

RCHO + H,0 RCH(OH); (2)
RCO,Ar + H,O0 === RCO,H + ArOH (3)
RSOsAr + H,O =——= RSO3;H + ArOH (4)

ArOPOz* + H,0 === HPO,* + ArOH (5)
ArF + H, 0O =——= ArOH + HF (6)
RSO,Cl + H,O0 ==—= RSOz;H + HCI (7)
NH,CN + H,O =—= CO(NH,), (8)

Ar CA Kkatalitinis aktyvumas Siose reakcijose turi reik§més organizmui,
néra Zinoma, taciau Siomis reakcijomis kartais remiamasi matuojant CA
slopinimg. Be to, kai kuriy slopikliy — tioksolono [2], kumariny, tiokumariny
[3] — veikimas yra siejamas CA esteraziniu (esteriy hidrolizés katalizés)
veikimu.

a-CA pasiskirstymas organizme — organuose ir audiniuose bei lgstelés
viduje — yra labai jvairus, tad jvairis CA veiklos nukrypimai, ypac
hiperfunkcija, lemia rimtus sutrikimus [1, 4, 5]. Sutrikusi citozolinés CAII ir

membraniniy CAIV, XII ir XIV wveikla inkstuose gydoma diuretikais,



slopinanciais $ias karboanhidrazes. Glaukoma gydoma vietiskai slopinant
CAII. Kraujo kres¢jimo sutrikimai i$ dalies yra susij¢ su CAl, kuri yra vienas
1§ daugelio Sio proceso dalyviy. Pastaruoju metu atlikti tyrimai rodo, kad
slopinant CAIl bei mitochondrines CAVA ir CAVB, dalyvaujancias
lipogenezeje, galima kovoti su nutukimu. Slopinant CAIX ir CAXII, kurios yra
svarbios augliy vystymuisi (riigStina terpg), galima kovoti su véZiniais
susirgimais. Kauly audiniuose gausiai esan¢iy CAII, IV ir XIV hiperfunkcija
lemia neorganiniy komponenty transportg per osteoklasty membrang | iSorg,
taip prarandant kalcio jonus. Tad Siy fermenty slopikliai ateityje gali buti
naudojami kaip preparatai nuo osteoporozes.

Siuo metu apie 30 karboanhidraziy slopikliy [4] yra naudojami kaip
Klinikiniai preparatai arba yra klinikiniy tyrimy stadijoje. NemaZzéjantj
mokslinj $ios temos aktualuma rodo ir tai, kad Zurnale ,,Nature* straipsniai apie
karboanhidraziy slopinimg publikuojami nuo pat pirmojo slopiklio atradimo
1940 m. [6] iki dabar [4]. Deja, su dideliu a-CA homologiskumu ir placiu
pasiskirstymu organizme susijes mazas slopikliy atrankumas. Tod¢l daugelis
Siuo metu mediciningje praktikoje naudojamy CA slopikliy turi jvairiy
Salutiniy poveikiy: galimas galtniy tirpimas ir dilgciojimas, metalinis
prieskonis, depresija, nuovargis, svorio kritimas, sumazgjes libido, inksty
akmenlige, virSkinamojo trakto sudirgimas, metaboliné acidozé ar trumpalaike
atrankumas konkreciai izoformai.

Sio darbo tikslas — racionalus potencialaiy Zmogaus karboanhidraziy
slopikliy — 4-[N-(pirimidin-4-il)Jaminobenzensulfonamidy — kiirimas. Tikslo
buvo siekiama dviem etapais.

Pirmasis etapas yra teorinis $iy junginiy sgveikos su aktyviuoju jvairiy hCA
izoformy centru tyrimas, atliktas norint iSsiaiskinti, ar 4-[N-(pirimidin-4-
il)Jaminobenzensulfonamidai, turintys pakaitus 2-, 5- ir 6-oje pirimidino ziedo
padétyje, gali jsiterpti j aktyvyjj baltymo centrg, ir apytiksliai jvertinti jvairiy

funkciniy grupiy jtaka jungimuisi su juo.



Antrojo etapo metu buvo sintetinami potencialis hCA slopikliai.
Bendradarbiaujant su Biotechnologijos instituto mokslininkais, kurie atliko
hCA slopinimo susintetintais junginiais tyrimus, tobulintos $iy junginiy hCA
slopinimo savybés. Slopikliy struktiiros modifikuotos kei¢iant jungtuko tarp
benzensulfonamido ir heterociklo fragmento ilgj ir jvedant naujus pakaitus
pirimidino Zziede, kai Kkuriais atvejais taip sudarant naujas heterociklines
sistemas.

Mokslinj naujuma pagrindziantys darbo rezultatai

IStirta indolin-2-tiony kondensacija su 2,4,6-pakeistais pirimidin-5-
karbaldehidais ir parodyta, kad pirimidin-5-karbaldehiduose 4-oje ir 6-oje
padétyse nesant aktyviy nukleofugy susidaro E-konfigtracijos 3-(5-
pirimidinilmetilen)indolin-2-tionai, 0 4-ojoje padétyje esant chloro atomui,
susidaro iki Siol neaprasytos heterociklinés sistemos —
pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas ir 5H-
pirimido[4',5":5,6][1,3]tiazino[3,2-a]indolas. Taip pat buvo istirtas 4-chlor-2-
metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo reaktingumas su nukleofilais.
Paruosta paprasta ir efektyvi potencialiy hCA slopikliy — 4-[N-(2,5,6-pakeisty
pirimidin-4-il)amino]benzensulfonamidy — sintezés metodika, iStirta Siy
junginiy saveika su hCAI, II, VII ir XIII bei parodyta, kad jie stipriai—
vidutiniskai slopina karboanhidrazes.

Ginamieji disertacijos teiginiai
1. Indolin-2-tionams reaguojant su pirimidin-5-karbaldehidais, neturinciais 4-

oje ir 6-0je pirimidino padétyse aktyviy nueinanciyjy grupiy, susidaro (E)-

3-(5-pirimidinilmetilen)indolin-2-tionai. Pastarieji dalyvauja hetero-Dilso-

Alderio reakcijoje su butino dirtigSties dimetilesteriu, sudarydami

atitinkamus tiopirano[2,3-b]indolo darinius.

2. Reaguojant indolin-2-tionams su 4,6-dichlorpirimidin-5-karbaldehidais
susidaro pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas ir 5H-
pirimido[4',5":5,6][1,3]tiazino[3,2-a]indolas.

3. 5-cian-, formil- arba nitro- 4,6-dichlorpirimidiny chloro atomo pakeitimas

4-amino(alkil)benzensulfonamidais  ir  tolimesnis  gauty junginiy



modifikavimas pakeiciant antrgjj chloro atomg jvairiais nukleofilais yra
patogus 4-[N-(2,5,6-pakeisty pirimidin-4-il)amino]benzensulfonamidy, 5-
oje padétyje turinCiy cian-, formil- arba nitrogrupes sintezés biidas.

. Atliekant teorinius 4-[N-(2,5,6-pakeisty pirimidin-4-
il)amino]benzensulfonamidy ir  4-{N-[(pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
b]indol-4-il)]Jamino}benzensulfonamidy saveikos su hCAI, Il, VA, VB ir
IX tyrimus (dokinant) galima kokybiSkai jvertinti $iy junginiy sgveikg su
aktyviuoju baltymo centru.

. Susintetinti 4-[N-(2,5,6-pakeisti pirimidin-4-il)amino]benzensulfonamidai
jungiasi su hCA kaip tipiSki klasikiniai CA slopikliai, 0 jy hCA slopinimo
aktyvuma lemia sulfonamido grupés sgveika su katalitiniu cinko jonu ir
pirimidino fragmento sanglauda su aminortgsties Phel31 Soninés

grandinés benzeno Ziedu.



1. Literatiiros apZvalga

1.1. Karboanhidrazés (CA)
1.1.1 CA funkcija ir pasiskirstymas organizme

Ivairiuose organizmuose yra penkiy evoliuciskai nesusijusiy geny Seimy
koduojamos karboanhidrazés: a-CA (stuburiniuose, bakterijose, dumbliuose,
zaliyjy augaly citoplazmoje), B-CA (daugiausiai bakterijose, dumbliuose,
vienskil¢iy ir dviskil¢iy augaly chloroplastuose, daugelyje gryby), y-CA
(daugiausiai archéjose ir kai kuriose bakterijose), 6-CA (kai kuriuose jiiry
titnagdumbliuose) ir (—~CA (kai kuriuose jiry titnagdumbliuose). Siuo metu
zinduoliuose yra aptikta 16 a-CA arba joms giminingy baltymy izoformuy,
besiskirian¢iy katalitiniu aktyvumu ir pasiskirstymu lgstelés viduje. (lentele

1.1) [7]
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Lentelé 1.1. a-CA izoformy aktyvumas ir pasiskirstymas lgstelés viduje bei organuose ir

audiniuose.

Baltymo | Katalitinis aktyvumas | Pasiskirstymas Pasiskirstymas audiniuose

izoforma | (CO; hidratavimas) lgsteléje ir organuose

CAl Vidutiniskai aktyvus | Citozolis Eritrocitai, virSkinamasis
traktas

CAllI Labai aktyvus Citozolis Eritrocitai, akys,
vir§kinamasis traktas,
kauly osteoklastai,
inkstai, plauciai, seklidés,
smegenys

CAlII Labai mazai aktyvus | Citozolis Griauciy raumenys,
adipocitinés Igstelés

CAIV Labai aktyvus Prijungtas prie | Inkstai, plauciai, kasa,

membranos smegeny kapiliarai,
zarnynas, Sirdies
raumenys

CAVA Mazai — vidutiniskai | Mitochondrijos Kepenys

aktyvus*

CAVB Labai aktyvus Mitochondrijos Sirdies ir griauciy
raumenys, kasa, inkstali,
stuburo vamzdelis,
virSkinamasis traktas

CAVI Vidutiniskai aktyvus | Tarplastelinis Seiliy ir pieno liaukos

(sekretuojamas i
seiles/piena)

CAVII Labai aktyvus Citozolis CNS

CARP** | Nekatalitinis Citozolis CNS

VIl

CAIX Vidutiniskai — labai | Transmembraninis | Augliai, virskinamojo

aktyvus trakto gleiviné

CARP X | Nekatalitinis Tarplastelinis CNS

CARP Nekatalitinis Tarplastelinis CNS

Xl

CAXII Mazai aktyvus Transmembraninis | Inksty, zarnyno,
dauginimosi sistemos
epitelis, akys, augliai

CAXIIl | Vidutiniskai aktyvus | Citozolis Inkstai, smegenys,
plauciai, pilvo ertme,
dauginimosi traktas

CAXIV | Vidutiniskai aktyvus | Transmembraninis Inkstai, smegenys,
kepenys

CAXV Mazai aktyvus Prijungtas prie | Inkstai

membranos

*Mazai aktyvus esant pH 7,4, vidutiniskai aktyvus esant pH 8,2 arba didesniam.
**CARP (nuo angl. CA Related Protein) — neaktyvus CA giminingas baltymas, aktyviajame
centre neturintis cinko jono.
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1.1.2. CA aktyviojo centro struktiira ir katalitinio veikimo mechanizmas

Visy a-CA aktyviajame centre yra Zn (I1) jonas, koordinuojamas His94",
His96 ir His119 imidazolo grupiy ir hidroksido jono (arba vandens molekulés),
issides¢iusiy netaisyklingo tetraedro forma. Si struktiira yra kiigio pavidalo
1duboje, kurios vienoje sienos srityje dominuoja hidrofilines, o kitoje —
hidrofobinés aminoriig§ciy Soninés grandings.

Grjztamasis CO, hidratavimas aktyviajame a-CA centre vyksta dviem
pakopomis [8]. Pirmoji pakopa yra prie cinko jono prijungtos hidroksigrupés
nukleofiliné CO, ataka, susidarant prie cinko jono prijungtam hidrokarbonatui,
kuris po to pakei¢iamas vandens molekule. Modeliavimo rezultatai [9] ir
tyrimai su hCA Il mutantais [10] rodo, kad CO, néra koordinuojamas su
Zn(I1), o silpnai jungiasi su hidrofobine baltymo sritimi 3—4 A atstumu nuo Zn-
OH komplekso. Tik tuomet OH™ grupé atakuoja CO,, susidaro Zn-HCO;
kompleksas, kuris suardomas vandens molekule ir j terp¢ patenka HCOj
jonas. Antrosios pakopos metu nuo Zn-OH," komplekso atskyla protonas ir
atsistato aktyvi komplekso forma. Protono pernasa j terpe vyksta per kelias
vidumolekulines ir tarpmolekulines stadijas, tacCiau didziausig jtakg Siam
procesui turi His64, veikiantis kaip protony siurblys [11]. Atlikti tyrimai rodo,
kad o-CA katalizés greitj riboja protono pernasa nuo Zn-OH," komplekso j
terpe [12] ir CO, difuzijos greitis [13].

Bendras CO, hidratavimo mechanizmas pateiktas paveiksle 1.1.2-1 [1].
Nors geriausiai i$tirtas hCAIll izoformos mechanizmas, didelis a-CA izoformy
homologiskumas ir atitinkamai labai panasi baltymo aktyviojo centro struktiira

leidzia teigti, kad ir kitose a-CA CO, hidratavimas vyksta taip pat.

* Cia ir toliau aminoriigitys numeruojamos pagal hCAI aminorags¢iy seka.
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Pav. 1.1.2-1. Grjztamojo CO, hidratavimo aktyviajame aCA centre mechanizmas.

1.2 CA slopikliai
1.2.1 Klasikiniai CA slopikliai

Nuo to laiko, kai 1940 m. T. Mannas ir D. Keilinas [6] zurnale ,,Nature*
paskelbe straipsnj apie selektyviai karboanhidraze slopinant] junginj
sulfanilaming (1) (pav. 1.2.1-1), yra susintetinta gausybé CA slopikliy ir

nustatytas jy veikimo principas.
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NH,

o [T

o%
NH, |

Pav. 1.2.1-1. 4-aminobenzensulfonamidas (I)

Paveiksle 1.2.1-2 pavaizduotas klasikiniy CA slopikliy iSsidéstymas
aktyviajame baltymo centre. Slopiklio struktiira galima suskirstyti j tris
pagrindines dalis: funkciné grupé, sgveikaujanti su Zn(Il) atomu (paveiksle
CBG), fragmentas, leidziantis reguliuoti $ios funkcinés grupés savybes, ir
dazniausiai jungtuku atskirtas molekulés fragmentas, lemiantis kitas junginio
savybes — tirpuma, hidrofiliSkuma ir, idealiu atveju, atrankumg konkreciai CA
izoformai.

Antriné atpazinimo vieta

Hidrofiliné CA aktyviojo h

centro dalis
Atrankumg lemiantis fragmentas
- Jungtukas
- \ Dazniausiai aromatinis/heterociklinis
RHN OH fragmentas, lemiantis CBG rigstinguma
N~H BG . -
o) / Hidrofobiné CA
aktyviojo centro dalis
Thr200
zn(ll)
94His// \Hi3119 CBG = su cinko jonu besijungianti grupé
96His

Pav. 1.2.1-2. Principiné klasikiniy CA slopikliy struktiiros schema.
Neklasikiniai CA slopikliai, jungdamiesi prie aktyviojo CA centro, su cinko

jonais nesgveikauja.
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1.2.1.1. Su cinko jonu besijungianti grupé (CBG)

Atrankumg lemiantis fragmentas

<«——— Jungtukas

Dazniausiai aromatinis/heterociklinis
fragmentas, lemiantis CBG ragstingumag

R
HO Ho " HO oH OH

CBG = su cinko jonu besijungianti grupe
Pav. 1.2.1.1-1. Klasikiniy CA slopikliy su cinko jonu besijungianti grupé.

Svarbi klasikiniy CA slopikliy dalis — su cinko jonu besijungianti grupé
(toliau CBG). Norint parinkti gerg CBG, reikia suprasti jos jungimosi prie CA
mechanizmg ir saveikg su gretimy aminoriig§¢iy Soninémis grandinémis.

Visi CA slopinantys junginiai su Zn(ll) jonu jungiasi anijonine forma.
Jungimasis gali vykti vienu i§ dviejy mehanizmy: pakei¢iant prie cinko jono
prijungta hidroksido anijong ar vandens molekule ir susidarant tetraedriniam
kompleksui (pav. 2.2.1.1-2 A) arba tiesiog anijonui prisijungiant prie
katalitinio komplekso ir susidarant trigoninés bipiramidés formos kompleksui
(pav. 1.2.1.1-2 B). Manoma, kad kai kuriais atvejais aduktas gali pereiti i$
vienos formos ] kitg [14, 15].

o R
N\ S
/S%O A\
H\N— C\\_
) N, ) OH,
Zn(ll Pt
_ (\)\His 119 /Zn(\ll)\His 119
94 His His 96 94 His His 96
A B
Tetraedrinis aduktas Trigoninés bipiramidés formos
(sulfonamidas) aduktas (tiocianatas)

Pav. 1.2.1.1-2. Slopiklio jungimasis prie katalitinio a-CA Zn-OH komplekso. A: tetraedrinis
aduktas, B: trigoninés bipiramidés formos aduktas.
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Kitas labai svarbus veiksnys CBG jungimuisi yra jos sgveika su Salia Zn(ll)
esanciu treoninu (Thr199). Treoninas su CBG sudaro vandeniliniy rySiy tinkla:
amidinis NH sgveikauja su CBG sulfono arba karbonilo fragmentu, o Soninés
grandinés hidroksigrupé — su sulfonamido, sulfamido, sulfamato NH arba
hidroksamato ar N-hidroksikarbamido OH grupémis. Tai i$ dalies paaiskina
gerokai stipresng Siy funkciniy grupiy sgveikg su cinko jonu, lyginant su
sulfaty [16] arba antriniy sulfonamidy [17] sgveika.

Siekiant jvertinti jvairiy CBG jtaka slopiklio jungimuisi su aktyviuoju CA
centru, buvo atlikta aibé tyrimy su junginiais, turinCiais kiek jmanoma
mazesnius arba identiSkus pakaitus prie Sios grupés. Tiriant CA aktyviojo
centro sgveikg su neorganiniais izosteriniais ir izoelektriniais sulfatui, nitratui
ir karbonatui anijonais buvo parodyta, kad tarp anijono geometrijos (tetraedriné
ar trigoniné) ir sgveikos su aktyviuoju baltymo centru priklausomybés néra.
Esminj vaidmenj Siuo atveju atlieka anijono centrinio atomo prigimtis [16, 18].
Geriausiai su cinko jonu kompleksa sudaro sieros (V1) junginiai — sulfamidas
(Kj = 0,88 — 1130 uM hCAI, II, IV, VA/B, VII, IX, mCAXIII [16, 19-21]),
sulfamatas (K; = 0,93 — 390 uM hCAL II, IV, VA/B, VII, IX, mCAXIII [16,
19-21]), trifluormetansulfonamidas (K; = 0,002 — 0,9 uM CAI, II, II1, IV [22]),
N-hidroksisulfamidas (0,57 — 4,05 hCAl, 11, IX, X1l [20]) bei anglies dariniai —
karbonato anijonas (K; = 8,6 — 95000 uM hCAI, II, IV, VA/B, VII, IX,
mCAXIII [16, 19, 21]), tritiokarbonato anijonas (K; = 8,7 — 36150 uM hCAl,
I, 1, VI, X1 [18]), N,N-dietilditiokarbonato anijonas (K; = 0,79 — 1470 uM
hCAI, 11, 111, VII, X111 [18]), N-hidroksikarbamidas (K; =23 — 113 uM hCA 11,
IV, VA, IX [23, 24]). Konkrecios slopinimo konstantos pateiktos lenteléje
1.2.1.1-1.

Kai kurie neorganiniai anijonai taip pat gerai jungiasi su CA aktyviuoju
centru. Pvz., cianatas (K; = 0,25 - 15000 uM hCAI, II, IV, VA/B, VII, IX,
mCAXIII[14, 19, 21]), tiocianatas (K; = 170 - 39000 uM hCAI, II, IV, VA/B,
VII, IX, mCAXIII [14, 19, 21]), cianidas (K; = 0,5 - 9200 uM hCAL II, IV,
VA/B, VII, IX, mCAXIII [14, 21]), azidas (K; = 1,2 - 65100 uM hCAL II, 1V,
VA/B, VII, IX; mCAXIIl [14, 19, 21]), hidrosulfidas (K; = 0,6 - 5200 uM
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hCAl, 1l, 1V, VA/B, VII, IX, mCAXIII[14, 19, 21]) (lentel¢ 1.2.1.1-1). Jie
jungiasi geriau nei halogenidai, halogenatai, sulfatas, nitratas, d-elementy (IV-
VI) rigséiy anijonai, polisulfatai ir t. t. [14, 16, 19, 21]. Beje, svarbu paminéti,
kad organinés fosforo riigstys, skirtingomis saglygomis gali veikti ir kaip silpni
hCAI slopikliali, ir kaip silpni aktyvatoriai [25-27].

Taip pat CA vidutinémis slopinimo savybémis pasiZymi ir arilborono
(fenilborono rugsties (11) K; = 0,88-58600 uM hCAI, II, 1V, VA/B, VII,
mCAXIII [14, 19, 21]) bei arilarsono ragstys (fenilarsono ragsties (111) K; =
0,87—49200 uM hCAL II, IV, VA/B, VII, mCAXIII [14, 19, 21]) (pav. 1.2.1.1-
3).

HO< /© ON /@
B As

| \
oH HO OH
Pav. 1.2.1.1-3. Fenilborono (I1) ir arilarsono (111) ragstys.

Lentelé 1.2.1.1-1. Kai kuriy neorganiniy junginiy CA izoformy slopinimo konstantos.

Ki, l,I,M
hCAI|hCAIlhCAIII|hCAIV T}%ﬁ\\//'g/ hCAVII hCAIX|hCAXIIImCAXIII
CF:SO,NH™ 10,016]0,002| 0,9 | 0,045 - - - - -
NH,SO,O" | 21 | 390 - 0,93 |120/660| 9,5 92 | 10,7 | 21500
NH,SO,NH™ | 310 | 1130 | - 0,88 | 840/84 | 6,8 96 | 13,2 140
HOHNSO,NH"}| 4,05 | 0,57 - - - 0,87 - 1,34 -
COs~ 15000{ 73000 - 5700 |720/930| 270 8,6 - 5500
CSs* 87 188 | 99 - - 36150 - - 430
NH,CONOH)| - | 28 | - | 113 | 3U- - 23 - -
ELNCS, 10,79 31 | 65 - - 1470 - - 56
CNO 0,7 |(20)30] 0,5 |(30)610] 28/70 | 15200 | 43 - 0,25
SCN™ 200 | 1600 | - 39000 | 740/76 | 170 130 - 740
CN- 05| 20 - 770 15/8 | 9200 4 - 65
N3 0,2 | 1500 | - |65100 [300/270| 1410 5 - 4800
SH™ 06 | 40 - 3900 | 23/8 | 1240 7 - 5200

1.2.1.1.1 Sulfonamidai ir jy dariniai

Nuo 1940 m., kai buvo aprasytas pirmas CA slopiklis [6], buvo manoma,
kad pirminio sulfonamido fragmentas junginyje yra bitina sglyga CA
slopinimui. Tac¢iau jau 1948 m. buvo parodyta, kad ir antriniai sulfonamidai,
turintys piridino, tiazolo, guanidino pakaitus [17], yra CA slopikliai, nors jy

aktyvumas daznai yra 10%-10* karty mazesnis. Tiriant N-acilintus
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arilsulfonamidus, nustatyta, kad jvedus net tokig santykinai nedidele grupg,
kaip acetilgrupé, labai pablogéja junginiy CA slopinimo savybés [28].

Tokius rezultatus nesunku paaiskinti faktu, kad, esant dideliam pakaitui
sulfonamido fragmente, Sis aktyviajame CA centre yra gerokai nutoles nuo
Zn(11) ir su juo nesudaro komplekso [29]. Kone vienintele iSimtimi, kai antrinis
sulfonamidas stipriai slopina CA, galima laikyti atranky hCAVII slopinimg
sacharinu 1V (K; = 10 nM) [30], kuriame sulfonamidas yra laktaminis ir dél to
neuzima daug vietos. Nors sacharino komplekso su hCAVII kristalografiniy
duomeny néra, remiantis atitinkamo komplekso su hCAII struktiira bei
modeliavimo duomenimis, buvo parodyta, kad tokig stiprig sacharino saveika
su hCAVII lemia papildoma vandeniliniy rySiy sistema tarp sacharino C=0

grupés, vandens molekulés ir serino (Ser65) hidroksigrupés (pav. 1.2.1.1.1-1).
His64

(@]
Ser65

66Val—NH HO._

Thr200 Ko}

0~ 'NH _N“§=0
<. 10
198Leu |
Zn(ll
// (\) .
Thr199 94His . His119
96His

Pav. 1.2.1.1.1-1. Sacharino komplekso su aktyviuoju hCAVII centru schema.

Ir tik per pastaruosius du deSimtmecius, kai naudojant rentgenostruktiiring
analize imta detaliau nagrinéti, kaip sulfonamidiné grupé saveikauja su
aktyviuoju baltymo centru, buvo parodyta, kad kompaktiskas, vandenilinius
rySius galintis sudaryti pakaitas prie sulfonamido grupés ne tik nepablogina,
bet dar ir pagerina §ig saveikg [15] (pav. 1.2.1.1.1-2). Tai gali buti ypatingai
svarbus momentas, lemiantis ne tik sisteminj CA slopinima, bet ir atrankuma
konkreciai baltymo izoformai. Nors Sie tyrimai atvéré plaCias galimybes
sintetinti CA slopiklius su naujo tipo CBG, tokiy darby néra daug — apraSyta
vos keliy junginiy, turin¢iy N-hidroksisulfonamido [31, 32], N-

fosforilsulfonamido [26, 33] ar N-ciansulfonamido [34] fragmentus, sgveika su
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hCA. Vis tik §iuo metu yra Zinoma junginiy, turin¢iy Sias CBG, kurie hCAII
slopina ypa¢ efektyviai, pvz., 3-chlor-N-hidroksi-4-nitrobenzensulfonamido V,

6-nitrobenzo[d]tiazol-2-ilsulfonilfosforamidinés ragsties VI, N-ciantiofen-2-

sulfonamido VII K; mazesné nei 25 nM [35] (pav. 1.2.1.1.1-3).

201Pro, 201Pro, 201Pro.
O1PTO\ i Thr200 0IPTO\ i Thr200 Thr200
o
198Leu 198Leu W 198Leu W
N,  O-H \R*N\ O-H jN\ o-H
H, Thr199 H Hoo
Thr199 [oR \ O\H N Thr199 0. % |_!
H \H O\\S:(O)'R \\O O\\S./\R H \\\H O\\S/\N‘R
\N-' (0] H/ \N-' (@] \N: O
1 ] 1
1 ] 1
Zn(ll zn(ll zn(ll
Q. Q. R
94His His119 94His His119 94His His119
96His 96His 96His
A: Zn-HNSO,(O)R B: Zn-HONSO,R C: Zn-HNSO,NHR

Pav. 1.2.1.1.1-2. CBG sgveikos su aktyviuoju a-CA centru schema. A: sulfonamidai ir
sulfamatai; B: N-hidroksisulfonamidai; C: sulfamidai.

cl
O,N N, QO
Tl 5 e D
n_ —
HO =
HN-< Vi =N
Vv oH Vil
Ki =4 nM (hCAIl) Ki =2 nM (hCAIl) Ki =25 nM (hCAlI)

Pav. 1.2.1.1.1-3. 3-chlor-N-hidroksi-4-nitrobenzensulfonamido V, 6-nitrobenzo[d]tiazol-2-
ilsulfonilfosforamidinés ragsties VI, N-ciantiofen-2-sulfonamido V11 struktiira ir hCAII
slopinimo aktyvumas.

Kiti sulfonamidy analogai — sulfamidai [36] ir sulfamatai [37] — yra daug
plac¢iau nagrinéti. Atlikus §ig CBG modifikacija buvo nustatyta, kad net
nearomatiniai sulfamidai ir sulfamatai (topiramatas VIII, 6,7-dimetoksi-3,4-
dihidroizochinolin-2(1H)-sulfonamidai IX, alkilsulfamatai X, estradioliai XI)
[38-42] bei N-hidroksisulfamidai [37, 43] (alkil-, arilmetilen N-
hidroksisulfamatai XI1) CA slopina efektyviai (pav. 1.2.1.1.1-4).
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(I x

o o R = i-Pr Ki = 1050 nM (hCAIl); 6,1 nM (hCAIX)
o

ﬂ/ Vil Q.0

R\O/S\NHZ

X
R = decil- K; = 0,7 nM (hCAIl), 7,9 nM (hCAXIl)

Q0
(Ar)R/\O’S\NHOH
XII
R'=H, SO;NH,, SO,NR"™, Ar = 4-PhCeH, K; = 50,5 nM (hCAI)
R" =H, SO;NH, R = dodecil K; = 89,6 nM (hCAIl)

Pav. 1.2.1.1.1-4. Topiramato V1II, 6,7-dimetoksi-3,4-dihidroizochinolin-2(1H)-sulfonamido
IX, alkilsulfamato X, estradiolio XI bei alkil-, arilmetilen- N-hidroksisulfamaty XI1 struktira
ir hCA slopinimo aktyvumas.

Stiprus sulfamaty ir sulfamidy jungimasis prie CA aktyviojo centro
aiSkinamas keliais veiksniais — analogiSka sulfonamidui sgveika su aktyviuoju
CA centru bei didesne konformacine laisve, leidziancia likusam slopiklio
fragmentui geriau prisitaikyti prie fermento aktyviojo centro. Lyginant
sulfonamidy ir sulfamidy sgveika su CA aktyviuoju centru, stebima papildoma
sgveika tarp sulfamido aminogrupés ir Thr200 hidroksigrupés [44]. Remiantis
kristalografiniais duomenimis [41], sulfamatai taip kaip sulfamidai papildomos
sgveikos su aktyviuoju CA centru nesudaro. Tiek sulfamaty, tiek sulfamidy
atveju, tiltelinio O arba N atomo tarp sulfonamidinés grupés ir likusio slopiklio
fragmento buvimas stipriai keicia slopiklio i§sidéstyma aktyviajame CA centre.
Tokiu bidu galima keisti junginio aktyvuma (net iki 10° karto) [42, 45, 46] ir
atrankuma konkreciai CA izoformai [47].

1.2.1.1.2. Karboniliniai junginiai — hidroksamatai ir N-
hidroksikarbamidai

Karbonato anijonas ir karboksilatai pasizymi silpnu aktyvumu — karbonato
ir jvairiy karboksirtig§¢iy K; paprastai gerokai virSija 1 uM [25]. Pastaruoju

metu buvo nustatyta, kad Siy CBG tioanalogai pasizymi didesniu aktyvumu
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[18]: CS;* uz CO5* jungiasi su hCAI 10° o su hCAIl 10* karty geriau.
Manoma, kad efektyvesnj tioanalogy jungimasi su CA lemia stiprus S-Zn
rySys. Deja, kol kas apie efektyvius slopiklius Siy CBG pagrindu nepranesta.

Kitos potencialios CBG — hidroksamatas ir hidroksikarbamidas [23, 24] -
su aktyviuoju a-CA centru taip pat jungiasi anijono forma [48], o gera
jungimgsi su aktyviuoju CA centru geriausiai paaiSkina S§iy junginiy
hidroksigrupiy sgveika su Salia Zn(ll) esan¢io Thr199 hidroksi- ir amidine
grupémis (pav. 1.2.1.1.2-1 A ir B) [23].

198Leu,  Thr200 198Leu,  Jhr200
N, N,
H. H,
Thr199H/o\\ \O\ Thr199H/ N \O\
\H\ >—R Ho >—NHR
O-N O~N
A A
Zn(ll) Zn(ll)
N N
94His/ His119 94His/ His119
96His 96His
A: Zn-HONCOR B: Zn-HONCONHR

Pav. 1.2.1.1.2-1. CBG sgveikos su aktyviuoju aCA centru schema. A: hidroksamatai; B: N—
hidroksikarbamidai.

Tokios saveikos svarbg gerai pademonstruoja karbamido ir N-
hidroksikarbamido aktyvumy palyginimas — jvedus hidroksigrupe K; iSauga
nuo ~450 mM iki ~0,1 mM (hCAI arba hCAII). Hidroksikarbamido arba
hidroksamato fragmentus turintys junginiai pasizymi vidutiniu arba stipriu CA
slopinimo aktyvumu [N-hidroksi-2-(arilsulfonamido)acetamidai X111, 1-(3,4-
dichlorfenil)-3-hidroksikarbamidas XIV — K; 8+900 nM [23, 24, 49] (pav.
1.2.1.1.2-2)].

(o]
Ar 11
\SI:O o Cl o
N ~OH L oH
R N Cl N~ N
H H H
Xl XV
Ar=CgFs, R,R'= H; K; = 8 nM (hCAll) Kj= 310 nM (hCAlI)
Ar =4-OMeCgHy, R =H, R'=O-adamantil K;= 96 nM (hCAIl)

Pav. 1.2.1.1.2-2 N-hidroksi-2-(arilsulfonamido)acetamidy XI11 ir 1-(3,4-dichlorfenil)-3-
hidroksikarbamido X1V struktiira ir hCAII slopinimo aktyvumas.
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1.2.1.1.3. Borono riugstys ir fosfonatai

Ieskant alternatyviy sulfonamidams CBG, buvo atlikti ir fosforo [26, 50]
bei borono [51] riigsciy dariniy CA slopinimo tyrimai. Fosfato anijonai hCA
slopina geriau, nei atitinkami karbonato anijonai [50]. Tirty fosfono ir borono
rugsciy jvairové yra labai maza, ir tik keletas jy pasizymi vidutiniu CA
slopinimu: metilfosfono rtgsties XV ir fenilfosfono rigsties XVI K; ~ 100 nM
(hCAll), N-(fosfonoacetil)-L-aspartato XVII K; ~ 80 nM (hCAIV), o borono
ragsciy XVIHI, XIX K; > 3,7 uM (hCAL, 11, IX, XII) (pav. 1.2.1.1.3-1).

o)
(e} ) o 9
I n HN -
—R~0oH R-oH HO/K ‘ AWely
OH OH w oy OH
XV XVI
2 XVII
K;=98nM (hCAIl)  K; =99 nM (hCAll) Ki =79 nM (hCAIV)
R R
TL T LY
_OH B
B (CH2)n OH
OH
XVIII XIX

R =Ph, Kj= 4500 nM (hCAII) R =H,n=1,K;=18100 nM (hCAlIl)

Pav. 1.2.1.1.3-1. Metilfosfono riigsties XV, fenilfosfono ragsties XV 1, N-(fosfonoacetil)-I-
aspartato XVI11 ir borono rugs¢iy XVIII, XIX struktira bei hCA slopinimo aktyvumas.

Kristalografiniy duomeny apie $iy junginiy kompleksus su CA yra nedaug
[27], tad vienareik§miskai spresti apie sgveikg su CA aktyviuoju centru
sudétinga, taiau manoma, kad tiek fosfono, tiek borono rugstys su CA
aktyviuoju centru sgveikauja panaSiai kaip sulfonatai ar sulfonamidai —
anijonine forma jungiasi su katalitiniu cinko jonu, o P=0 ar B-OH fragmentai
sudaro vandenilinius rySius su triptofano amido grupe [27, 51] (pav. 1.2.1.1.3-
2).

198Leu_ Thr200 198Leu_ Thr200
N, N,
H o H..
Thr199 oH \O:P/\ Thr199 OH /O\B,R
/. R H T )
? 0
1 1
Zn(Ily Zn(Il)
. .
94H N N
S” [ Nis119 94His™ His119
96His 96His
A: Zn-HO4PR B: Zn-HO,BR

Pav 1.2.1.1.3-2. CBG saveikos su aktyviuoju aCA centru schema. A: fosfonatai; B: borono
rugstys.
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1.2.1.1.4. Aromatiniai ir heteroaromatiniai tioliai

Dar viena klasikiniy CA slopikliy grupé yra aromatiniai / heteroaromatiniai
tioliai. Siy junginiy CBG veikimas pagristas vien tik stipriu Zn-S rysiu (pav.
1.2.1.1.4-1), kurj galima stebéti jau hidrosulfido ir CA sgveikoje [14, 19, 21].

CAr

His119

S
Zn(IN
N
94His/ /
96His

Zn-SAr

Pav. 1.2.1.1.4-1. CBG saveikos su aktyviuoju aCA centru schema: aromatiniai ir
heteroaromatiniai tioliai.

Aromatiniai tioliai (XX), 2-merkapto-1,3,4-tiadiazolai (XXI) ir 3-
merkapto-1,2,4-triazolai (XXII) (pav. 1.2.1.1.4-2) paprastai yra mikromolinés
eilés CA slopikliai [52, 53], aktyvumu neprilygstantys sulfonamidams.

R N—N

|\\ R. /2 N)\ . / »\SH
= sH H s~ “SH R\S N
M\ R
XX XXI ©0 XX
R = 2-OH R = 2-piridil-CO R =n-Bu, R'=4-Br-CgH,
K; =630 nM (hCAIl) K; =97 nM (hCAl) K; = 2600 nM (hCAI)

Pav. 1.2.1.1.4-2. Aromatiniy tioliy (XX), 2-merkapto-1,3,4-tiadiazoly (XXI) ir 3-merkapto-
1,2,4-triazoly (XXII) strukttra ir hCA slopinimo aktyvumas

Jdomus S$iai grupei priklausantis slopiklis yra tioksolonas XXIII (6-
hidroksibenzo-1,3-oksatiolan-2-onas). Pats tioksolonas su CA nesijungia,
taCiau CA, pasizyminti silpnu esteraziniu aktyvumu, katalizuoja jo hidrolize ir
susidaro CA slopinantis 4-merkapto-1,3-benzendiolis XXa [2] (pav. 1.2.1.1.4-
3).

200Thr\

198Leu/\[N\H
_ HO OH
‘o o CA2HO g oH oHw @/
\C[ =0 < — \©: Thr199
S SH
n(ll

$

I

I

!

z
XXII XXa N
94His// His119
S

96Hi

Pav. 1.2.1.1.4-3. Tioksolono XXI11 hidrolizés ir hidrolizés produkto XXa saveikos su
aktyviuoju hCAII centru schemos.
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Tiesa, jvairlis autoriai gana prieStaringai vertina tokios struktiiros slopikliy
potencialg. Viena vertus, tioksolonas (tiksliau, jo hidrolizés produktas) visas
Stuo metu Zinomas CA, iSskyrus hCAlI slopina labai panasiai ir vidutiniSkai
aktyviai (K; = 5 = 9 uM hCAIIl, III, 1V, VA/B, VI, VII, IX, XII, XIV,
mCAXIII, XV ir ~90 nM hCAI). Todél tam tikrai izoformai atranky slopiklj
Siuo pagrindu kurti esg neefektyvu [54]. Antra vertus, SAR analizé parodé, kad
tioksolono analogy CA slopinimo aktyvumag galima Zymiai padidinti [2].
TerapiSkai tokio tipo preparatai yra aktuallis pacientams, turintiems alergija

sulfonamidams.

1.2.1.2 Ziedo struktiiros jtaka CBG pKa

Tolimesnis slopiklio molekulés skirstymas | zZieda, jungtuka ir antrinio
atpazinimo fragmentg yra labai salyginis. [vairts slopikliai gali neturéti kurios
nors §iy daliy arba jas taip formaliai atskirti néra paprasta. Ziedo fragmentas
paprastai iSskiriamas tuo atveju, jei prie jo yra tiesiogiai prijungta CBG. Tokj
skirstymg lemia tai, kad aromatinis arba heteroaromatinis ziedas ir pakaitai,
tiesiogiai prijungti prie jo, stipriai veikia CBG rugstines savybes. Jau anks¢iau
buvo minéta, kad slopikliai su Zn(ll) jungiasi aktyvia anijono forma, tad
rugstinés CA slopikliy CBG savybés yra vienOs svarbiausiyjy. pK, vert¢ CBG
jungimuisi su aktyviuoju CA centru yra svarbi dviem aspektais. Pirma, nuo jos
priklauso aktyvios slopiklio formos koncentracija tirpale. Siuo atzvilgiu yra
pageidautina kuo mazesné pK, verté. Antra, pK, verté apibiidina CBG anijono
Lewis‘o bazinguma, lemiantj Zn(11)-CBG ry$io ir vandeniliniy rySiy su
aplinkinémis aminorfig§timis stiprumg. Tad Siuo atveju pageidautina kuo

didesné pK, verte.
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Aromatinis/heterociklinis fragmentas, lemiantis CBG ragstinguma
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Atankuma lemiantis fragmentas
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9anis” | His119
96His

Pav. 1.2.1.2-1. Aromatiniai / heterocikliniai CA slopikliy fagmentai, lemiantys CBG
rugstinguma ir slopiklio erdving struktiira.

Fizikocheminiais = metodais  nagrinéjant CAIl  ir  aromatiniy
benzensulfonamidy sgveika in vitro, buvo parodyta, kad geriausiai su CAlI
jungiasi slopikliai, kuriy CBG pK, yra panaSios vertés ] buferinio tirpalo pH
(PK, = pH = 1) [1]. Sis pastebé¢jimas svarbus ne tik sisteminiy CA slopikliy
kiirimui, bet gali buti panaudotas ir atrankiy CAVA, VB, IX ir XII slopikliy
kiirimui. Mitochondrijose, kuriose yra CAVA ir CAVB, terpé gerokai
bazingesné — pH ~9, o CA IX ir XII superraiska stebima augliuose, kur pH
vertés yra zymiai mazesnés (sveiky zmogaus audiniy pH ~7,52, 0 augliuose
gali sumazéti net iki 6 [55, 56]). Konkrecias slopikliy CBG pK, vertes autoriai

nurodo retai, taciau bendra tendencija yra tokia, kad mazéjant elektrony tankiui
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ziede, sulfonamidy pK, maZz¢ja. Tipinés benzensulfonamidy pK, vertés yra
9+10 [57], ir tik jvedus daug elektrony akceptoriniy grupiy, galima Zymiai
sumazinti §ig verte. Pvz., pentafluorbenzensulfonamido XXIV pK, = 8,2 [58],
4,5-dichlor-1,3-benzendisulfonamido XXV pK, = 7,5 [59] (pav. 1.2.1.2-2).
Atitinkamai furan-2-, tiofen-2-, tieno[2,3-b]furan-2- sulfonamidy pK, = 8,5+10
[60], 1,3,4-tiadiazol-2-, benzo[d]tiazol-2- sulfonamidy pK, = 7,5+8,5 [1, 57].

R F Q.0
0 HoN~S
W_0 Qo0
F S/ \\//
\ cl S!
F F " NH
Cl
XXIV XXV

Pav. 1.2.1.2-2. Pentafluorbenzensulfonamidas XXIV ir 4,5-dichlor-1,3-
benzendisulfonamidas XXV

Vertinant slopiklio jungimasi su aktyviuoju CA centru, nepakanka
atsizvelgti vien tik j pakaity, esanciy prie aromatinio / heteroaromatinio ziedo,
jtakg rugsStinems CBG savybéms. Ivedus vieng ar daugiau pakaity 1
aromatinj / heteroaromatinj zieda, keiciasi ir jo hidrofobiskumas bei erdviné
struktlira, kas taipogi stipriai Vveikia slopiklio jungimgsi. Vienas tokiy
pavyzdziy gali bati 0-, m- ir p-sulfamoilbenzoaty XXVla-c (pav. 1.2.1.2-3)
jungimasis prie hCAIIL. Nors karboksilato pakaito padéciai artéjant prie
sulfonamido grupés, jos pK, nezymiai mazéja, hCAII slopinimas, lyginant 0- ir

p-sulfamoilbenzoatus, dél erdvinés saveikos silpnéja 10%-10° karto [57].

Q (0]
_ W_0O W_0O
R70, (‘)‘ -0 S S
S R, NH, NH,
(0] NH, o) f0)

XXVla XXVIb XXVic
Pav. 1.2.1.2-3. 0-, m- ir p-sulfamoilbenzoatai XXVla-c.

Ziedo heteroatomai dalyvauja papildomoje saveikoje su polinémis
aminortgStimis, esan¢iomis Salia katalitinio komplekso arba vandens
molekulémis. Pavyzdziui, acetazolamido 1,3,4-tiadiazolo ziedo N(3) atomas su
Thr200 Soninés grandinés hidroksigrupe sudaro vandenilinj rys$j [61],
papildomai stabilizuojant] acetazolamido XXVII — hCAIl kompleksa (pav.

1.2.1.2-4). Si saveika bei rugstingesn¢ sulfonamido grupé kartu lemia
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acetazolamido daugiau nei 20 karty stipresnj nei N-(4-sulfamoilfenil)acetamido
XXVIII jungimgsi su hCAII [62]. Be to, His64 taip pat gali dalyvauti
sgveikoje su poliniais pakaitais aromatiniame / heteroaromatiniame ziede [63,
64] (zr. skyrelj 1.2.1.3.1 ,,Sgveika su hidrofobine ir hidrofiline aktyviojo CA

centro sritimi*).

201Pro\NH /U\ /& \ ///O
0 Thr200 NH,
198Leu
N O XXVII
LN N \FO K; = 12 nM (CAII)
Thr199 /o\\ . {\I \>——NH
H AN Q\ S
H\N-'S\\O _q
: < > S\
- NH
Zn(ll) 2
N
oais” | hisia XXVl
96Hie K; = 246 nM (CAIl)

Pav. 1.2.1.2-4. Acetazolamido XXV11 komplekso su hCAII aktyviuoju centru schema.

D¢l ty paciy priezasCiy kiekybiSkai jvertinti, kiek reikSmes slopiklio,
kuriame CBG prijungta prie kondensuotos ziedy sistemos (naftaleno [65],
benzo[c]1,2,50ksadiazolo [66] indolo [67-69], benzo[b]furano [67],
benzo[b]tiofeno [70], benzo[d]tiazolo [71], benzo[d]izooksazolo [72],
tieno[2,3-b]furano [60], tieno[2,3-b]tiofeno [73], tieno[3,2-b]tiofeno [73],
tieno[2,3-b]tiopirano [74, 75], tieno[3,2-b]tiopirano [74], tieno[3,2-e]-1,2-
tiazino [76], benzimidazo[1,2-c][1,2,3]tiadiazolo [77]), jungimuisi turi pK,, o
kiek ziedo hidrofobiné sgveika ir erdvinés savybés, yra sudétinga.

Zemiausias pK, reikimes turi ne aromatiniai / heteroaromatiniai
sulfonamidai, o trifluormetansulfonamidas XXIX [22] (pK, = 5,9) ir jo dariniali
— arildifluormetasnulfonamidai XXX [78] (pK, = 6 + 7,2) (pav. 1.2.1.2-5). Tai
veikiausiai yra viena i§ priezasCiy, dél ko Sios grupés junginiai yra geri CA
slopikliai [22, 78, 79] (K; = 2+5000 nM hCAI, 2+670 nM hCAII).

0 o O o
\\ /) N
s, Arks\
F NH, NH,
E F F
XXIX XXX
K;= 2 nM (CAIl) Ar = 4-NO,-CgHy, Ki= 113 nM (CAIl)

Pav. 1.2.1.2-5. Trifluormetansulfonamido XXIX ir arildifluormetasnulfonamido XXX
struktiira ir hCAII slopinimo aktyvumas.
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Viena aril / heteroarilfosfono rtigsc¢iy silpno hCA slopinimo priezas¢iy gali
buti santykinai didelis jy ragstingumas [80] (pKs = 1 = 3). Tuo tarpu
aril / heteroarilborono rugsc¢iy pK, verciy ribos yra mazesnés ir apima didesnj
diapazong [81] (pKa = 4,2 + 9,0); todél jos yra patrauklas pirmtakai hCA
slopikliy sintezgje.

Akivaizdus CBG rugsStingumo jtakos pavyzdys yra hCA slopinimas
sulfamidais ir sulfamatais. Tyrin¢jant identiskas slopikliy poras, besiskiriancias
tik Siomis CBG, buvo pastebéta, kad sulfamatai hCA slopina 10-10% Karto
stipriau nei atitinkami sulfamidai. Kone vienintelis tokio skirtumo
paaiskinimas yra S$iy funkciniy grupiy pK, skirtumas — tirty sulfamaty pK,
verté yra apie 8,6, o sulfamidy apie 10,7 [82]. Yra duomeny, rodanciy, kad tik
aromatiniai sulfamidai, turintys elektrony akceptorinius pakaitus benzeno

ziede, hCA slopina geriau nei atitinkami sulfamatai [37].

1.2.1.3 Slopiklio molekulés sqveika su toliausiai nuo katalitinio komplekso
nutolusiomis CA aktyviojo centro aminorigstimis

Visy hCA, isskyrus hCAI, hCAIIl ir hCAXIII, aktyviojo centro srities,
dalyvaujancios sgveikoje su CBG, aminoriig8¢iy seka yra identiska [83].
His94, His96, His119, ir Zn(ll) sudaro kompleksa su CBG, Glul06, Leul98
(hCAIIll Phe), Thr199 ir Thr200 (hCAI His200, hCAXIII Val200) orientuoja
substrato ar slopiklio padétj aktyviajame centre. Nors dél kity aminoriigsciy
jtakos erdviskai jy padétis gali labai nezymiai skirtis, slopiklio atrankuma
turéty lemti sgveika su tolimesniy CA aktyviojo centro aminorigsciy
Soninémis grandinémis.

Struktiiros skirtumai Salia katalitinés srities hCAI ir hCAIII atveju stipriai
veikia slopikliy jungimasi prie jy. hCAIII vietoje Leul98 turi Phe198, kurio
Soniné¢ grandiné yra erdviskai gerokai didesné. Sio skirtumo pakanka, kad
hCAIII su praktiskai visais CA slopikliais jungtysi labai silpnai (Kj >> 10uM).
hCAI, turinti His200, o ne Thr200, taip pat gerokai silpniau sgveikauja su
daugeliu slopikliy. hCAI ypatingai jautrus pakaito vietai benzeno ar
heterociklo ziede — O-pakeisti benzensulfonamidai su hCAI jungiasi Zymiai
silpniau [84]-[86], nei kitose padétyse pakaitus turintys slopikliai.
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Toliau nuo katalitinio centro nutolusios CA aktyviojo centro srities jtaka
slopikliy atrankumui nagrinéti yra sudétinga, nes néra daugelio CA izoformy
rentgenostruktirines CA ir slopiklio kompleksy analizés duomeny.
Greiciausiai dél paties baltymo savybiy ir to, kad daug izoformy yra aptiktos
per pastargjj deSimtmetj, daugiausia tokiy duomeny yra apie hCAI ir hCAIlI.

Likusiy CA analizé dazniausiai remiasi modeliavimo darbais.

1.2.1.3.1 Sgveika su hidrofobine ir hidrofiline aktyviojo CA centro sritimi

Tiriant bCAII saveika su 4-sulfamoilbenzamidais XXXI ir N-(4-
sulfamoilbenzil)karboksamidais XXXII, turin€iais jvairaus ilgio ir Sakotumo
alkilgrupes (pav. 1.2.1.3.1-1), buvo parodyta, kad hidrofobinéje saveikoje
dalyvaujant alifatinéms grandinéms, nuo alkilo Sakotumo ar ciklinio fragmento
buvimo jungimosi konstanta nepriklauso [87]. Kitaip tariant, kadangi néra
specifinés sgveikos tarp aminoriig§¢iy Soniniy grandiniy ir alkilo fragmento,
sgveikos stiprumas priklauso vien nuo hidrofobinés grupés pavirSiaus ploto.
Hidrofobinés grupés pavirSiaus plotas did¢ja, jvedant papildomas CH, grupes
arba vandenilio atomus pakeiciant fluoru. Farmakokinetiniu poziiiriu, fluoro
jvedimas turi nemazg privalumg — fluorinti angliavandeniliai organizme
metabolizuojami gerokai léciau, o perfluorinti apskritai nemetabolizuojami, tad

tokio vaisto veikimo trukmé daug ilgesné.

i X
] @*wf IR
o% R o%
NH, NH,
XXXI XXX

R, R'= C; - C5 alkil-, cikloalkil-, perfluoralkil-, perfluorcikloalkil-

Pav. 1.2.1.3.1-1. Alkil-, cikloalkil- 4-sulfamoilbenzamidai XXXI ir N-(4-
sulfamoilbenzil)karboksamidai XXXII.

I§ visy nepolinés hCA aktyviojo centro srities aminortigsciy verta iSskirti
tik 131-3j3, kurios prigimtis jvairiose izoformose skiriasi: hCA I, 1V, IX, XII,
XIV ir XV atveju — tai aminortigstys, turinéios jvairaus Sakotumo ir ilgio
alifatines grandines, o IlI, IlIl, VA/VB, VI, VII ir XIIl atveju — aromatinés

aminortgStys. Tai yra svarbi sritis kuriant atrankius CA slopiklius, nes
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aromatinis Soninés aminorigSties grandinés fragmentas gali dalyvauti
sanglaudoje su aromatiniais ar heteroaromatiniais slopiklio fragmentais. Tokia
sgveika yra stipresné uz hidrofobing sgveika, tad ji labiau stabilizuoja CA-
slopiklio kompleksa [88]. Tyrimai, atlikti su hCAIl mutantais, vietoje Phel31
turin€iais Vall31, rodo, kad §i sgveika slopiklio jungimasi pagerina iki 6 karty
[89]. Dazniausiai tokia aromatiniy ziedy sanglauda vyksta Phel31 benzeno
ziedui briauna sgveikaujant su aromatiniu / heteroaromatiniu slopiklio
fragmentu [41, 76, 89]-[91] (pav. 1.2.1.3.1-2, saveika A). Tik retais atvejais
sanglauda vyksta persiklojant ziedy plokStumoms [88, 92] (pav. 1.2.1.3.2-1,
saveika B). Atstumas hCAII tarp Zn(ll) ir Phel31 benzeno ziedo yra apie
10,6-11,2 A, tad tokioje sanglaudoje gali dalyvauti aromatiniai slopiklio
fragmentai, nuo benzensulfonamido fragmento atskirti 2-3 atomy ilgio
jungtuku (pav. 1.2.1.3.1-2 C).

Pav. 1.2.1.3.1-2. Aromatiniy Ziedy sanglauda: A — briauna j plokstuma; B — Ziedy sanglauda
plokstumomis; C — sanglaudos briauna j plokstuma hCAII — slopiklio komplekse pavyzdys
(PDB kodas 2hoc).

Hidrofiliné sgveika kur kas sunkiau prognozuojama nei hidrofobiné, nes
joje dalyvauja ne tik hidrofiliné aktyviojo CA centro sritis, bet ir vandens
molekulés. Hidrofiling aktyviojo CA centro sieng, be jau minéty cinko jong
kompleksuojanciy His94, 96 ir 119 bei substrato ar slopiklio padét
fiksuojanc¢iy Glu106, Thr119, 200, sudaro GIn92, His64 bei toliausiai nuo
katalitinio centro esanc¢ios Asn62 ir 67.

GIn92 Soniné grandiné yra ganétinai ilga. Taciau dél glaudaus kity

aminortg$¢iy Soniniy grandiniy i$sidéstymo ji yra mazai judri (atstumas tarp 6
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karbonilinés grupés anglies atomo ir cinko jono yra 7,277 A). Soninés
grandinés gale esanti amidiné grupé yra geras tiek vandenilinio rySio donoras,
tiek akceptorius. Todél tiesiogiai arba per vandens molekules ji gali sgveikauti
su daugeliu tirpumg gerinan¢iy slopiklio fragmenty — amidais [93],
sulfonamidais [94-96], sulfonais [97], tiokarbamidais [98] — ir taip stabilizuoti
daugelio slopikliy kompleksus su CA (pav. 1.2.1.3.1-3). Kita vertus, $i
aminortigstis yra visose zinomose hCA izoformose, tad ji turéty mazai veikti
hCA izoformy slopinimo atrankumag.

R GIn92 X =0, NH

oWz H Y = NH, CH,NH
| TSH-N W=Z =CO, CS, SO,

_Ar h Ar:

(X) o R’ R’ R’
e T T 60X
N0 ~73A /-\ = — _ N~

1
~Zn()>His119

S S o
Pav. 1.2.1.3.1-3. Slopiklio fragmentai ir jy padétis sagveikoje su GIn92.
His64 hCA atlieka ypatingai svarbig funkcijg — veikia kaip protony siurblys

katalitiniame CO, hidratavimo cikle. Sios aminoriigties $oniné¢ grandiné yra
nutolusi panasiu atstumu nuo katalitinio cinko jono komplekso kaip GIn92 ir
gali dalyvauti analogiskoje saveikoje su slopiklio poliniais fragmentais (pav.

1.2.1.3.1-4).

R
X
R \
S\\'o\\ H
= O-'----H-N GIn92
XS H
N (e
Ho S50 (|
P2
! His64
- Zn() His119 X = N, CH
His96  His94

Pav. 1.2.1.3.1-4. Slopiklio sgveikos su GIn92 ir His64 pavyzdys.
Taciau imidazolo ziedas paprastai biina protonizuotos formos ir yra tik

vandenilinio rySio donoras. D¢l Sios priezasties slopikliai turintys tik lengvai
besiprotonizuojancius arba teigiamai jkrautus pakaitus su hCA jungiasi

silpniau [99].
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D¢l savo funkcijos CO, hidratavimo cikle His64 tapo labai jdomios
slopikliy grupés taikiniu. Benzensulfonamidai, turintys jungtuku atskirtg vario
aminodiacetato fragmenta, $ig aminortgstj naudoja kaip antrinj atpazinimo
fragmenta. Vario aminodiacetatas su histidino imidazolo fragmentu sudaro
patvary kompleksa ir neleidZia Siam fragmentui dalyvauti protony pernaSoje
(pav. 1.2.1.3.1-5) [100]. Be to, keiciant jungtuko ilgj ir struktiirinius elementus,
galima pasiekti gana zymaus jvairiy hCA izoformy slopinimo atrankumo [101,
102].

~
N £
Os_NH\  culn_ His64
o ’\\‘\\
0 =N
-0
H. .sZ ~6,9A
N_S\
_Zn(I)>His94
His119 Hisoe

Pav. 1.2.1.3.1-5. Vario diaminoacetato fragmento saveikos su His64 schema.

1.2.1.4. Slopiklio savybés, nesusijusios su slopiklio ir aktyviojo baltymo
centro sqveika

Farmakologiniu pozitiriu svarbi ne tik slopiklio sgveika su taikiniu, bet ir
su ADME susij¢ veiksniai — tirpumas vandenyje ar buferiniame tirpale,
stabilumas tokiose sistemose, per¢jimas per membranas ir metabolizmas.

Siekiant iSlaikyti abi savybes — tirpumg vandenyje ar buferiniame tirpale
bei gebé¢jimg pereiti per membranas, jvairis hCA slopikliai gali biti
modifikuojami morfolinotiokarbonilsulfenilamino (pav. 1.2.1.4-1 A) [103],
nikotino ragsties (pav. 1.2.1.4-1 B) [104], piridin-2,3- arba -2,6-
dikarboksirtigs¢iy (pav. 1.2.1.4-1 C ir D) [105], poliaminopolikarboksilaty
(pav. 1.2.1.4-1 E) [106] fragmentais, gamtinémis ir modifikuotomis
aminortgstimis [93, 107, 108], dipeptidais [109], oligopeptidais [110], mono-
ir disacharidais [111-115].
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D E

Pav. 1.2.1.4-1. Slopiklio tirpumg vandenyje gerinantys fragmentai.
Vien saveika tarp baltymo ir slopiklio pagristas hCA slopikliy atrankumas

yra labai sunkiai pasiekiama ir daZznai mazai iSreikSta savybé, bet kartais ja
galima padidinti remiantis skirtingu hCA izoformy pasiskirstymu organizme.
Transmembranines hCA 11X, XII ir X1V, prijungtas prie membranos IV ir XV
bei ] seiles ir pieng sekretuojamg VI galima atrankiai slopinti slopikliais,
negalinciais pereiti per lastelés membranas. Tokiomis savybémis pasizymi
slopikliai, turintys teigiamai jkrautus fragmentus, pvz., ketvirtines amonio
druskas [116] arba piridinio katijong [69, 117-120].

Ivairts fragmentai prie CA slopkliy prijungiami ir siekiant kity tiksly.
Slopiklio veikimo trukmei prailginti jvedami nemetabolizuojami polifluorinti
fragmentai [87, 121, 122] arba lengvai pasalinama grupe blokuojamas
sulfonamido fragmentas [123] (pvz., fotojautrus benzensulfonamidas XXXI11)
(pav. 1.2.1.4-2). Glaukomai gydyti skirtus preparatus galima papildomai
funkcionalizuoti NO (jo trikumas stebimas akies skystyje sergant Sia liga)
iSskirianciais fragmentais — nitratais (pvz., 5,6-dihidro-4H-tieno[2,3-b]tiopiran-
2-sulfonamidas XXXIV) (pav. 1.2.1.4-2) [124].

0
F OZNO\/\)J\N/\
\\// -

/S F ~ OO

T/

1y T ¥

F //S\\ S NH2
XXXl F 00  yxxiv

Pav. 1.2.1.4-2. fotojautrus benzensulfonamidas XXXIII ir NO isskiriantis 5,6-dihidro-4H-
tieno[2,3-b]tiopiran-2-sulfonamidas XXXIV.
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Hipoksiniai augliai sunkiai pasiduoda klasikinei chemo- ir radioterapijai;
juose vyksta hCAIX ir XII superraiSka. Tad diagnostiniais tikslais buvo
susintetinti fluoresceino fragmentus turintys CA slopikliai [125, 126] (pav.
1.2.1.4-3 A). Sio tipo augliy gydymui buvo susintetinti boro atoma turintys
slopikliai (pav. 1.2.1.4.-3 B), kuriuos galima naudoti neutroninéje radio-
chemoterapijoje [47], pagristoje °B geba sugerti Zemos energijos neutrony

spinduliuote ir susidarant ‘Li ir o daleléms.

H
H\\ENV/_A\;,NHZ

O\
@ B /—x
HO Q (OlNe j: / v NH,
¢ I
\ A B (OlNe}

Pav. 1.2.1.4-3. Hipoksiniy augliy diagnostikai ir gydymui skirty CA slopikliy
fluorescuojantis (A) ir boro turintis (B) fragmentai.

1.2.2 Neklasikiniai CA slopikliai

Neklasikiniai CA slopikliai pasizymi tuo, kad jy molekulés tiesiogiai
cheminio rySio su katalitiniu cinko jonu nesudaro. Yra keli tokiy slopikliy
veikimo principai. Pagal viena jy, slopiklis sgveikauja ne su katalitiniu cinko
jonu, o su aktyviu Zn(1)-OH ar Zn(l1)-OH," kompleksu, taip ,,jkalindamas*
hidroksido anijong arba vandens molekule (fenoliai ir poliaminai). Kiti biidai
yra pagristi erdviniu CA aktyviojo centro uzblokavimu (kumarino ir fulereno

darinai).

1.2.2.1 Fenoliai ir poliaminai

Tai, kad fenolis pasizymi silpnomis CA slopinimo savybémis, Zinoma
seniai [127], taciau bitent jo jungimosi su CA pobidis yra unikalus. UZuot
pakeites prie Zn(II) prijungta OH- anijong ar vandens molekulg, fenolis su ja
sudaro vandenilinj ry$j. Kitg silpng vandenilinj rysj fenolio OH grupé sudaro
su Thr199 amidiniu fragmentu bei Glul06. Tuo tarpu benzeno ziedas
dalyvauja hidrofobinéje saveikoje su Trp209, Vall21, Leul98 ir Vall143 [128]
(pav. 1.2.2.1-1).
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Pav. 1.2.2.1-1. Fenolio saveiko su aktyviuoju hCA centru schema.

Nors fenoliai kaip CA slopikliai tirti nedaug, taciau tam tikrg sary$j tarp
struktiiros ir aktyvumo galima jzvelgti. Su hCAI ir hCAII geriausiai jungiasi
fenoliai XXXV (pav. 1.2.2.1-2), 2-0je ir 6-oje padétyse turintys erdviskai
dideles hidrofobines tret-butilgrupes [129]. Tokios struktiiros junginiai ir
keletas gamtiniy polifenoliy (pvz., katechinas XXXVI, kurkuminas XXXVII
(pav. 1.2.2.1-2)) yra vidutiniai CA slopikliai (Ki=0,38-12 uM) [129, 130]. Tuo
tarpu gamtiniai 2-chlor-, 2-metoksi-, 2-karboksifenoliai XXXVIlla-c (pav.
1.2.2.1-2) atrankiai slopina mitochondrines hCAVA ir hCAVB. Siy CA K;
vyrauja tarp 70 ir 125 nM, ir yra daugiau nei 10° karty maZesné nei hCAI ir
hCAII [131]. Deja, apie tokio atrankumo priezastis galima tik spélioti, nes kol

kas yra labai mazai duomeny apie hCAVA ir VB tretines struktiiras.

| (6] OH
T
HO OH

XXXV XXXV
HO HO O o O//
0O
Dvm Ho
c 40809
OH
O—- —O (@]
XXXVlla XXXVIIb XXXVllic

Pav. 1.2.2.1-2. Fenoliy XXXV-XXXVIII struktiros.
Panasiu principu kaip ir fenoliai, t.y. nesuardydami katalitinio Zn-OH

komplekso, o sgveikaudami su juo, hCA slopina ir poliaminai (pvz., sperminas
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XXXIXa ar jo acilintas darinys XXXI1Xb (pav. 1.2.2.1-3)) [132]. Sie junginiai
fiziologingje terpéje paprastai egzistuoja polikatijono pavidalu. CA geriausiai
slopina poliaminai, turintys bent septyniy atomy ilgio granding, kurioje yra nuo
dviejy iki keturiy azoto atomy. Biitina slopiklio sglyga yra terminaliné NH,
grupe, tuo tarpu kitos aminogrupés gali biiti funkcionalizuotos, o tolimoji
terminaliné grupé gali turéti net erdviskai didelius pakaitus.
HzN\/\/H\/\/\N/\/\NHZ

H
XXXIXa

N NH,

H H
% N~ NS
(@]
XXXIXb

Pav. 1.2.2.1-3. Poliaminy XXXIX struktiiros.

Aprasytos struktiiros poliaminai yra vidutiniai arba stipris sisteminiai CA
slopikliai (Kj = 40+10000 nM). Toks gana netikétas poliaminy CA slopinimo
aktyvumas gali biiti aiSkinamas tuo, kad terminalinis aminas sudaro vandenilinj
ry$§j su katalitiniu Zn(I1)-OH kompleksu ir dalyvauja vandeniliniy rysiy tinkle
su Thr199, Thr200, Pro201, GIn92 bei vandens molekulémis (pav. 1.2.2.1-4).

(0]
Pro201 GIn92
/N H\NJ\/

Zn(IQ
94His His119
96His

Pav. 1.2.2.1-4. Spermino XXX1Xa, esan¢io tetrakatijono forma, sgveikos su aktyviuoju
hCAII centru schema.

D¢l didelés konformacings laisvés Sie poliaminai lengvai prisitaiko prie
aktyviojo baltymo centro ir gerai sgveikauja su visomis hCA izoformomis. I$

visy hCA izoformy silpniausiai su poliaminais sgveikauja hCAIl (K; > 1400
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nM), Salia katalitinio cinko jono komplekso turinti teigiamai jkrautg His200
imidazolo fragmenta. Tuo tarpu hCAIV, vienintelé 1§ visy izoformy turinti
Salia aktyviojo centro poling 202-3ja aminortgstj (Thr202 vietoj Pro202 arba
Val200), siy poliaminy yra slopinama geriausiai (K; = 10 + 100 nM).

1.2.2.2 Kumarinai ir tiokumarinai
Per pastaruosius porg mety aptikti [133] ir intensyviai tyrinéjami kumarinai
XLa ir tiokumarinai XLb hCA slopina jungdamiesi prie $iy fermenty aktyviojo
centro ZioCiy, taip ji uzblokuodami. Kumarinas bei tiokumarinas patys néra
slopikliai, o aktyvis yra jy hidrolizés produktai [3] (pav. 1.2.2.2-1).

ErdvisSkai

R m R;@\/:coo- maziems R ir R’ R ;@(\VCOO
—_—
R' Y >o R' YH R' YH
XLaY=0 XLI -Z XLI - E
XLb Y =5 c|>H
94aHis—Zn(
96His His119

Pav. 1.2.2.2-1. Kumarino hidrolizés ir izomerizacijos schema.

Pacios hCA, pasizyminCios silpnu esteraziniu aktyvumu, katalizuoja
aktyvios Sio tipo slopikliy formos susidarymg. 6-0joje ir 7-0joje kumarino
ziedo padétyse esanciy pakaity dydis lemia, ar vyks susidariusios neso¢iosios
rugSties Z-E izomerizacija. Nesant pakaity Siose padétyse, matyt, dél
pakankamos erdvés, vyksta izomerizacija. Susidariusiy 2-hidroksi(2-
merkapto)cinamono rtgs¢iy XLI kompleksa su hCA aktyviuoju centru
stabilizuoja karboksilato sudaromi vandeniliniai rysiai su Asn62 ir His64 bei
vandeniliniai rySiai, susidarantys tarp fenolinés hidroksigrupés ir GIn92 [134]
(pav. 1.2.2.2-2 A).
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Pav. 1.2.2.2-2. E-2-hidroksicinamono riigsties XLla (A) ir Z-2-hidroksi-4-(1S-3-metilbutil)-
3-metoksicinamono riigsties XLIb (B) saveikos su hCAII aktyviuoju centru schema.

Jeigu kumarino 6-ojoje ir 7-ojoje padétyse yra erdviskai dideli pakaitai,
nesoCiosios rhgsties cis-trans izomerizacija nevyksta. Z-2-hidroksi-4-(1S-3-
metilbutil)-3-metoksicinamono rugsties XLIb atveju slopiklio ir CA
kompleksa daugiausiai stabilizuoja Z-cinamono riigSties ir Phel31 benzeno
ziedy sanglauda bei stipri  slopiklio  2-hidroksiizopentilfragmento
hidroksigrupés saveika su Sonine Asn67 grandine [3] (pav. 1.2.2.2-2 B).

Pagrindinis §io tipo slopikliy privalumas yra didelis atrankumas
konkre¢ioms hCA izoformoms. Tikétina to priezastis yra ta, kad slopiklis
sgveikauja ne su katalitine hCA aktyviojo centro dalimi, kuri kone visoms hCA
yra identiSka, o su gerokai didesne aminortgsciy jvairove pasiZyminéiomis
baltymo sritimis. Jau dabar, praéjus dviems metams po pirmosios publikacijos
Sia tema, yra aprasyti hCA II [134], IX [135] ir XIII [134] atrankds slopikliai,
konkrecig izoforma slopinantys 100 karty geriau, nei bet kurig kita.

Atradus §j slopinimo mechanizma, juo taip pat aiSkinamas ir kity iki Siol
nesuprasto CA slopinimo mechanizmo junginiy (pvz., lakozamido XLII (pav.
1.2.2.2-3)) aktyvumas [136].

1,530

XLIK; = 362 nM (hCAIl)

Pav. 1.2.2.2-3. Lakozamido XLII struktira ir hCAll slopinimo aktyvumas.
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1.2.2.3 Fulerenai
Remiantis panasiu veikimo principu kaip ir kumarinai, t. y. uzdarant jéjima
1 aktyvyji CA centra, buvo pasiilyta dar viena CA slopikliy grupé —
funkcionalizuoti fulerenai XLIlla-g [137]. Sios slopikliy grupés veikimo
principas pagrijstas tuo, kad fulereno (Cgg), kaip ir daugelio CA aktyviojo

centro zio¢iy, skersmuo yra apie 1 nm.

XLIllc R'=H
XLIId R'=Boc

XLIlla R=NH,
XLIllb R=NHBoc
XLlIlle R'= O

OOQ

XL XLllig
Pav. 1.2.2.3-1. hCA slopikliai — fulerenai.
Be to, norint, kad fulerenas tirpty vandenyje, ji biitina funkcionalizuoti

jvedant daug poliniy funkciniy grupiy turint; fragmentg. Toks fragmentas,
pakliuves | aktyvyjj CA centra, stabilizuoja slopiklio ir baltymo kompeksa
sagveikaudamas su polinémis aminoriigsciy Soninémis grandinémis — His64,
His94, His96, Vall21, Thr200. Kol kas aprasSyti vos keli Sio tipo slopikliai,
pasizymintys silpnu arba vidutiniu CA slopinimo aktyvumu (K; = 0,73+111
uM).
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2. Rezultatai ir jy aptarimas

2.1. Teorinis hCA slopikliy saveikos su baltymu tyrimas

Dokinimas — tai molekuliy modeliavimo metodas, kurj naudojant yra
parenkamos geriausiai su aktyviuoju baltymo centru saveikaujancios mazy
molekuliy konformacijos. Kiekvienos konformacijos saveikg su aktyviuoju
baltymo centru jvertina ir prognozuojamai geriausiai sgveikaujancias
konformacijas atrenka taip vadinama jverc¢io funkcija (angl. scoring function).
Toks modeliavimo metodas daznai taikomas norint i$ dideliy junginiy rinkiniy
atrinkti junginius, galimai geriausiai besijungsiancius su tiriamu baltymu. Yra
sukurta daug dokinimo programy — tiek komerciniy, tiek atvirojo kodo,
besiskirianciy ir dokinimo algoritmais, ir jvercio funkcija, taciau kurios nors
isskirti kaip pranagesnés uz kitas negalima [138]. Siame darbe buvo naudojama
programa eHiTS [139, 140]. Ji buvo pasirinkta dél jos neribojamos prieigos
akademinei visuomenei, gana patogaus naudojimo ir automatinio molekuliy

jonizavimo modeliavimo galimybés.
2.1.1. Zinomos struktiiros hCA slopikliy kompleksy dokinimas

Siekiant jvertinti programos eHIiTS geba prognozuoti ligandy jungimasi
prie karboanhidraziy, parinkta 20 baltymo ir ligando kompleksy (lentelé 2.1.1-
1), kuriy struktioros yra nustatytos kristaly rentgenostruktiirine analize ir yra
zinomi hCA slopinimo duomenys. I$ slopikliy, esanciy Siuose kompleksuose

sudarytas junginiy rinkinys 1.
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Lentelé 2.1.1-1. Kompleksai, i§ kuriy ligandy sudarytas junginiy rinkinys 1.
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Atliktas S$iy junginiy dokinimas programa eHITS v6.2 (nekeiciant
numatytyjy dokinimo parametry), naudojant neoptimizuotas
rentgenostruktiirine analize nustatytas baltymo ir ligando struktiiras. Ne visada
Zzemiausios energijos komplekso modelis gerai atitinka kristalografiskai
nustatytg komplekso struktiirg, nors pagrindinés tendencijos islicka — ligandas
aktyviajame centre yra orientuotas teisingai, t.y. sulfonamidiné grupé yra
nukreipta j aktyviojo baltymo centro cinko jong. Toks reiskinys nesunkiai
paaiSkinamas faktu, kad dokinant programa automatiskai paSalina visas
kristalinéje gardeléje esancias vandens molekules, jskaitant ir tas, kurios gali

turéti lemiamg jtaka ligando orientacijai aktyviajame baltymo centre.

Pav. 2.1.1.-1. Acetazolamido padétis aktyviajame hCAI centre. Kristalografiskai nustatyta
(nuspalvintas pagal atomy spalvas, PDB kodas 1azm) bei dokinimo metu jvertinta kaip
stipriausios sgveikos (geltona spalva) padétis

Paveiksle 2.1.1.-1 pateikiamas pavyzdys, kuriame vandens molekulés,
esancCios aktyviajame baltymo centre orientuoja liganda kitaip, nei
prognozuojama dokinant. hCAIl aktyviajame centre esancios acetazolamido
molekulés amidiné NH grupé sudaro vandenilinius rySius su dviem vandens
molekulém (paveiksle pavaizduoti kaip Zali brik$neliai). Siuo atveju ligandas
yra ne viena acetazolamido molekulé, o visas acetazolamido — vandens

kompleksas, tuo tarpu modeliuojant vertinama tik acetazolamido molekulés
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sgveika su aktyviojo baltymo centro aminorig§¢iy Soninémis grandinémis ir
katalitiniu cinko jonu.

Jei baltymo ir ligando komplekse vandens molekulés rySkaus vaidmens
neatlieka, programa eHiTS patenkinamai jvertina mazos organinés molekulés
padétj jame (pav 2.1.1-2, 2.1.1-3).

Pav. 2.1.1-2 4-(2-aminoetil)benzensulfonamido padétis aktyviajame hCAII centre.
Kristalografiskai nustatyta (nuspalvintas pagal atomy spalvas, PDB kodas 2nng) bei
dokinimo metu jvertinta kaip stipriausios sgveikos (geltona spalva) padétis

Pav.2.1.1-3 Acetazolamido padétis aktyviajame hCAXII centre. Kristalografi$kai nustatyta
(nuspalvintas pagal atomy spalvas, PDB kodas 1jd0) bei dokinimo metu jvertinta kaip
stipriausios sgveikos (geltona spalva) padétis
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Taciau, nesant ligando ir baltymo kompleksy rentgenostruktiirinés analizés
duomeny, yra sunku nuspresti ar dokinimo biidu parinkta ligando konformacija
ir orentacija kompleksuose yra teisinga ir optimali. Todél buvo patikrinta, kaip
pirmosios, antrosios ir treciosios Zzemiausiosios energijos modeliai (iSreiksti
prognozuojama jungimosi konstanta) atitinka nustatytas ligandy jungimosi

konstantas (lentelé 2.1.1.-2).

Lentelé 2.1.1-2. EksperimentiSkai nustatytos slopinimo konstantos (pKig) ir jvertintos
slopinimo konstantos pirmosios (pKj;), antrosios (pKj,) ir treciosios (pKis) Zemiausiosios
energijos kompleksuose junginiy rinkiniui 1.

Ligandas hCA PDB kodas pKie pPKis pKi> PKis
1 | 1i8z -9,824 -9,582 -8,08 -7,944
2 | 1i91 -9,824 -10,225 -9,232 -8,119
3 1 2hoc -9,523 -8,84 -8,814 -7,823
4 1 1cil -8,046 -8,545 -8,47 -8,136
5 1 2qo8 -8,046 -7,62 -7,317 -6,842
6 1 lyda -7,921 -8,009 -7,229 -7,194
7 1 2hd6 -7,796 -8,773 -7,844 -7,819
8 1 log5 -7,678 -9,717 -9,681 -9,602
9 1 1ze8 -7,678 -9,986 -9,652 -9,156
10 | 1zfg -7,523 -9,199 -9,121 -8,664
11 | leou -7,444 -6,498 -6,137 -5,855
12 1 2pou -7,42 -10,612 -10,129 -10,071
13 1 1zge -7,301 -7,815 -7,175 -7,127
14 1 2hnc -7,222 -6,837 -6,075 -6,042
15 | 2pow -7,201 -9,884 -9,758 -9,078
16 | 2pov -7,125 -10,834 -10,336 -10,221
17 1 2nng -6,796 -8,023 -7,918 -7,489
18 1 2h15 -5,671 -6,324 -6,28 -6,151
6 | lazm -6,602 -7,781 -7,382 -7,377
6 Xl 1jdo -8,244 -7,983 -7,708 -7,583

Eksperimentiniy ir sumodeliuvoty K; atitikimas yra labai Zemas tiek
pirmosios (R? = 0,1523), tiek antrosios (R* = 0,0826), tiek tre¢iosios (R* =
0,0176) zemiausiosios energijos kompleksuose, taciau turimoje sistemoje
aktyvumg geriausiai apraSo Zemiausios energijos kompleksai (grafikas 2.1.1-
1).
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Grafikas 2.1.1.-1. Koreliacija tarp eksperimenti$kai nustatytos slopinimo konstantos ir
jvertintos slopinimo konstantos Zemiausiosios energijos kompleksuose junginiy rinkiniui 1.
pKie = 0,5055 x pKi; —4,7399 (R? = 0,1523).

2.1.2. Kryzminis dokinimas

Kryzminis dokinimas yra to paties ligandy rinkinio dokinimas j kelis to
paties baltymo modelius, siekiant rasti tinkamiausig baltymo modelj, su kuriuo
toliau bus atlickamas ligandy jungimosi modeliavimas. Siam tikslui parinkti
aStuoni baltymo modeliai 1§ didziausia skiriamgja geba kristalografisSkai
nustatyty kompleksy bei laisvos hCAII struktiiry. Dokinimui naudotas junginiy
rinkinys 1. Kryzminio dokinimo rezultatai pateikti lentelé¢je 2.1.2.-1.
Koreliacija tarp eksperimentiniy ir dokinimo metu gauty K; yra labai silpna
arba jos apskritai néra (R? = 0,0036-0,2402). Tolimesniems dokinimo
eksperimentams naudojamas hCAII modelis i§ labiausiai sgveikai aprasyti
tinkamo komplekso (PDB kodas 2fou).
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Lentelé 2.1.2.-1. Eksperimenti$skai nustatytos hCA II slopinimo konstantos (pKig) ir
jvertintos slopinimo konstantos (pKip) Zemiausios energijos junginiy rinkinio 1 ir hCAII i$
jvairiy kristalografiskai nustatyty struktiiry kompleksuose.

NI, DK pKiD* PKip PKip PKip PKip PKip pKip PKip
(Lcil) (1ogb) (1eou) (2pou) | (2pov) | (2pow) | (2fou) | (1ca2)

1 -9,824 | -7,344 -8,939 -8,291 -8,276 | -7,566 -8,07 -8,689 | -8,882
2 -9,824 | -10,265 | -9,622 -5,864 -8,651 | -10,016 | -7,035 | -10,062 | -9,279
3 -9,623 | -11,149 | -9,035 -8,745 -8,812 | -8,521 | -8,408 | -9,189 | -8,545
4 -8,046 | -8,545 -6,949 -6,604 -9,848 | -8,284 -7,97 -8,895 | -6,887
5 -8,046 | -8,861 -6,884 -6,2 -8,229 | -9,336 | -9,611 -8,78 | -8,752
6 -7,921 | -7,104 -8,267 -7,155 -8,208 -8,71 -6,756 | -8,577 | -8,034

7 -7,796 | -9,167 -9,215 -8,465 -9,105 -9,95 -9,602 | -10,858 | -9,55
8 -7,678 | -11,256 | -9,717 -8,292 | -10,583 | -9,766 | -11,486 | -9,209 |-10,269
9 -7,678 | -9,353 -8,555 -7,919 -9,77 -9,801 | -9,131 | -9,921 | -9,286
10 | -7523 | -7,738 -9,127 -7,845 -8,625 | -8,176 | -8,253 | -8,689 | -8,981
11 | -7,444 | -7,716 -7,715 -6,498 -6,869 | -8,525 | -8,229 | -7,686 | -6,481
12 -7,42 -8,052 -8,577 -7,62 -10,612 | -7,131 | -8,061 | -8,852 | -7,964
13 | -7,301 -6,6 -6,796 -5,357 -7,903 | -8,471 | -6,406 | -7,448 | -6,766
14 | -7,222 | -7,255 -7,158 -6,172 -8,297 | -8,565 | -6,702 | -7,563 | -7,039
15 | -7,201 | -9,098 | -10,023 | -8,028 -9,138 | -9,875 | -9,884 | -9,518 | -8,668
16 | -7,125 | -7,991 -8,91 -8,279 -9,957 | -10,834 | -8,968 | -9,237 | -9,603
17 | -6,796 | -8,821 -8,193 -8,041 -9,393 | -9,336 -9,03 -8,997 | -8,191
18 | -5,671 | -7,214 -5,867 -6,205 -7,039 | -8,481 | -4,975 -6,02 | -6,216

*skliausteliuose nurodytas komplekso, i§ kurio imta baltymo struktiira, PDB kodas,

EksperimintiSkai nustatyta pk;
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Grafikas 2.1.2.-1. Koreliacija tarp eksperimentiskai nustatytos slopinimo konstantos ir
jvertintos slopinimo konstantos, junginiy rinkinj 1 dokinant j hCAIl aktyvyjj centrg i§
rentgenostruktiirine analize nustatyto komplekso 2fou. pKig = 0,5121 x pKjp — 4,7804 (R2 =
0,2402).

Tokio prasto atitikimo priezastys gali bati dviejy tipy: 1) modeliavimo
netikslumai ar klaidos ir 2) jungimosi konstanty nustatymo neatitikimai dél

rentgenostruktiirinés  analizés

salygu,
netikslumai bei baltymo ir ligando komplekso struktiiriniai skirtumai kietojoje

skirtingy nustatymo metody ir

fazeje ir tirpale.

Kadangi esamy eksperimentiniy  jungimosi konstanty ar

rentgenostruktiiriniy duomeny patikrinti ar keisti néra galimybés, teorinio
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ligandy jungimosi su baltymu prognozavimo tikslumg didinti galima bty
tobulinant dokinimo algoritmg ar optimizuojant ligandy geometrija keliais
skirtingais metodais ir teorijos lygiais (molekuliné mechanika, pusiau
empiriniai metodai, ab initio metodai). Nekei¢iant algoritmo per se, dokinimo
tikslumg padidinti galima ir varijuojant dokinimo parametrais: dokinimo
tikslumu, taikyti filtrus, atrenkancius junginius, kuriais dokinimo programos

negali tinkamai operuoti, apmokyti algoritmg mokomuoju junginiy rinkiniu.
2.1.3. Baltymy struktiiry modeliy paruoSimas

Siekiant atlikti analogiska analize su visomis aktyviomis hCA izoformomis
buvo sudaryti likusiy hCA modeliai. hCAI, hCAIIl, hCAIV ir hCAXII
modeliai sudaryti i§ rentgenostruktiirine analize nustatyty kompleksy arba
laisvy baltymy struktiiry paSalinant visus ligandus ir ] kristaling gardele
jsiterpusius junginius (hCAI 1§ lazm, hCAIIl i§ 2hfw, hCAIV i§ lznc ir
hCAXII 1§ 1jd0). Likusiy hCA Zinomos tiktai pirminés baltymo struktiiros,
todél jy modeliai sudaryti remiantis panasiausiy pagal savo aminoriigs¢iy seka
baltymy strukttira. Tam buvo naudota programa DeepView/Swiss-PdbViewer
v.3.7, galutines tretines struktiiras sudaranti automatizuotoje palyginamojo
baltymy modeliavimo tarnybinéje stotyje (An Automated Comparative Protein
Modelling Server). hCAVB, hCAVI, hCAVII, hCAIX, hCAXIII struktiiros
sudarytos remiantis hCAIl (PDB identifikacinis kodas 2fou), hCAVA -
remiantis MCAVA (PDB identifikacinis kodas 1dmy), o hCAXIV — remiantis
mCAXIV (PDB identifikacinis kodas 1rj6). Cinko jonas jterptas po tretinés

struktiiros modeliavimo.
2.1.4. Ligandy modeliavimas
Ligandy i$ junginiy rinkinio 1 geometrijos optimizacija buvo atlikta trimis
metodais: MM+ (molekuliné mechanika) [141], PM3 (pusiau empirinis) [142]
ir AM1 (pusiau empirinis) [143]. Ab initio/DFT metodo atsisakyta dél per
dideliy kompiuteriniy resursy sgnaudos. Atliktas gauto ligandy modeliy

rinkinio dokinimas j hCAIl modelj. Koreliacija tarp eksperimentiskai

nustatytos slopinimo konstantos ir dokinant apskai¢iuotos slopinimo
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konstantos silpna, jei yra naudojami pusiau empiriniais metodais sumodeliuoty
ligandy modeliai, tac¢iau naudojant molekulinés mechanikos metdu gautus
ligandy modelius, atitikimas yra geras (R® = 0,6734). Eksperimentiskai
nustatytos ir dokinimo metu gautos slopinimo konstantos pateiktos lenteléje
2.1.4.-1. Grafike 2.1.4.-1 pateikta koreliacija tarp eksperimentiskai nustatyty ir
apskaiciuoty slopinimo konstanty, gauty, dokinant MM+ metodu optimizuotos

geometrijos ligandus j hCAIL.

Lentelé 2.1.4.-1. Eksperimentiskai nustatyty ir dokinimo metu
apskaiciuoty pK;, naudojant MM+, PM3 ir AM1 metodais
optimizuotos geometrijos ligandus i§ junginiy rinkinio 1.

Junginys Ekspeimentiskai Apskaiciuotas pK;

nustatytas pK; MM+ PM3 AM1
1 -9,824 -10,259 -7,127 -6,131
2 -9,824 -10,165 -7,818 -7,174
3 -9,523 -10,827 -9,507 -9,645
4 -8,046 -8,5 -7,27 -6,972
5 -8,046 -8,623 -9,065 -7,945
6 -7,921 -6,902 -7,474 -7,008
7 -7,796 -8,415 -7,18 -9,541
8 -7,678 -7,913 -7,672 -9,964
9 -7,678 -9,003 -10,331 -8,538
10 -7,523 -8,504 -7,618 -7,926
11 -7,444 -6,881 -5,318 -5,377
12 -7,42 -7,534 -7,675 -8,928
13 -7,301 -6,447 -6,52 -6,991
14 7,222 -6,531 -7,703 -7,191
15 -7,201 -7,702 -10,782 -8,769
16 -7,125 -9,151 -8,629 -9,229
17 -6,796 -8,148 -7,226 -8,512
18 -5,671 -5,063 -5,428 -5,52

EksperimintiSkai nustatyta pk;

-15 -12 -9 -6 -3

Apskaiciuota modelio pk;

Grafikas 2.1.4.-1. Koreliacija tarp eksperimentiskai nustatyty ir dokinimo metu apskaiciuoty
pK; naudojant MM+ metodu optimizuotos geometrijos ligandus. pKi = 1,1540 x pKjp +
0,8357 (R* = 0,6734).
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Atsizvelgiant | Siuos duomenis, tolimesnis ligandy modeliavimas buvo
atliekamas MM+ metodu (geometrijos optimizavimas atliktas naudojant
konjuguoto gradiento metoda, kol pasiekiama konvergencijos verte¢ 0,05
kcal/A). ParuoStas 328 junginiy, kuriy jungimosi duomenys su
karboanhidrazémis yra zZinomi, modeliy rinkinys (rinkinys 2, Zr. prieda, lentelé
B). Junginiy rinkinys 2 dokintas j visy hCA izoformy modelius, o analizuojami
tik tie duomenys, kuriy eksperimentinés jungimosi konstantos konkreciam
fermentui yra zinomos. Pakankamas eksperimentiniy duomeny kiekis atlikti
statisting analize yra tik hCAI, hCAIl, hCAVA, hCAVB ir hCAIX
izoformoms. Todél likusioms izoformoms §i analizé nebuvo atlickama. Deja,
atlikus rinkinio 2 dokinimg j visy hCA izoformy modelius tarp
eksperimentiSkai nustatyty ir dokinimo metu gauty jungimosi konstanty

koreliacijos néra.
2.1.5. Dokinimo parametry keitimas

Tikintis pagerinti dokinimo rezultatus buvo méginta padidinti programos
eHiTS modeliavimo tiksluma, didinant komplekso geometrijos sprendiniy
skai¢iy. Sprendiniy skai¢ius buvo padidintas nuo 6720 kompleksy su
nekintancia (jvesties) ligando konformacija ir papildomais 300 konformacinés
paieskos variantais kiekvienam kompleksui iki maksimalaus programos
leidZziamo 22080 kompleksy su nekintancia (jvesties) ligando konformacija ir
papildomais 1050 konformacinés paieskos variantais Kiekvienam kompleksui.
Papildomy sprendiniy radimas rezultaty nepaveiké nei rinkinio 1, nei rinkinio 2

atveju.
2.1.6. Filtry taikymas

Koreliacijos tarp eksperimentiskai nustatyty ir dokinimo metu gauty
slopinimo konstanty iSnykimas pereinant nuo junginiy rinkinio 1 prie junginiy
rinkinio 2 galimas dél dviejy priezasCiy. Viena galima priezastis — junginiy
rinkinio 1 atveju gauta pirmojo tipo klaida (klaidingas teigiamas rezultatas).
Kita priezastis — junginiy rinkinyje 2 yra daug junginiy, kuriy modeliais

programos eHiTS dokinimo algoritmas negali pilnai operuoti. Siekiant

49



1$siaiSkinti antrosios prieZasties itaka, buvo taikyti filtrai, 1§ ligandy rinkinio
pasalinantys netinkamus ligandus.

Programos eHiTS, kaip ir daugelio kity dokinimo programy, algoritmai
nearomatinius ziedus traktuoja kaip nelanksCig struktiirg ir negali keisti jy
konformacijos. Todél gana daZznai junginiy, turinCiy tokius stuktiirinius
elementus, o ypac angliavandeniy atveju, programa nesugeba jy net patalpinti |
baltymo aktyviojo centro modelj, ir jy aktyvuma prognozuoja labai mazg. Dél
Sios priezasties buvo naudotas filtras 1, paSalinantis visus junginius, turin¢ius
neplokscius ciklinius fragmentus. Gautas ligandy modeliy rinkinys 2F1 (243
junginiai, zr. prieda, lentele B).

Kita galima problema yra ta, kad programa eHiTS atlicka tik tam tikrg
apibréztg konformacing paieska. Todél klaidy tikimybé junginiams, turintiems
didel¢ konformacing laisve, labai iSauga. Dél Sios priezasties buvo pritaikyti
filtrai 2, 3, 4 ir 5, 1§ duomeny rinkinio 2F1 papildomai paSalinantys junginiy,
turin¢iy daugiau nei 10, 8, 6 ir 5 rySius, aplink kuriuos galimas laisvas
sukimasis, modelius. Taip gauti ligandy modeliy rinkiniai 2F2 (215 junginiy,
zr. prieda, lentele B), 2F3 (176 junginiai, zr. prieda, lentele B), 2F4 (134
junginiai, zr. prieda, lentele B) ir 2F5 (110 junginiy, zr. prieda, lentel¢ B).

Atlikus dokinimo eksperimentus su junginiy rinkiniais 2F1-2F5, paaiskéjo,
kad net grieZta ligandy atranka rezultaty nepagerina iki patenkinamo lygio:
koreliacijos koeficientas ligandy rinkiniams 2F4 ir 2F5 hCAIIl atveju yra
atitinkamai R® = 0,1531 ir R* = 0,1799.

2.1.7. Jungimosi konstanty korekcija

Kita tikétina dokinimo rezultaty netikslumy priezastis susijusi SU jvercio
funkcijos parametrizavimo netikslumais. SkaiCiuojant bendraja ligando
jungimosi prie aktyviojo baltymo centro jungimosi energija, yra nepakankamai
jvertinamos arba pervertinamos kai kurios jos dedamosios dalys (pavyzdziui,
hCA atveju — elektrostatiné ligando sgveika su aktyviajame centre esanciu

metalo katijonu ir $oniniy aminoriigi¢iy grandiniy saveika su ligandu). Si
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problema gali ypatingai iSrysketi, kai ligandy molekulés labai skiriasi dydZiu,
funkciniy grupiy skai¢iumi, poliSkumu ir t. t.

Siekiant apytiksliai jvertinti, ar programos eHiTS jvercio funkcija yra
tinkamai parametrizuota hCA, buvo nustatyta, kad dokinimo metu gautos
jungimosi konstantos nuokrypis nuo eksperimentiSkai nustatytos jungimosi
konstantos priklauso nuo molekulés dydzio, isreikito molekuline mase (R? =
0,4702 (hCAl), R? = 0,2756 (hCAIl), R? = 0,1847 (hCAVA), R* = 0,3727
(hCAVB) ir R?* = 0,2519 (hCAIX)). Ta patvirtina ir kiek geresnis
eksperimentiniy ir sumodeliuoty rezultaty atitikimas (ligandy rinkiniui 2F4 R?
= 0,4544 (hCAI), R® = 0,3255 (hCAIl), R* = 0,2232 (hCAVA), R? = 0,2214
(hCAVB), kai dokinimo metu gautoms jungimosi konstantoms naudojama
korekcija pagal mase pK'ip = pKip + vy, kur y = -0,0117 x M(lig) + 4,3378
(hCAl); y = 0,007 x M(lig) - 0,9441 (hCAII); y = -0,0081 x M(lig) + 1,0298
(hCAVA); y = -0,0111 x M(lig) + 1,4239 (hCAVB). hCAIX atveju
koreliacijos néra. Koreliacijos tarp eksperimentiSskai nustatyty ir dokinimo
metu apskaiciuoty ir koreguoty pagal mas¢ pK'ip pavyzdys pateiktas grafike
2.1.7-1.

EksperimintiSkai nustatyta pk;

[an]

-15 -12 -9 -6 -3

o

[s7]

[
w

Apskaiiuota modelio pk;

4L

Grafikas 2.1.7-1. Koreliacija tarp eksperimentiskai nustatyty ir dokinimo metu apskaiciuoty
ir koreguoty pagal mase hCAI pK'ip. pKie = 0,7354 x pK'jp - 1,6673 (R? = 0,4544).

Prastesnis atitikimas tarp eksperimentiskai nustatyty ir dokinimo metu
gauty jungimosi konstatnty hCAVA, hCAVB bei hCAIX atveju gali biiti
salygotas to, kad $iy baltymy struktiiros yra nustatytos ne eksperimentiskai, o
gautos modeliavimo biidu, remiantis panaSios aminoriigs¢iy sekos baltymy

struktGromis. Kadangi programos eHiTS parametrizavimas hCA yra
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netinkamas, kiekybiskai jvertinti norimy sintetinti naujy karboanhidrazes
slopinan¢iy junginiy aktyvumg Siuo metodu yra nejmanoma. Kita vertus,
junginio i$sidéstymas aktyviajame baltymo centre — sulfonamidinés grupés
sgveika su cinko jonu, poliniy ir nepoliniy slopiklio fragmenty saveika su

atitinkamy aminoriig§¢iy Soninémis grandinémis — gali biiti prognozuojamas.

2.1.8. 4-[N-(2,5,6-pakeisty pirimidin-4-il)amino]- ir 4-{N-
[(pirimido[4',5":5,6]-tiopirano[2,3-b]indol-4-il)amino] }benzensulfonamidy

dokinimas

Nezitrint to, kad dokinimo biuidu kiekybiskai jvertinti norimy sintetinti
junginiy karboanhidraziy slopinimo aktyvumo nepavyksta, kokybiniam
sgveikos su hCA jvertinimui buvo atlikti 4-[N-(2,5,6-pakeisty pirimidin-4-
il)amino]benzensulfonamidy (A) ir  N-[(pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
b]indol-4-il)amino]benzensulfonamidy (B) (junginiy rinkinys 3, 56 junginiai,
zr. prieda, lentele C) sgveikos su hCAI II, VA, VB ir IX teoriniai tyrimai.

Pirimidino darinius — 4-[N-(2,5,6-pakeistus pirimidin-4-
il)amino]benzensulfonamidus  ir  4-{N-[(pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
blindol-4-il)amino] }benzensulfonamidus (pav. 2.1.8.-1) — Siam tikslui
panaudoti paskatino literatiroje [144, 145] minimi sékmingi méginimai hCA
slopinti  4-[N-(4,6-pakeistais  1,3,5-triazin-2-il)amino]benzensulfonamidais.
Pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo  fragmento pasirinkimg 1émé jo
struktiiriniai ypatumai. Visy pirma, juos taip pat galima laikyti 4- ir 5- padétyse
atitinkamai pakeistais pirimidino dariniais. Be to, mazai poliné keturiy
kondensuoty ziedy sistema gali sgveikauti su baltymy aktyviojo centro
aminortigsciy nepolinémis Soninémis grandinémis, o Sios sistemos dydis gali

lemti slopiklio atranky jungimasi prie kurios nors hCA izoformos.
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R = NO,, CHO, CN; Ry = Cl, OCH3, NHCH,Ph; R, = H, SCH3
n=01,2

Pav. 2.1.8-1. 4-[N-(2,5,6-pakeisti pirimidin-4-il)amino]benzensulfonamidai A ir 4-{N-
[(pirimido[4',5":5,6]-tiopirano[2,3-b]indol-4-il)amino] }benzensulfonamidai B.

Gauty kompleksy modeliy analizé rodo, kad visi tirti junginiai telpa
aktyviajame baltymo centre ir turéty iSsidéstyti kaip tipiski klasikiniai hCA
slopikliai sulfonamidinei grupei saveikaujant su cinko jonu, o pirimidino
ziedas bei jame esantys pakaitai gali dalyvauti sgveikose su baltymo aktyviojo
centro aminortgsciy fragmentais. Pav. 2.1.8.-2 ir 2.1.8-3 pateiktas véliau
kristalografiskai nustatyty (zr. skyrelj 2.2.5.) ir dokinant sumodeliuoty
kompleksy palyginimas. Abiem atvejais benzensulfonamido fragmento padétis
modelyje yra analogiSka eksperimentiskai nustatytai, o pirimidino fragmento
padét] lemia sgveika su Phel31 Soninés grandinés benzeno ziedu. Taciau
modeliuose yra nepakankamai jvertinta pirimidino Ziedo ir jo 5-ojoje padétyje
esanCios nitrogrupés sgveika su GIn92 Soninés grandinés amido funkcine
grupe, kuri vandeniliniais rysiais (paveiksliukuose pazyméti zalia linija) ir

nulemia, kurioje Phe131 benzeno Ziedo puséje yra pirimidino fragmentas.

Pav. 2.1.8-2. 4-[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-il)amino]benzensulfonamido padétis
aktyviajame hCAII centre. Kristalografiskai nustatyta (nuspalvintas pagal atomy spalvas,
PDB kodas 3m40) ir dokinimo metu jvertinta stipriausios sgveikos (geltona spalva) padétis.
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Pav. 2.1.8-3. 4-{[N-(6-metoksi-5-nitropirimidin-4-il)amino]metil }benzensulfonamido padétis
aktyviajame hCAII centre. Kristalografiskai nustatyta (nuspalvintas pagal atomy spalvas,
PDB kodas 3mhl) ir dokinimo metu jvertinta stipriausios saveikos (geltona spalva) padétis.

Dokinimo duomenys rodo, kad 4-{N-[(pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
blindol-4-il)amino]}benzensulfonamidai B taip pat turéty gerai tilpti |
aktyviuosius hCAI, I, VA, VB, IX centrus (pav. 2.1.8-4). Prognozuojama
tipiSka benzensulfonamido sgveika su cinko jonu ir Salia jo esanCiomis
aminortgsciy Soninémis grandinémis, pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo
fragmentas turéty sgveikauti su nepoliniy aminoriig§¢iy (hCAII atveju Vall21,
Phel31, Vall35, Leul98, Pro202, Leu204) Soninémis grandinémis, 0 2-0Si0S
padéties metiltiogrupés sudaromas vandenilinis rySys su GIln92 — papildomai

sustiprinti saveikg su aktyviais hCA centrais.
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Pav. 2.1.8-4. Prognozuojama 4-{N-[(pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indol-4-
il)amino]metil } benzensulfonamido padétis aktyviajame hCAII centre.

Taigi junginiai A ir B gali buti potencialiis hCA slopikliai. Tuo remiantis
Siame darbe buvo iStirta junginiy A ir B sintezé, iStirtas susintetinty
sulfonamidy hCA slopinantis aktyvumas ir jy sgveika su aktyviuoju baltymo

centru.

2.2. Pirimidino junginiy — potencialiy karboanhidraziy slopikliy —

sintezé ir savybés

2.2.1. Indolin-2-tiono kondensacija su pakeistais pirimidin-5-
karbaldehidais.

Indolin-2-tiono, prieSingai nei oksindolo, kondensacijos reakcijy su
aromatiniais aldehidais metu, priklausomai nuo salygy, gali susidaryti jvairiis
produktai. Pvz., darbe [146] buvo parodyta, kad, atliekant kondensacijos
reakcija bazinés arba ruigStinés katalizés salygomis, susidaro atitinkami 3-
arilidenindolin-2-tionai, kurie jau kambario temperatiiroje dalyvauja tarpusavio
[4+2] cikloprisijungimo reakcijoje ir susidaro spiro(indolo)tiopirano[2,3-
blindolo dariniai. Atliekant reakcija 90 °C temperatiiroje ir katalizatoriumi
naudojant piperiding, buvo susintetinti atitinkami 3-arilidenindol-2-tionai

[147]. Pastarieji lengvai oksiduojasi kambario temperatiiroje metanolio tirpale,
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sudarydami atitinkamus bis(3-ariliden-1,3-dihidroindol-2-il)disulfidus [148]
(schema 2.2.1-1).

Iz

R N
=T
—
savaiminé N
hetero-Dielso-Alderio O S O
N

reakcija N .
Schema 2.2.1-1.

Atliekant indolin-2-tiono (1a) kondensacijos reakcijg su miisy pasirinktu
4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbaldehidu (2a) metanolyje, etanolyje arba
2-propanolyje, o baze naudojant piperiding, trietilaming arba natrio 2-
propanoliatg 2-propanolyje, susidaro neiSskirstomas produkty misinys.
Salutiniy reakcijy gausa, matyt, lemia aktyvis pirimidino 4- ir 6- padétyse
esantys chloro atomai, kurie bazinémis sglygomis gali buti pakeisti
alkoksigrupémis. Taip pat gali vykti indolin-2-tiono  S-alkilinimo
chlorpirimidinu (2a) reakcija. Neatmestina ir Cannizzaro reakcijos galimybé
bei kondensacijos reakcijos produkty savaiminé dimerizacija hetero-Dielso-
Alderio reakcijos biidu [146].

Siekiant sumazinti Salutiniy reakcijy tikimybe ir tuo paciu jvertinti, ar
tiriamos kondensacijos reakcijos metu gali susidaryti dimerizacijos produktai,
buvo nutarta indolin-2-tiong kondensuoti su pirimidinkarbaldehidais,
neturiniais kity aktyviy pakaity. Tuo tikslu buvo susintetinti 4,6-
dimetoksipirimidin-5-karbaldehidai 2c-e (schema 2.2.1-2) 4,6-
dichlorpirimidin-5-karbaldehidus 2a,b kambario temperatiiroje veikiant dviem
ekvivalentais natrio  metoksido  metanolio  tirpale.  2-metiltio-4,6-
dimetoksipirimidin-5-karbaldehido (2d) sintezés metu buvo pastebétas dalinis

2-metiltiogrupés pakeitimas. VisiSkas metiltiogrupés ir chloro atomy
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pakeitimas  metoksigrupémis,  susidarant  2,4,6-trimetoksipirimidin-5-
karbaldehidui (2e) buvo pasiektas padidinus natrio metoksido kiekj iki 4

ekvivalenty ir prailginus reakcijos trukme nuo 3 iki 24 val.

~

NaOCHy/ 9
CH3OH AN a,c: R=H (80%)
)\ '\1 b.d: R=SCHs (52%)
N/ o~ e: R=OCHj (64%)
(2b -> 2e)
2ab 2c-e

Schema 2.2.1-2
Atsizvelgiant | tai, kad atliekant pirimidin-5-karbaldehido 2b reakcijas

alkoholiuose, esant bazei 2-metiltiogrupé gali buti pakeista atitinkama
alkoksigrupe, jo kondensacijos reakcijos su indolin-2-tionais 1la,b buvo
atliekamos tetrahidrofurane, baze naudojant trietilaming, reakcijos miSinj
maiSant kambario temperatiroje 20 val. Siomis salygomis 3-[(4,6-
dimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-tionai (3a-f) susidaro nedidelémis
(~30%) iseigomis (schema 2.2.1-3). Jas padidinti dvigubai pavyksta polinj

tirpiklj pakeitus nepoliniu toluenu.

~

? ? A: THF, EsN
+ N k.t. 20 h aaR=H R=H
S )|\ —’ b:R=Cl,R'=H
R N R N/ O/ B: toluenas, ¢:R=H, R = SCH,
H Et;N kt 18h d'R=Cl R = SCH,
lab 2c-e 3 af e:R=H, R = OCHsy
a- P = _
a:R=H c:R'=H f:R =CI,R'=OCHj;
b:R=Cl d: R'=SCHy A: ~ 30%; B: ~ 60%
e:R'=0OCHgj

Schema 2.2.1-3.
Visy junginiy 3a-f BMR spektruose stebimas tik vienas spektriniy smailiy

rinkinys. Todél galima daryti iSvada, kad reakcijos metu susidarydavo tik
vienas diastereomeras. Taciau i§ spektriniy duomeny nustatyti 3-[(4,6-
dimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-tiony ~ (3a-f)  dvigubojo  rysio
konfigiiracija yra gana keblu. Sios problemos sprendimui buvo atlikti
molekulinio modeliavimo eksperimentai. Abiejy (Z- ir E-) izomery geometrijos
kiekvienam junginiui buvo optimizuotos B3LYP/6G31(d,p) metodu [149, 150]

ir palygintos jy energijos. Visais atvejais E- izomerai uz Z- izomerus yra
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termodinamiskai stabilesni daugiau nei 3 kcal/mol (lentelé 2.2.1-1), tad S$i
struktiira ir buvo priskirta susintetintiems junginiams.

Lentelé 2.2.1-1. 3-[(4,6-dimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-tiony (3a-f) Z- ir E-
izomery susidarymo $ilumos skirtumai.

Junginys 3a 3b 3c 3d 3e 3f
AE (EeB2). | 3086 | 3108 | -3137 | -3224 | -3136 | -3.268
kcal/mol

3-[(4,6-dimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-tiony ~ sintezés  metu
dimerizacijos produkty nesusidaré. Be to, E-3-[(4,6-dimetoksipirimidin-5-
il)metilen]indolin-2-tionai  yra pakankamai stabilis tolueno  Vvirimo
temperatiiroje (Kristalinant juos i§ tolueno, pasaliniy produkty susidarymo
nepastebéta). Nezitrint to, buvo jdomu jsitikinti, ar E-3-[(4,6-
dimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-tionai gali dalyvauti hetero-Dielso-
Alderio reakcijoje. Tuo tikslu buvo atlikta junginiy 3a,b reakcija su butino
dirtigsties dimetilesteriu (schema 2.2.1-4). Nustatyta, kad jau po 1 val. virinimo
acetonitrile  reakcija  visiSkai  jvyksta, susidarant  dimetil-  4,9-
dihidrotiopirano[2,3-b]indol-2,3-dikarboksilatams (4a,b).

—N
= N |
NQ OxO
+
I
S
N

R N (e} (|)

3a,b 4a,b

a: R=H; b: R=Cl a: R=H (60%); b: R=CI (56%)

Schema 2.2.1-4.

Taigi, buvo parodyta, kad indolin-2-tionai lengvai reaguoja su pirimidin-5-
karbaldehidais,  susidarant  vienam  diastereomerui -  (E)-3-(5-
pirimidinilmetilen)indolin-2-tionams. Pastarieji gali dalyvauti hetero-Dilso-
Alderio reakcijoje su butino dirigSties dimetilesteriu, sudarydami atitinkamus

tiopirano[2,3-b]indolo darinius.
2.2.2. Pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo dariniy sintezé
Pirimidin-5-karbaldehidy ketvirtoje Ziedo padétyje esant aktyviam chloro

atomui, galima ir kita indolin-2-tiony reakcijos su tokiais aldehidais kryptis, t.
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y. pirmiausia gali vykti indolin-2-tiony S-alkilinimo atitinkamais 4(ar 6)-
chlorpirimidin-5-karbaldehidais reakcija. 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-
karbaldehido (2b) reakcijos su indolin-2-tionu (1a) pirminiai tyrimai parodé,
kad atliekant reakcijg benzene kambario temperatiiroje ir baze naudojant kalio
karbonatg arba trietilaming, susidaro 4-chlor-2-
metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas  (5a) (schema 2.2.2-1),
Reakcijos metu vyksta ne tik indolin-2-tiono S-alkilinimas, bet ir kondensacija
tarp aldehidinés grupés pirimidino Ziede ir tre¢ios indolo padéties.

Tokia gauto junginio 5a struktiira patvirtina "H-BMR spektre stebimi Sesi
protony signalai — singletinis signalas ties 2,72 m.d., atitinkantis metiltiogrupe,
keturi protony signalai 7,43 — 7,79 m.d. srityje, savo sukinio-sukinio sgveikos
konstantomis atitinkantys 1,2-dipakeisty benzeno dariniy spektrus, bei
singletinis signalas ties 8,62 m.d., atitinkantis C(5)-H protong. *C-BMR
spektre matomi 14 neekvivalentisky anglies atomy signalai: metiltiogrupés —
ties 14,7 m.d., penki intensyvis signalai — ties 119,6, 121,6, 123,9, 124,0 ir
130,8 m.d., kurie, remiantis DEPT eksperimentu, priskirtini anglies atomams,
turintiems rysj su vandenilio atomu. Tris signalus 115 — 133 m.d. srityje galima
priskirti C4a, C5a ir C5b atomams, 0 penki signalai 155 — 172 m.d. srityje yra
priskirtini C2, C4, C9a, C10a ir C1la atomams. Junginio 5a IR spektre néra
NH ar OH valentiniams vibraciniams svyravimams budingy absorbcijos juosty.

Reakcija tarp 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbaldehido (2b) ir
indolin-2-tiono  (1a) atliekant tetrahidrofurane (12 val.) kambario
temperaturoje, baze naudojant trietilaming, be 4-chlor-2-
metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo  (5a) susidaro  Salutinis
produktas, kurio 'H-BMR spektriniai duomenys gali atitikti dvi galimas

strukturas 6a ir 7a.
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? 7
+ =~ N
S ~ A
R H cl” NT R
la,b 2a,bf,g
la: R=H 2a: R'=Cl, R"=H
1b: R=ClI 2b: R'=Cl, R"=SCHg
2f: R'=OCHg, R"=H
29: R'=OCHs, R"=SCHj4
5a:R=H, R'=Cl, R"=SCH; (66%)
5b:R=H, R'=Cl, R"=H (52%)
5c:R=CILR'=Cl, R"=H (40%)
5d:R=Cl,R'=Cl, R"=SCH; (26%)
5e:R=H, R'=0CHz, R"=H (23%)
5f: R =H, R = OCHs, R" = SCH3 (30%)
5g:R=Cl, R'=0CHz, R"=H (27%)
5h: R = Cl, R"= OCHgz, R" = SCH3 (13%)
6a:R =H, R'=Cl, R" = SCH3 (10%)
6h: R = Cl, R'= OCHgz, R" = SCH3 (18%)

benzenas
arba THF
_—

Et;N arba
K,COg3; k.t.

R S\ Ny R
= SN + |
| )\ N ~-N
NT Nn.
S N R OH R'
5a-h R 6a,h

S
/©/ NH,
O HN benzenas

| arba DMF
N ~ | K2C03,
H cl )\ k.t. arba 100°C
la 8a

7_6 OH
5 4
8
—aed:
S N Hlo S N~ 2
10 11 1 11 1

pirimido[4°,57:5,6]tiopirano

© 3 bindol 5,10-dihidropirimido[4°,5 :5,6]tiopirano
,3-blindolas

[2,3-bJindolas

Schema 2.2.2-1.
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Gauto produkto 'H-BMR spektre platus singletas ties 6,75 m.d. gali biti
priskirtas tiek NH grupei junginyje 7a, tiek C(11)H protonui junginyje 6a.
Abiejy junginiy CH-OH fragmentas turéty duoti tokj patj signaly rinkinj.
Atlikus DEPT eksperimenta, **C-BMR spektre ties 14,6 m.d., 72,2 m.d., 102,0
m.d., 111,1 m.d., 120,1 m.d., 121,9 m.d. bei 122,3 m.d. matomi septyni
signalai, priskirtini anglies atomams, turintiems rysj su vandeniliu. Smailé ties
14,6 m.d. atitinka SCH; grupe, smailé ties 72,2 m.d. atitinka CHOH fragmenta,
0 keturios smailés 111,1-122,3 m.d. srityje — indolo fragmento C(7), C(8),
C(9) ir C(10) atomus. Papildomas C(H) signalas, kurio cheminis poslinkis yra
ties 102,0 m.d., gali bati priskirtas indolo fragmento C(11) atomui. Sie
duomenys byloja, kad susidares Salutinis junginys yra 4-chlor-2-metiltio-5H-
pirimido[5’,4":5,6][1,3]tiazino[3,2-a]indol-5-olis (6a). Visos *H-BMR spektro
smailés  konkretiems protonams buvo priskirtos atlikus HETCOR
eksperimentg. IS pav. 2.2.2.-1. pateikto spektro matyti, kad vandenilio atomas,
kurio cheminis poslinkis yra ties 7,48 m.d. su anglies atomu rysio nesudaro.
Todél jis buvo priskirtas OH grupei. Koreliacija tarp cheminiy poslinkiy ties
72,2 m.d. (**C-BMR) ir 7,07 m.d. (*H-BMR) leidzia $iuos poslinkius priskirti
atitinkamai C(5)-H ir C(5)-H atomams. Koreliacija tarp *C-BMR smailés ties
102,0 m.d. ir singleto *H-BMR spektre ties 6,75 m.d. §iuos signalus leidZia
priskirti atitinkamai C(11)-H ir C(11)-H. C(7)-H, C(8)-H, C(9)-H ir C(10)-H
anglies ir protony cheminiai poslinkiai priskirti remiantis koreliacija HETCOR

spektre bei sukinio-sukinio saveikos konstantomis J *H-BMR spekre.
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Pav. 2.2.2-1. 4-chlor-2-metiltio-5H-pirimido[5',4":5,6][1,3]tiazino[3,2-a]indol-5-olio
HETCOR BMR spektras.

Junginio 6a susidaryma galima paaiskinti tuo, kad poliSkesniame tirpiklyje
indolin-2-tiono C=S rysSio alkilinimas ima vykti grei¢iau nei nepoliniame
tirpiklyje. Susidarius tarpiniam S-alkilintam indolo dariniui, indolo Zziedas
tampa aromatiniu, kurio NH grupé dél reakcijos miSinyje esancios bazés
lengvai deprotonizuojasi. Susidargs N-nukleofilas toliau reaguoja su pirimidino
ziede esancia aldehidine grupe ir susidaro junginys 6a. Schemoje 2.2.2-2
pateiktas numanomas pirimido[5',4":5,6]tiopirano[2,3-b]indoly 5 ir 5H-
pirimido[5',4":5,6][1,3]tiazino[3,2-a]indol-5-o0liy 6 susidarymo kelias.

N N — R N N
H= Hr a
o/ —N HO>\QN>\R
R' 6 R'
R R
N =N
HO
)R )R
N N>/ 7N N>/
S S
R N R N
5

Schema 2.2.2-2.
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Pagal junginio 5a sintezés metodikg buvo méginta susintetinti ir Kitus
pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolus, kaip pradinius junginius naudojant
pirimidin-5-karbaldehidus 2a,b bei indolin-2-tionus 1a,b. Taciau reakcijos tarp
minéty reagenty vyko susidarant sudétingiems junginiy miSiniams, todél 4-
chlorpirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5b) ir 4,8-
dichlorpirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas  (5¢) buvo iSskirti  VOS
keliolikos procenty iSeiga. Reakcija tarp 6-chlorindolin-2-tiono (1b) ir 4,6-
dichlor-2-metiltiopirimidinin-5-karbaldehido (2b) apskritai nevyko, matyt, dél
pirmojo junginio blogo tirpumo benzene. Todél buvo nuspresta sukurti kitg
junginiy 5b-d sintezés metodika, t. y. pirma generuoti atitinkamo indolin-2-
tiono anijong in situ, j tirpalg pridedant bazés, o aldehido kiekj dozuoti, 1étai
lasinant jo tirpalg. Tokia metodika pasirinkta tikintis, kad pirma susidargs
indolin-2-tiono anijonas atakuos chlorpirimidin-5-karbaldehido karbonilogrupe
ir bus iSvengta pirmalaikio tiono alkilinimo. Taikant sig metodika, reakcija tarp
junginiy lab ir 2ab vyko gana vienareikSmiSkai ir  4-
chlorpirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5b), 4,8-
dichlorpirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas  (5¢) bei  4,8-dichlor-2-
metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5d) buvo isskirti 26-50 %
iSeigomis. D¢l prastesnio 6-chlorindolin-2-tiono (1b) tirpumo nepoliniuose
tirpikliuose reakcijos buvo atliekamos tetrahidrofurane (schema 2.2.2-1). Siuo
atveju indolin-2-tiono anijono isankstinis generavimas yra ypatingai svarbus,
nes poliniuose tirpikliuose, kaip minéta anksciau, sieros alkilinimas vyksta
greiciau.

Taip pat buvo iSméginta  galimybé  sintetinti  4-pakeistus
pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolus,  naudojant  4-chloropirimidin-5-
karbaldehidus, SeStojoje padétyje jau turinCius pakaitg. Tam tikslui buvo
pasirinkti 6-metoksipirimidin-5-karbaldehidai 2f,g ir 4-[N-(6-chlor-5-formil-2-
metiltiopirimidin-4-il)Jaminobenzensulfonamidas (8a). 4-chlor-6-
metoksipirimidin-5-karbaldehidai 2f ir 2g buvo susintetinti remiantis panasiy
junginiy sintezés metodikomis [151], kuomet chloro atomai 4,6-

dichlorpirimidin-5-karbaldehiduose 2a ir 2b pakeisti metoksigrupe 3 val.
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virinant Siuos aldehidus metanolyje esant vienam trietilamino ekvivalentui. 4-
[N-(6-chlor-5-formil-2-metiltiopirimidin-4-il)Jaminobenzensulfonamido  (8a)
sintez¢ apraSyta skyrelyje 2.2.4. ISbandzius jvairias reakcijos salygas bei
metodikas, nedidelémis 1Seigomis buvo susintetinti 4-
metoksipirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolai (5e-h). Tuo tarpu susintetinti
junginj 5i, atliekant ciklokondensacijos reakcija tarp indolin-2-tiono (1a) ir 4-
[N-(6-chlor-2-metiltio-4-pirimidinil)amino]benzensulfonamido (8a), nepavyko
(schema 2.2.2-1). Kaip bus parodyta toliau (zr. skyrelj 2.2.3.), 4-pakeistus 2-
metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolus vidutinémis iSeigomis galima
sintetinti 1§ 4-chlor-2-metiltiopirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo  (5a)
naudojant nukleofilinio pakeitimo reakcijas.

Papildomam pirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-b]indoly  5a-h  struktiiry
jrodymui B3LYP/6G31(d,p)//B3LYP/6G31(d,p) metodu buvo apskaiciuotos
Siy junginiy branduoliy ekranavimo konstantos. JOS ] cheminj poslinkj
perskaiCiuotos lyginant su TMS branduoliy ekranavimo konstantomis.
Eksperimenti§kai nustatyti ir apskaiGiuoti *H ir **C cheminiai poslinkiai ir
paklaidos pateikti lenteléje 2.2.2.-1. DidZiausias eksperimentiniy ir
apskaiciuoty cheminiy poslinkiy neatitikimas yra tuo atveju, kai spektrai gauti
naudojant junginiy tirpalus DMSO. Tokie rezultatai néra netikéti, nes junginiy
geometrija bei savybés modeliuojamos neatsizvelgiant 1 molekule supancia
aplinkg. Tuo tarpu, junginiy, turinéiy polines grupes, sgveika su poliniu
tirpikliu tirpaluose yra gana stipri ir turi nevienoda jtaka branduoliy
ekranavimui. Geras tokios tirpiklio jtakos pavyzdys gali buti 8-chlor-2-
metiltio-4-metoksipirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo (5h) tirpaly CDCl;
ir DMSO-Dg 'H-BMR spektrai. C(5)-H ir C(6)-H signalai spektre, uzrasytame
DMSO-Dg tirpale, yra pasislinke apie 0,5 m.d. j silpnesniy lauky puse, lyginant
su atitinkamais signalais uzrasius spektra CDCl; tirpale (lentelé 2.2.2.-1).
Taciau tirpiklio jtaka metiltio- ir metoksigrupés bei kity aromatiniy protony
cheminiams poslinkiams néra didelé. Pakankamai didelis apskaiciuoty ir
eksperimentiniy metiltiogrupés cheminiy poslinkiy neatitikimas (apie 0,3

m.d.), matyt, yra sisteminé paklaida.
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Lentelé 2.2.2.-1. Eksperimentiskai nustatyti, 5(E), ir apskaiciuoti, 8(M), pirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-b]indoly 5a-h 'H ir *C cheminiai poslinkiai ir
paklaidos.

5a 5b 5¢ 5d 5e 5f 5¢ 5h 5h
5(E) (M), A(3), 5(E) (M), A(S), 5(E) (M), A(3), 5(E) 3(M), A(),| S(E), (M), A(3), 5(E) 3(M), A(3),|8(E), 3(M), A(), 5(E) d(M), A®B), 5(E) d(M), A(9),
md.” md. md.|md’ md md|md" md md|md md md|md’ md md |md’ md md |md’ md md |md md md]md’ md md
C5-H|8,62 825 0,37]|8,66 842 024|855 8,39 0,16] 8,79 8,22 057|861 848 0,13]|855 832 0,23]858 846 0,12 9,01 830 0,71] 854 8,30 0,24
C6-H|8,09 798 0,11]8,13 8,08 0,05| 840 7,94 046|820 7,84 036]805 800 005|801 792 009]791 786 005|841 7,78 063] 790 7,78 0,12
Cr-H|743 7,36 007|743 7,40 003|738 7,26 012|726 7,21 005738 733 005|736 730 006732 719 013|742 715 0,27} 733 7,15 0,18
C8-H|7,63 7,62 001|766 7,69 003] - - - - - - ]760 7,62 0,02]756 756 0,00] - - - - - - - - -
C9-H|7,79 7,71 0,08}|7,79 7,76 0,03} 7,71 7,63 0,08} 757 758 0,01}7,78 7,74 004|776 767 009])7,71L 761 0,10 7,74 756 0,18] 7,72 756 0,16
C2-H| - - - 1898 893 005|921 895 0,26] - - - 1876 884 0,08] - - - 1879 885 0,06 - - - - - -
SMe | 2,72 2,36 0,36 - - - - - - 1260 236 024 - - - 1267 237 030] - - - 2,67 2,37 0,30] 2,69 237 0,32
OMe| - - - - - - - - - - - - 1427 412 015423 4,04 0,19]429 412 017|421 4,04 0,17]| 425 4,04 0,21
C2 |171,9 1713 0,6 |155,6 1485 7,1 |151,3 148,7 2,6 |164,4 171,8 7,4 |1554 150,0 5,4 |172,3 172,2 0,1 |156,2 150,3 5,9 - - - |172,7 1727 O
C4 |160,7 163,0 2,3 |161,7 164,8 3,1 |160,8 1650 4,2 |161,2 163,2 2,0 |163,5 160,0 3,5 |161,1 158,3 2,8 |163,1 160,2 29 - - - |162,7 1583 4,4
C4a |115,3 1135 1,8 |120,2 1183 1,9 |124,3 1182 6,1 |112,4 1134 1,0 |110,2 108,6 1,6 |106,4 1049 1,5 |110,2 1085 1,7 - - - ]1106,4 1049 15
C5 |1239 1175 6,4 |123,1 116,8 6,3 |123,8 117,4 6,4 |1235 1181 54 [122,2 116,0 6,2 |123,4 116,5 6,9 |123,0 116,7 6,3 - - - ]1235 1173 6,2
Cbha |132,2 129,8 2,4 |134,9 131,3 3,6 |133,0 130,2 2,8 |129,4 127,8 1,6 |132,4 128,6 3,8 |130,0 126,6 3,4 |131,4 1275 3,9 - - - 11354 1255 9,9
C5b |125,5 121,1 4,4 |125,4 120,7 4,7 |127,4 119,0 8,4 |126,7 119,3 7,4 |125,8 121,0 4,8 |125,9 121,2 4,7 |124,1 119,3 4,8 - - - ]1245 1196 49
C6 |121,6 1159 5,7 |122,1 1166 5,5 |117,3 116,6 0,7 |123,2 1159 7,3 |121,4 1158 5,6 |121,0 1152 5,8 |122,0 1158 6,2 - - - ]1195 1153 4.2
C7 |1241 1178 6,3 |124,4 1179 6,5 |124,1 1186 5,5 |1245 1184 6,1 |123,6 1170 6,6 |123,5 116,9 6,6 |123,7 117,7 6,0 - - - ]124,1 1175 6,6
C8 |130,6 1249 5,7 |131,7 1258 5,9 |134,6 1422 7,6 |133,8 141,2 7,4 |130,5 1245 6,0 |129,8 123,7 6,1 |136,2 140,7 45 - - - ]138,1 139,7 1,6
C9 |119,2 1155 3,7 |119,8 115,7 4,1 |117,2 116,5 0,7 |118,2 116,2 2,0 1194 1153 4,1 |119,1 1151 4,0 |119,6 116,1 3,5 - - - ]1216 1158 58
C9a |154,9 150,7 4,2 |155,5 151,0 4,5 ]151,0 1516 0,6 |154,2 151,3 2,9 |156,5 150,7 5,8 |155,1 150,4 4,7 |156,8 151,3 5,5 - - - ]1559 1510 4,9
Cl10a |160,4 1586 1,8 |161,1 1595 1,6 |159,3 161,2 1,9 |159,5 160,2 0,7 |161,6 159,8 1,8 |164,0 1589 5,1 [163,4 1615 19 - - - |164,1 1604 3,7
Clla |165,0 166,4 1,4 |165,0 166,7 1,7 |163,9 166,4 2,5 |162,9 166,2 3,3 |167,0 1658 1,2 |165,7 1653 0,4 [167,1 1657 14 - - - ]165,8 1652 0,6
SMe | 14,7 19,2 45 - - - - - - 1140 192 52 - - - 1147 190 43 - - - - - - |1 148 19,0 4.2
OMe| - - - - - - - - - - - - |554 528 26 |554 529 25555 530 25 - - - ] 555 530 25
il Eksperimentiniai spektrai uzrasyti CDClj tirpale.
Tt Eksperimentiniai spektrai uzraSyti DMSO-Dg tirpale.

65



2.2.3. 4-Chlor-2-metiltiopirimido[4',5’:5,6]tiopirano[2,3-b]indolo reakcijos

su O-, N- ir S-nukleofilais

Susintetinti Siame darbe pirimido[5',4":5,6]tiopirano[2,3-b]indolai 5a-f yra
pirmieji naujos heterociklinés sistemos atstovai. Todél atrod¢ tikslinga junginio
5a pavyzdziu atlikti reakcijas su kai kuriais nukleofiliniais reagentais ir tuo
paciu jvertinti jy taikymo galimybes aminobenzensulfonamidy, turinéiy §j
heterociklinj fragmenta, sintezéje. Buvo atliktos 4-chlor-2-
metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano-[2,3-b]indolo (5a) reakcijos su jvairiais N-,
O- ir S-nukleofilais (schema 2.2.3.-1). Nustatyta, kad chloro atomas 4-oje
heterociklo padétyje gana nesunkiai gali buti pakeistas pasirinktais
nukleofilais. Pakeitimo reakcijos vyko kambario temperatiroje. Junginio 5a
reakcijos su anilinu, morfolinu, aminoacto riigSties metilesteriu ir tioglikolio
rigsties etilesteriu buvo atlieckamos tetrahidrofurane. 4-Metoksi- (5f), 4-etoksi-
(5)) ir 4-amino-2-metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano-[2,3-b]indolo  (5k)
sintezés atliekamos maisant 5a atitinkamuose alkoholiuose, esant kalio

karbonato, arba, atitinkamai, vandeninio amoniako tirpale.

cl Nu
NuH, B:
Q= Yy
N s N/)\S/ N> N s
ba

MeOH,
2ekv. K2C03, 5f, 5j-0

\ﬁ, 24h
SONH, . 5_f: Nu = OCHj; (51%)
/©/ o} 5: Nu=OCH,CH, (73%)
HoN 9 NNy 5k: Nu = NH, (75%)
THE, K,CO; ~ | B 5: Nu =N(CH;CH,);0 (45%)
Kt 9Gh 0.0 N N e 5m: Nu = NHC4H5 (64%)
S 5n: Nu = NHCH,CgHs (52%)
NH, 5r 50: Nu = NHCH,COOCH; (55%)
5p: Nu = SCH»COOCH,CH3 (60%)
HN 5r (40%)

= | \N
= A
N

Schema 2.2.3.-1.
Tik atliekant junginio 5a reakcija su metanoliu, esant kalio karbonato, buvo

pastebétas ir dalinis metiltiogrupés pakeitimas metoksigrupe. Visiskai §j
virsmg atlikti galima ilgesnj laikg reakcijos miSinj virinant metanolyje esant

bazés pertekliui. Reikia pazyméti, kad bandymai vienareikSmiskai atlikti 4-
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chloro atomo junginyje 5a pakeitimg 4-aminobenzensulfonamidine grupe buvo
nesékmingi. Reakcijy metu susidarydavo junginiy misinys, i$ kurio dél labai
blogo junginiy tirpumo daugelyje tirpikliy nepavyko iSskirti individualiy
komponenty. Alternatyvi junginio 5i sintezé - indolin-2-tiono la
ciklokondensacijos reakcija su 4-[N-(6-chlor-5-formil-2-metiltiopirimidin-4-

il)amino]benzensulfonamidu (8a) taip pat nepavyko (zr. psl. 64).

2.2.4. Potencialiy hCA slopikliy — (4-pirimidinil)- ir
(pirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-b]indol-4-il)aminobenzensulfonamidy —

sintezé

Literattiriniai duomenys apie jvairiy klasiy heterocikliniy sulfonamidy hCA
slopinantj aktyvuma ir Sio darbo metu atlikti dokinimo rezultatai (skyrelis
2.1.8) leido tikétis, kad pirimidino bei naujos heterociklinés sistemos
pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo fragmentus turintys
aminobenzensulfonamidai gali pasizyméti hCA slopikliy savybémis, o jvairis
pakaitai Siuose heterocikluose gali turéti jtakos jy atrankumui slopinti vieng ar
kelias hCA izoformas. Pirmieji junginiai 8a, 12a, 13a ir 5i hCA slopinimui
sintetinti  veikiant pradinius pirimidinus  2b, 10a, 1la ir 5a 4-
aminobenzensulfonamidu 9a. Reakcija atliekama tetrahidrofurane, baze
naudojant trietilaming arba, junginio 5i sintezés atveju, kalio karbonatg

(schema 2.2.4-1).
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Cl o) cl 0
R §7° THF, EtsN 20
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2b, 10a, 11a %a H
8a (30%), 12a (84%),13a (71%)
®.0
Cl S\NH2 2b, 8a: R =CHO, R =SCH;
“ 10a,12a: R =CN, R'= SCHj,3
2b+9a —H—> )Nl\\ N 11a,13a: R=NO,, R = H;
~ Z 14
s” NT Tcl
.0
s?
NH,
THF, K,COg3 HN benzenas
k.t. 96h ba DMF
= B arba
S5a+ 9 —#—> | )N\ -~ @E'?:S +8a
N N/ S/ K2CO3, H
5i k.t. arba 100°C la

Schema 2.2.4-1.

Tirpiklio pasirinkimag 1émé blogas 4-aminobenzensulfonamido tirpumas
nepoliniuose tirpikliuose. Junginiai 8a, 12a ir 13a susidaro reakcijos misinj
virinant 16-36 val. 4-[N-(6-chlor-5-formil-2-metiltiopirimidin-4-
ilJamino]benzensulfonamido (8a) sintezés atveju imino 14 susidarymas
nepastebétas. Spektriniai duomenys byloja, kad reakcijos metu susidaré tik
nukleofilinio pakeitimo produktai.

Junginiy 8a, 12a ir 13a *H-BMR spektruose 7,72-7,92 m.d. srityje stebimi
keturiy 4-aminobenzensulfonamido fragmento benzeno Ziedo protony signalai,
singletinis signalas ties 7,36-7,38 m.d., atitinkantis du sulfonamido grupés
protonus, ir 10,25-10,44 m.d. srityje esantis NH grupés singletinis signalas,
kuris formildarinio 8a atveju patvirtina jo, 0 ne imino 14, susidaryma.
Monopakeitimg patvirtina iSvardinty protony santykis su kity funkciniy grupiy
protonais: junginio 13a atveju — su vienu pirimidino 2-osios padéties protonu
(singletinis signalas ties 8,61 m.d.), junginio 12a atveju — su 3-imis 2-
metiltiogrupés protonais (singletinis signalas ties 2,47 m.d.), o junginio 8a
atveju — su 3-imis 2-metiltiogrupés protonais (Singletinis signalas ties 2,57
m.d.) bei formilgrupés protonu (singletinis signalas ties 11,26 m.d.). **C-BMR
spektruose stebimy signaly kiekis taip pat patvirtina 4-0Si0S ir 6-0Si0s

pirimidino ziedo padéties anglies atomy neekvivalentiSkuma. IR spektruose
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stebimos intensyvios NH grupiy valentiniam svyravimui budingos absorbcijos
juostos ties 3320-3340 ir 3240-3270 cm™ bei junginio 8a aldehidinio C=0
valentiniams svyravimams biidinga stiprios absorbcijos juosta ties 1638 cm™ ir
junginio 12a budinga ciangrupés valentinio svyravimo vidutinio stiprumo
absorbcijos juosta ties 2222 cm™.

Kaip jau buvo minéta, matyt, dél nepakankamo 4-aminobenzensulfonamido
aminogrupés nukleofiliSikumo susintetinti 4-[N-
(pirimido[5',4":5,6]tiopirano[2,3-b]indol-4-il)]Jaminobenzen-sulfonamido 5i
nepavyko.

Biotechnologijos institute (BTI), naudojant terminio poslinkio analizés
(TSA) ir izoterminio titravimo kalorimetrijos (ITC) metodus, buvo iSmatuotos
junginiy 8a, 12a ir 13a jungimosi su hCAI, hCAIl, hCAVII ir hCAXIII
konstantos (lentelé 2.2.4.-1). Lenteléje palyginimui pateikti placiai naudojamo
farmakologinio preparato acetazolamido (AZM) ir labai aktyvaus, bet
nestabilaus [22] trifluormetansulfonamido (TFM) (pav. 2.2.4-1) aktyvumai,
nustatyti tomis paciomis salygomis.

Ly Sk
H NH, F

AZM TFM
Pav. 2.2.4-1. Acetazolamido (AZM) ir trifluormetansulfonamido (TFM) formulés

Gauti duomenys rodo, kad junginiy aktyvumas yra geras — jungimosi
konstantos yra mikro- ir submikromolinés eilés ir yra panasios j acetazolamido
jungimosi su atitinkamomis hCA izoformomis konstantas. Isskirti galima biity
4-[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-il)amino]benzensulfonamida (13a), kuris yra

aktyvus ir atrankus hCAXIII slopiklis.
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Lentelé 2.2.4.-1. Junginiy 8a, 12a ir 13a jungimosi su hCA I, I, VIl ir XI1I konstantos (uM)
37°C temperatiiroje.

Eilés . hCAI hCA I hCA VII hCA XIlII
N Junginys
r TSA ITC TSA ITC TSA ITC TSA ITC
1 8a 1,0 2,8 0,17 0,32 4,0 ND ND ND
2 12a 1,4 20 0,071 0,22 0,83 1,7 0,091 0,12
3 13a 0,13 0,26 0,091 0,17 0,13 0,77 0,002 | 0,014
AZM 14 0,78 0,017 0,018 ND ND 0,050 | 0,065
TFM 0,05 ND 0,13 0,091 | 0,036 | 0,029 | 0,020 | 0,027

ND — néra duomeny daugiausia dél nepakankamo junginiy tirpumo.
Vidutinis standartinis nuokrypis matuojant abiem metodais yra +25%.

Tolimesniam slopikliy modifikavimui buvo pasirinktas tiltelio ilginimo tarp
heterociklo ir benzensulfonamido fragmenty kelias. Taip modifikuoti slopiklio
molekules yra tikslinga dél dviejy priezas¢iy. Visy pirma, esant tilteliui tarp
heterociklo ir benzeno ziedy, yra kei¢iama slopiklio heterociklo fragmento
absoliuti padétis benzensulfonamido atzvilgiu, dél ko Sis fragmentas gali
sgveikauti su kitomis fermento aktyviojo centro aminoriig§timis. Antra, didéja
slopiklio molekulés konformaciné laisvé, dél ko slopiklio heterociklo
fragmentas gali uzimti patogesn¢ padét] sgveikai su Soninémis fermento
aktyviojo centro aminoriigs§¢iy grandinémis.

Naudojant 4-aminometilbenzensulfonamido hidrochloridg (9b) arba 4-(2-
aminoetil)benzensulfonamida (9c), buvo susintetinti junginiy 5i, 8a, 12a ir 13a
analogai 8b,c, 12b,c, 13b,c ir 5s,t 38-76 % iseiga (schema 2.2.4-2). N¢é vienu
atveju, reaguojant 4,6-dichlorpirimidinams 2b, 10a ir 1la su aktyviais
benzensulfonamidais 9b ar 9c, dipakeitimo produktai nesusidaro. PrieSingai nei
4-[N-(pirimido[5',4":5,6]tiopirano[2,3-b]indol-4-il)Jaminobenzensulfonamido
5i atveju, jo analogai 5s ir 5t susidaro vienareikSmiskai ir jy i§skyrimas yra

paprastesnis (iSeiga 4275 %).
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| g//o THF, K,COj3 ¢l .
R <
N + NH, k.t. arba A N| B
)l\ =~ HoN .)\ “
R™ "N” n R N” N

2b: R=CHO,R'= SCH, 9b: n=1 3

10a:R=CN, R'=SCHj3 9c:n=2 N

1la:R=NO, R'=H
8b: R=CHO, R'=SCHg, n =1 (70%)
8c: R=CHO, R'=SCHgz, n = 2 (61%)
12b: R=CN, R'=SCHg3, n =1 (38%)
12¢c: R=CN, R'=SCH3, n=2(73%)
13b: R=NO,, R'= n=1(76%)
13c: R=NO,, R H n =2 (64%)

cl o THF, K,COgq
Z 0
= SN S\NH 6 24 h, k.t. 20
LA 2 v
= -
NT s N s 2 NH,
5a 9b: n=1 5sn=1 (75%)
9c:n=2 5t n =2 (42%)

Schema 2.2.4-2.

Deja, junginiy 5s ir 5t tirpumas vandenyje yra per mazas (mazesnis nei
100 uM), kad galima biity iSmatuoti jy jungimosi su hCA konstantas. Tad
tolimesniems slopikliy tyrimams benzensulfonamidy, turinciy
pirimido[5’,4":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo pakaitus, buvo atsisakyta.

Keiciant tiltelio ilgj tarp slopiklio heterociklo fragmento ir
benzensulfonamido, cianpirimiding 12b ir 12c aktyvumas nesikeité, taciau
formilpirimidiny 8b, 8c atveju Sis pokytis yra gana zymus (lentelé 2.2.4-2.).
Formilpirimidiny 8a ir 8c, kuriuose tarp heterociklo ir benzensulfonamido
fragmenty yra atitinkamai 1 ir 3 tilteliniai atomai, aktyvumas yra panaSus, o 4-
{[N-(6-chlor-5-formil-2-metiltiopirimidin-4-il)amino]metil }benzensulfon-
amido (8b), turincio 2 tiltelinius atomus, hCAI, hCAIl ir hCAVII slopinimas
iSauga daugiau nei 10 karty. Siuo atveju galima tikétis, kad heterociklo
fragmentas dalyvauja papildomoje gan stiprioje sgveikoje su baltymo

aktyviuoju centru.
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Lentelé 2.2.4-2. Junginiy 8a-c, 12a-c, 13a-c ir 15b jungimosi su hCA I, II, VII ir XIII
konstantos nustatytos TSA ir ITC metodais, uM esant 37 °C.

El\illés Junginys hCAl hCAIl hCA VII hCA XIII
r. TSA ITC TSA ITC TSA ITC TSA ITC
1 8a 1,0 2,8 0,17 0,32 4,0 ND ND ND
2 12a 1,4 20 0,071 0,22 0,83 1,7 0,095 0,12
3 13a 0,13 0,26 0,091 0,17 0,13 0,78 0,002 | 0,014
4 8b 0,0071 | 0,083 | 0,024 | 0,043 0,10 0,10 0,028 0,13
5 8¢ 0,11 0,48 0,11 0,35 1,0 0,77 0,033 0,19
6 12b 0,10 ND 0,17 ND 0,10 ND 0,14 ND
7 12c 0,33 ND 0,42 ND 0,10 ND 0,10 ND
8 13b" 0,013 0,099 | 0,0002 | 0,043 | 0,005 0,40 | 0,0001 | 0,01
9 13cf 0,063 0,39 0,17 0,22 | 00017 | 041 | 0,0002 | 0,39
10 15b 0,17 ND 0,20 ND 0,25 ND 0,020 ND
AZM 1,4 0,78 0,017 | 0,018 ND ND 0,050 [ 0,065
TEM 0,05 ND 0,13 0,091 | 0,036 | 0,029 | 0,020 | 0,027

+ junginiai tirpale eksperimento salygomis néra stabiliis ir jungimosi konstantos verté priklauso nuo
méginio laikymo trukmés.

ND — néra duomeny daugiausia dél nepakankamo junginiy tirpumo.

Vidutinis standartinis nuokrypis matuojant abiem metodais yra £25%.

Matuojant junginiy 13b ir 13c aktyvumag buvo pastebéta, kad $iy junginiy
aktyvumas krenta praéjus kelioms dienoms nuo junginio tirpalo paruosimo. Tai
gali buti dél chlorpirimiding 13 virtimo oksopirimidinais 15 jungimosi
konstanty nustatymo salygomis (fosfatinis buferis (pH=7), turintis 50 mM
NaCl ir 0,5-2 % DMSO). Siekiant tai patvirtinti, buvo susintetintas 4-{[N-(5-
nitro-6-okso-1,6-dihidro-4-pirimidinil)amino]metil }benzensulfonamidas (15b)
(schema 2.2.4-3) ir nustatyta jo jungimosi konstantos su hCA izoformomis.
Lyginant su Svieziai paruosto junginio 13b méginio aktyvumu, junginio 15b
aktyvumas yra 10'-10° karto maZesnis, tatiau tai gali biti salygota ne tik
paties slopiklio aktyvumo kritimo, bet ir to, kad nustoja vykti negrjztamasis
slopinimas (negjztamasis slopinimas gali vykti dél slopiklio molekulés aktyviy
grupiy kovalentinés sgveikos su aktyviojo hCA centro aminortig§¢iy Soninémis
grandinémis). Beje, 4-{[N-(5-nitro-6-0kso-1,6-dihidro-4-
pirimidinil)amino]metil}benzensulfonamidas (15b), kaip ir nitropirimidinas

13a, atrankiai jungiasi su hCAXIII.
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Schema 2.2.4.-3.

Sestoje pirimidino padétyje esandio chloro atomo pakeitimas taip pat, tik
1é¢iau, gali vykti ir Kituose junginiuose. Todél buvo nuspresta vietoje chloro
atomo jvesti kitus, ne tokius reaktingus pakaitus. Tam buvo pasirinkti
nesunkiai jvedami metoksi- ir benzilamino pakaitai. Metoksigrupé yra
erdviSkai mazas pakaitas, todel jis 1S esmés neturéty keisti slopiklio
iSsidéstymo aktyviajame baltymo centre, o benzilamino pakaitas, priesingai,
yra gana didelis ir gali dalyvauti papildomoje sgveikoje su baltymo aktyviojo
centro aminoriig§¢iy nepolinémis Soninémis grandinémis. Kadangi aldehidinis
fragmentas taip pat yra gana aktyvus, siekiant iSvengti nevienareikSmisky hCA
slopinimo duomeny (dél galimos kovalentinés saveikos gali buti stebimas
negriztamasis slopinimas), Sig funkcing grupe turinciy junginiy taip pat
atsisakyta.

4-[N-(5-cian-2-metiltio-6-metoksipirimidin-4-il)amino]benzenesulfon-
amidas (16) buvo susintetintas keiCiant chloro atoma 4-chlor-2-metiltio-6-
metoksipirimidin-5-karbonitile (10b) 4-aminometilbenzensulfonamidu (9b), o
junginiai 17-19 susintetinti modifikuojant jau esamas strukttras (schema 2.2.4-
4.). Metoksidariniai 17b,c gauti virinant chlordarinius 13b,c metanolyje 30
min. Chloro atomo pakeitimui benzilaminogrupe prireiké grieztesniy salygy —
reakcijos miSinys keleta valandy buvo Sildomas 100 °C temperatiiroje

dimetilformamido tirpale, esant kalio karbonato.
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12a,18a: R= CN, R'= SCHs, n=0 (54%)
13a,19a:R=NO, R'=H,  n=0 (60%)
13b,19b: R =NO,, R'=H,  n=1(34%)
13c,19c:R=NO, R'=H,  n=2(35%)

Schema 2.2.4-4.

I 6-3ja 5-cian- ir 5-nitropirimidiny padétj jvedus benzilamino pakaitus arba
1 6-3j3 S-cianpirimidino padétj jvedus metoksipakaita, labai sumazéja junginiy
tirpumas vandenyje. Junginiy 18a, 19a-c tirpumas vandenyje tampa per mazas,
kad galima buty jvertinti jy aktyvuma ITC metodu, 0 junginio 16 aktyvumo
nustatyti nepavyksta né vienu 1§ taikyty metody.

Pakeitus chloro atomg 5-cianpirimidine 12a benzilaminogrupe, jo hCA
slopinimo aktyvumas sumazéja daugiau nei 100 karty (lentelé 2.2.4.-3), 0 5-
nitropirimidinuose  13a-c  chloro  atomg  pakeitus  metoksi-  ar
benzilaminogrupémis, rySkaus bendro aktyvumo pokyc¢io lyginant su 5-
nitropirimidino 13a aktyvumu, néra. Taciau $ie junginiai atrankiai slopina nebe
hCAXIII, o hCAI (19a,b) arba hCAII (19c) (lentelé 2.2.4-3).
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Lentele 2.2.4-3. hCA slopinimui susintetinty 4-[N-(2,5,6-pakeisty pirimidin-4-
il)amino]benzensulfonamidy 8-19 jungimosi su hCA I, I, VIl ir X1l konstantos, nustatytos
TSA ir ITC metodais, uM, esant 37 °C.

E'\illés Junginys hCAI hCA Il hCA VII hCA XIllII

I TSA ITC TSA ITC TSA ITC TSA ITC
1 8a 1,0 2,8 0,17 0,32 4,0 ND ND ND
2 12a 1,4 20 0,071 0,22 0,83 1,7 0,095 0,12
3 13a 0,13 0,26 0,091 0,17 0,13 0,78 0,002 | 0,014
4 8b 0,0071 ) 0,083 | 0,024 | 0,043 0,10 0,10 0,028 0,13
5 8c 0,11 0,48 0,11 0,35 1,0 0,77 0,033 0,19
6 12b 0,10 ND 0,17 ND 0,10 ND 0,14 ND
7 12c 0,33 ND 0,42 ND 0,10 ND 0,10 ND
8 13b" 0,013 | 0,099 | 0,0002 | 0,043 | 0,005 0,40 | 0,0001 | 0,01
9 13c’ 0,063 | 0,39 0,17 0,22 | 0,0017 | 041 | 0,0002 | 0,39
10 15b 0,17 ND 0,20 ND 0,25 ND 0,020 ND
11 17b 0,014 | 0,11 0,050 | 0,056 0,83 0,83 0,067 0,24
12 17c 0,067 | 0,28 0,071 0,15 0,13 0,44 0,13 0,23
13 18a 100 ND 100 ND 3300 ND 100 ND
14 19a 0,071 ND 0,17 ND 10 ND 0,50 ND
15 19b 0,025 ND 0,10 ND 4,2 ND 0,33 ND
16 19c 0,63 ND 0,016 ND 14 ND 0,50 ND

AZM 14 0,78 0,017 | 0,018 ND ND 0,050 | 0,065

TFM 0,05 ND 0,13 0,091 | 0,036 | 0,029 | 0,020 | 0,027
T junginiai tirpale eksperimento salygomis néra stabilds ir jungimosi konstantos verté priklauso nuo
méginio laikymo trukmés.

ND — néra duomeny, daugiausia dél nepakankamo junginiy tirpumo.

Vidutinis standartinis nuokrypis matuojant abiem metodais yra +25%.

2.2.5. Rentgenostruktiiriné hCAIl kompleksuy su slopikliais analizé

Biotechnologijos institute buvo atlikti 5-nitropirimidiny 13a, 15b, 17b, 17c
ir 19b bei 5-formilpirimidiny 8a ir 8b kompleksy su hCAII kristalografiniai
tyrimai (PDB kodai atitinkamai 3m40, 3mhi, 3mhl, 3m3x, 3mhm, 3mho ir
3mbe).
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Lentelé 2.2.5-1. Junginiy kompleksy su hCAII rentgenostrukttiriniy kristalografiniy duomeny
rinkimo ir patikslinimo statistika.

Junginys 8a 8b 13a 15b 17b 17c 19a
PDB identifikacijos 3MHO 3M5E 3M40 3MHI 3MHL 3M3X 3MHM
kodas
Temperatiira 100 K 100 K 100 K 100 K 100 K 100K [100K
Erdviné grupé P2, P2, P2, P2, P2, P2, P2,

Gardelés parametrai, A |a=42,13, |a=42,42, |a=42,18, |a=42,24, |a=41,71, |a=42,04, |a=42,25,
b=41,21, |b=41,49, |b=41,16, |b=4124, |b=40,68, |b=41,05 |[b=41,17,
c=72.08, |c=72,43 |c=72,48, |c=71,95, (c=70.,72 |c=71.,0 c=72,24
0=y=90, |o=y=90, |o=y=90, |o=y=90, |0=y=90, |0=y=90, |o0=y=90,
B=104,30 |P=104,49 |p=104,54 |p=104,43 |B=104,13 |B=104,39 |B=104,10

Skiriamosios gebos| 1,15 1,70 1,60 1,70 1,90 1,77 1,50
riba, A

(iSorinis sluoksnelis)
Unikaliy atspindziy ~ |85194  [27116  |30141  |26639  |18388  |26749  |37716
skaitius (bendras) (566937) |(314528) |(176541) |(251427) |(280542) |(299614) |(154392)

Pilnumas (%) galutinis | 99,9 100,0 94,4 99,9 100,0 98,3 97,3
(iSorinis stuoksnelis) | o923 11000) [(90.2) |(093) |@000) |07.6) |(96.1)
l/oy galutinis | 20,3 32,8 10,2 31,2 37,9 50,5 25,4
(iSorinis sluoksnelis) 1) (13,0) (6,4) (10,7) (7,5) (17,8) (5,8)
Rierge galutinis 6,7 5,4 16,1 45 7.6 39 33
(Sorinis sluoksnelis) 1250y 1117) |02 |ass) |52 |79 (15,7)
Atomy skaicius 2468 2488 2410 2437 2202 2504 2500
Tirpiklio  molekuliy | 291 332 234 282 120 295 294
skaicius

Prisijungusiy  buferio| 2 0 0 0 0 0 0
molekuliy skaicius

Testinio rinkinio dydis |10% 10% 10% 10% 10% 10% 10%
Reryet (Riree) 17,5 16,4 15,2 16,2 16,2 16,2 133

(19,2) (20,2) (22,4) (21,5) (22,1) (22,1) (18,8)
RMS rysiai / kampai 0,006/ 0,011/ 0,026/ 0,029/ 0,023/ 0,028/ 0,028/
1,182 1,304 1,947 2,234 1,993 2,197 2,117

Vidutiniai B-faktoriai| 11,401 12,68 14,491 14,065 25,434 16,159 15,419
(A%

Pagrindiné grandiné 9,461 13,2454 11,6688 11,1913 23,7181 13,2707 12,427
Soninés grandinés 10,726 11,441 14,2259 13,8444 |26,1502 15,7152 15,0619
Tirpiklis 20,6237 |24,1527 28,0151 |22,7711 32,7987 27,4072 |26,1515
Jonai 5,53 4,98 6,32 9,3 16,33 7,11 7,67
Kofaktoriai 12,7227 |17,7765 (20,8162 |[28,8634 |34,152 34,3517 (31,499

Na Na . L
Rmerge =Zh zi:l ‘<Ih>_|hi‘/zh ZH ||hi|, kur Iy yra intensyvumo verté i-tajam
atspindzio h matavimui, h = (h, k, 1), suma Zh apima visus matuotus atspindZius, 0O <|h> yra

vidutinis i$matuotas atspindzio h intensyvumas; ny, yra atspindziy h matavimy skaicius.
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Visuose kompleksuose slopikliy benzensulfonamido fragmentas yra
orientuotas link cinko jono, su kuriuo sudaro rysj, benzeno ziedo sukimasis yra
sustabdytas dél van der Waalso sgveikos su aktyvyjj baltymo centrg sudaranciy
aminortigsciy Soninémis grandinémis. Vall21 ir Thr200 sudaro saveika su
benzeno ziedo briauna, o Leul98 — su ploksStuma.

Junginiuose 8a,b, 13a, 15b, 17b,c ir 19b yra stebima vandenilinio rysio
sgveika tarp nitro- ar aldehidinés grupés ir 4-oje pirimidino ziedo padétyje
esancioS NH grupés.

Pirimidino ziedas Siuose kompleksuose aptinkamas trijose pozicijose.
Viena galimy pirimidino Ziedo pozicijy stebima 4-[N-(6-chlor-5-formil-2-
metiltiopirimidin-4-il)amino]benzensulfonamido (8a) ir 4-{[(5-nitro-6-0kso-
1,6-dihidro-4-pirimidinil)amino]metil }benzensulfonamido (15b)
kompleksuose su hCAIl, kuomet pirimidino Ziedo padétis yra nulemiama
hidrofobinés sgveikos su Pro202, Val135 ir Phel31, o 5-formilpirimidino 8a —
papildomai ir su Trp5 bei His64 (pav. 2.2.5-1).

T—— hcmm Val AL35
“vaa2if C ®
O
" Phe A131

Trp A5

- — -

Pav. 2.2.5-1. 4-[N-(6-chlor-5-formil-2-metiltiopirimidin-4-il)amino]benzensulfonamido (8a)
(geltona spalva) ir 4-{[(5-nitro-6-okso-1,6-dihidro-4-
pirimidinil)amino]metil}benzensulfonamido (15b) (mélyna spalva) padétis aktyviajame hCA
II centre. Baltymo aminortgstys yra pavaizduotos pilkai. Vaizdas generuotas naudojant
MOLSCRIPT [152], Raster3D [153] ir BOBSCRIPT [154].
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’//L:u A198

f

N Pro A202

Val A121

Gln A92 F

Pav. 2.2.5-2. 4-{[N-(6-chlor-5-formil-2-metiltiopirimidin-4-
il)amino]metil}benzensulfonamido (8b) (rausva spalva), 4-[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-
il)Jamino]benzensulfonamido (13a) (zalsvai mélyna spalva), 4-{[N-(6-metoksi-5-
nitropirimidin-4-il)amino]metil}benzensulfonamido (17b) (zalia spalva) ir 4-{[N-(6-
benzilamino-5-nitropirimidin-4-il)amino]metil }benzensulfonamido (19b) (purpuriné spalva)
padétis aktyviajame hCA II centre. Baltymo aminortgstys yra pavaizduotos pilka spalva.
Vaizdas generuotas naudojant MOLSCRIPT [152], Raster3D [153] ir BOBSCRIPT [154].

Tuo tarpu junginiy 8b, 13a, 17b ir 19b pirimidino Ziedas aktyviajame
hCAII centre yra beveik statmenai pasisukes plokStumos, kurioje yra junginiy
8a ir 15b pirimidino ziedas, atzvilgiu. Tokig padétj lemia pirimidino ziedo
sanglauda su Phel3l benzeno ziedu bei vandenilinis rySys tarp GIn92
aminogrupés ir slopiklio nitro- arba formilgrupiy (pav.2.2.5-2.). hCAIlI
aktyviajame centre slopikliai, kuriuose tarp benzensulfonamido ir pirimidino
fragmenty yra vieno ar dviejy atomy tiltelis, iSsidésto taip pat. ISskirtinis 5-
formilpirimidino 8a ir 5-nitropirimidino 15b issidéstymas yra nulemtas
aktyviajame centre esancios papildomos DMSO molekulés, jsiterpusios tarp
Phe131 ir GIn92. Siuo atveju DMSO molekulés pateko i§ motininio slopikliy
tirpalo, tadiau junginiy aktyvumo matavimams jos neturéty turéti jtakos dél
skirtingy eksperimenty atlikimo salygy. Matuojant aktyvuma vandeniniuose
tirpaluose, slopiklis greitai prisijungia prie aktyviojo baltymo centro. Tuo tarpu
nustatant kristaling strukttirg, baltymo kristalai yra ilgai mirkomi slopiklio
tirpale, tad maza DMSO molekulé¢ gali grei¢iau pasiskverbti | kristaling
baltymo gardelg.

Esant ilgam tilteliui (3 atomai) tarp benzensulfonamido ir pirimidino

fragmenty (junginys 17c), pirimidino fragmentas yra toliau nuo katalitinio Zn
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atomo ir yra iSsidéstes vienodu atstumu tarp hidrofobiniy Pro202, Vall35 ir
Phel31l aminoriigs¢iy Soniniy grandiniy. Nitrogrupé Siuo atveju su baltymu
sgveikos nesudaro, o saveikauja su aktyviojo baltymo centro KkiSenéje
esan¢iomis tirpiklio molekulémis.

Pirimidino Ziedo 6-o0joje padétyje esantis benzilamino fragmentas iSeina 1§
aktyviojo baltymo centro kiSenés ir rentgenostruktirinés analizés duomenys
rodo, kad jis gana laisvai gali keisti konformacijg, tad papildomos sgveikos

nesudaro ir slopiklio aktyvumo nedidina.
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Isvados

1. Nustatyta, kad indolin-2-tionai lengvai reaguoja su pirimidin-5-

karbaldehidais, neturinCiais 4-0je ir 6-oje pirimidino padétyse aktyviy
nukleofugy, susidarant  (E)-3-(5-pirimidinilmetilen)indolin-2-tionams.
Parodyta, kad pastarieji dalyvauja hetero-Dilso-Alderio reakcijoje su butino
dirtgsties dimetilesteriu, sudarydami atitinkamus tiopirano[2,3-b]indolo
darinius.

. Istirta indolin-2-tiony sgveika su 4,6-dichlorpirimidin-5-karbaldehidais ir
susintetintos dvi iki Siol neapraSytos heterociklinés sistemos —
pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas ir 5H-
pirimido[4',5":5,6][1,3]tiazino[3,2-a]indolas. Parodyta, kad 4-chlor-2-
metiltiopirimido[5',4":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo chloro atomas lengvai
dalyvauja nukleofilinio pakeitimo reakcijose su jvairiais azoto, deguonies ir
sieros nukleofilais, susidarant 4-pakeistiems 2-
metiltiopirimido[5',4":5,6]tiopirano[2,3-b]indolams.

. Paruosta  paprasta ir efektyvi 4-[N-(2,5,6-pakeisty  pirimidin-4-
il)amino]benzensulfonamidy, 5-oje padétyje turinciy cian-, formil- arba
nitrogrupes sintezés metodika, pagal kurig 5-cian-, formil- arba nitro-4,6-
dichlorpirimidinuose galima selektyviai pakeisti vieng chlorogrupe 4-
amino(alkil)benzensulfonamidais, o esant formilgrupei — iSvengti imino
susidarymo. Taip pat pagal Sias metodikas galima toliau modifikuoti gautus
junginius pakeiciant antrgjj chloro atomg jvairiais nukleofilais.

. I8tirtos programos eHiTS taikymo galimybés kiekybiniam ir kokybiniam
slopikliy Zzmogaus karboanhidraziy slopinimo konstanty ir sgveiky su
baltymu prognozavimui. Nustatyta, kad programa eHiTS kiekybiskai
prognozuoti pakankamu tikslumu hCA slopinimo konstanty negalima.
Taciau slopiklio — hCA komplekso struktirg galima prognozuoti
pakankamai patikimai ir Sis metodas gali buti taikomas hCA slopikliy

paieskai.
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5. Atlikti 4-[N-(2,5,6-pakeisty pirimidin-4-il)amino]benzensulfonamidy ir 4-
[N-(pirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indol-4-il)Jaminobenzensulfonamidy
sgveikos su hCAI, II, VA, VB ir IX teoriniai tyrimai prognozuoja tipiska
klasikiniams CA slopikliams sgveikg su aktyviuoju baltymo centru.

6. hCA slopinimo tyrimams susintetinta 19 naujy junginiy ir iSmatuotas jy
hCAI, 11, VII ir XIII slopinimo aktyvumas. 4-[N-(2,5,6-pakeisti pirimidin-
4-il)amino](metil-,etil-)benzensulfonamidai 5-oje pirimidino ziedo padétyje
turintys cian-, formil- arba nitrogrupes, o 6-oje pirimidino ziedo padétyje
turintys benzilamino-, chloro-, metoksi- arba oksogrupes yra stipris—
vidutiniai nano- ir mikromolinés eilés slopikliai, galintys atrankiai slopinti
hCAI, hCAIl arba hCAXIII.

7. Atlikus  keleto  susintetinty  junginiy  kompleksy su  hCAIl
rentgenostruktiiring analize, parodyta, kad jie jungiasi su hCA kaip tipiski
klasikiniai CA slopikliai ir jy hCA slopinimo aktyvumg lemia sulfonamido
grupés sgveika su katalitiniu cinko jonu bei pirimidino fragmento sanglauda

su aminoriigSties Phel31 Soninés grandinés benzeno ziedu.
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Eksperimentiné dalis

Zmogaus karboanhidraziy, kuriy tretiné struktiira rentgenostruktirine
analize néra nustatyta, o Zzinoma tik pirminé baltymo struktdra, pirminiai
modeliai sudaryti, remiantis panaSiausiy pagal savo aminoriigs¢iy seka
baltymy struktiira, naudojant programg DeepView/Swiss-PdbViewer v.3.7
[155]. Galutinés tretinés struktliros optimizuojamos automatizuotoje
palyginamojo baltymy modeliavimo tarnybinéje stotyje (An Automated
Comparative Protein Modelling Server).

Junginiy geometrija MM+ [141] (molekuliné mechanika), PM3 [142]
(pusiau empirinis) ir AM1 [143] (pusiau empirinis) metodais buvo optimizuota
programa Hyperchem Pro v.6.03 naudojant konjuguoto gradiento metoda, kol
pasiekiama konvergencijos verté 0,05 kcal/A.

Dokinimas atliktas programa eHiTS v.6.03 [139, 140], naudojant
numatytuosius parametrus arba didZiausig tikslumo lygj (22080 kompleksy su
nekintancia ligando konformacija ir papildomais 1050 konformacinés paieSkos
variantais kiekvienam kompleksui).

Skai¢iavimai ab initio/DFT metodais atlikti programa Gaussian® 03W Rev.
C.01[156], geometrijos optimizavimg atlickant B3LYP/6G31(d,p) metodu
[149, 150], o branduoliy eckranavimo konstantas skaiCiuojant GIAO
B3LYP/6G31(d,p) metodu [157]. Skai¢iavimams buvo naudojami numatytieji
algoritmai bei jy parametrai.

Susintetinty junginiy lydymosi temperatiros buvo nustatytos atviruose
kapiliaruose Thermo Scientific 9100 Series prietaisu ir yra nekoreguotos. IR
spektrai uzraSyti Perkin-Elmer FT-IR spektrofotometru Spectrum BX Il KBr
arba nujole, UV spektrai uzraSyti Perkin-Elmer UV/VIS Lamda 20
spektrofotometru chloroformo tirpaluose. 'H ir *C BMR spektrai uzrasyti
Varian Unity Inova spektrometru (300 ir 75 MHz, atitinkamai) vidiniu
standartu naudojant likutinius tirpikliy signalus. AukStos skiriamosios gebos
masiy spektrai (HRMS) uzrasyti Dual-ESI Q-TOF 6520 masés spektrometru

(Agilent Technologies), naudojant tiesioginj pavyzdzio jvedimg. Elementinés
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analizés atliktos Vilniaus universiteto Organinés chemijos katedros
Elementinés analizés laboratorijoje. Susintetinty medziagy grynumas ir
reakcijy eiga buvo kontroliuojama plonasluoksnés chromatografijos (TLC)
metodu, naudojant silica gel 60 F254 ploksteles (Merck). Kolonéliné
chromatografija atlikta, naudojant silica gel 60 (0.040-0.063 mm) (Merck).
Junginiai 1a,b [158], 2a,b [159], 10a [159], 11a [160] susintetinti pagal

literatiroje aprasytas metodikas.

4,6-dimetoksipirimidin-5-karbaldehidas (2c)

o
AN \O
s
N O

I natrio metanoliato tirpala metanolyje, paruosta prie§ reakcija i$ 97 mg (4,2
mmol) natrio ir 30 ml bevandenio metanolio, kambario temperatiiroje
sudedama 354 mg (2 mmol) 4,6-dichlorpirimidin-5-karbaldehido. Reakcijos
miSinys maiSomas kambario temperatiiroje 3 val., iSpilamas i 100 ml vandens,
filtruojamas, filtratas ekstrahuojamas dichlormetanu (3 x 30 ml), ekstraktai
sujungiami ir dziovinami bevandeniu natrio sulfatu. Tirpalas nugarinamas
sumazintame slégyje. Liekana apjungiama su anks€iau nufiltruotomis
nuosédomis ir kristalinama i§ heksano. ISeiga 270 mg (80 %), lyd. t. 134-136
°C, (i$ heksano). Lit. [161] lyd. t. 135-137 °C (sk.), lit. [162] lyd.t. 142-143
°C. IR (KBr), cm™: 1690 (CO). 'H-BMR (300 MHz, CDCls,) 8, m.d.: 4,11 (s,
6H, 2 OCH,), 8,53 (s, 1H, C(2)-H), 10,38 (s, 1H, CHO). *C-BMR (75 MHz,
CDCl3) 9, m.d.: 55,3, 102,5, 160,9, 170,6, 186,8.

2-metiltio-4,6-dimetoksipirimidin-5-karbaldehidas (2d)

~
(@)

Xy o

N
~ A
S

Junginys 2d sintetinamas i$ 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbaldehido

~ e
N O

(2b) pagal junginio 2c sintezés metodikg. Gryninamas kolonélinés

chromatografijos metodu (eliuentas — chloroformas). Reakcijos trukmé 3 val.
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ISeiga 222 mg (52 %), lyd. t. 133 °C (i§ heksano). IR (KBr), cm™: 1674(CO).

'H-BMR (CDCls) 8, m.d.: 2,60 (s, 3H, SCH3), 4,10 (s, 6H, 2 OCH3), 10,26 (s,

1H, CHO). *C-BMR (CDCly) 8, m.d.: 14,6, 55,3, 98,9, 169,7, 176.8, 186,2.
HRMS apsk. (CgH1oN,03S): [M+H] "= 215,0485, rasta 215,0482.

2,4,6-trimetoksipirimidin-5-karbaldehidas (2e)

~
o

A

N
~ A
@)

I natrio metanoliato tirpalg metanolyje, paruosta pries reakcijg 1§ 184 mg (8

~Z e
N O

mmol) natrio ir 30 ml bevandenio metanolio, kambario temperatiiroje
sudedama 354 mg (2 mmol) 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbaldehido
(2b). Reakcijos miSinys maiSomas kambario temperatiiroje 24 val. Po to
iSpilamas § 100 ml vandens, filtruojamas, filtratas ekstrahuojamas
dichlormetanu (3 x 30 ml), ekstraktai sujungiami ir dziovinami bevandeniu
natrio sulfatu. Tirpalas nugarinamas sumazintame slégyje, lickana apjungiama
su anksCiau nufiltruotomis nuosédomis. Junginys gryninamas kolon¢linés
chromatografijos metodu (eliuentas — chloroformas). ISeiga 252 mg (64 %),
lyd. t. 133-136 °C (i§ heksano), Lit. [161], lyd.t. 130-133 °C. IR (KBr), cm™:
1692 (CO). 'H-BMR (CDCly) 8, m.d.: 4,07 (s, 3H, OCH3), 4,10 (s, 6H, 2
OCHj), 10,22 (s, 1H, CHO). *C-BMR (CDCls) 8, m.d.: 55,3, 55,7, 98,3, 166.3,
172,9, 185,5.

4-Chlor-6-metoksipirimidin-5-karbaldehidas (2f)
Cl
X
e

I 354 mg (2 mmol) 4,6-dichlorpirimidin-5-karbaldehido (2a) suspensijg 30
ml metanolio sulas§inama 280ul (2 mmol) trietilamino. Reakcijos miSinys
virinamas 3 valandas, iSpilamas j 100 ml vandens, filtruojamas, filtratas
ekstrahuojamas dichlormetanu (3 % 30 ml), ekstraktai sujungiami, dziovinami
bevandeniu natrio sulfatu ir sausas tirpalas nugarinamas sumazintame slégyje.

Nuosédos ir kietas likutis apjungiami ir gryninami kolonélinés
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chromatografijos metodu (eliuentas — chloroformas). I$eiga 210 mg (61 %),
lyd. t. 78-80 °C (i§ heksano). IR (KBr), cm™:1690 (CO). *H-BMR (CDCls) 8,
m.d.: 4,19 (s, 3H, OCH3), 8,70 (s, 1H, C(2)-H), 10,46 (s, 1H, CHO). *C-BMR
(CDCls) 8, m.d.: 56,0, 157,6, 160,4, 162,7, 169,9, 186,5.

4-Chlor-2-metiltio-6-metoksipirimidin-5-karbaldehidas (29)

Cl
X o

N
~ A
S

Junginys 2g sintetinamas i§ 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbaldehido

7 -
N O

(2b) pagal 4-chlor-6-metoksipirimidin-5-karbaldehido (2f) sintezés metodika.
Reakcijos trukmé 3 val. ISeiga 73 %. Lyd. t. 101-103 °C (i$ heksano), lit. lyd.
t. 98-99 °C [163]. IR (KBr), cm™: 1693 (CO). 'H-BMR (DMSO-Dg) 8, m.d.:
2,61 (s, 3H, SCHs), 4,08 (s, 3H, OCHj), 10,18, (s, 1H, CH). **C-BMR (DMSO-
D) 0, m.d.: 14,7, 56,3, 110,1, 161,0, 169,3, 176,3, 186,4.

(E)-3-[(4,6-dimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-tionas (3a)

Metodas A: ] 60 mg (0,4 mmol) indolin-2-tiono (1a) ir 67 mg (0,4 mmol)
4,6-dimetoksipirimidin-5-karbaldehido (2c) tirpala 5 ml tetrahidrofurano
sulaSinama 56 pl (0,4 mmol) trietilamino. Reakcijos miSinys maiSomas
kambario temperatiiroje 20 val., tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje iki
sausumo. Produktas gryninamas kolonélinés chromatografijos metodu
(eliuentas — benzenas:chloroformas 2:1 + eteris:chloroformas 1:1). ISeiga 32
mg (27 %), lyd. t. 193-194 °C. IR (KBr), cm™: 3438 (NH). 'H-BMR (DMSO-
Dg) 9, m.d.: 3,97 (s, 6H, 2 OCH3y), 6,85 (d, J = 7,8 Hz, 1H, C(7)H), 7,01-7,06
(m, 2H, C(4)H ir C(5)H), 7,29 (t, J = 7,5 Hz, 1H, C(6)H), 7,80 (s, 1H, CH),
8,65 (s, 1H, C(2")H), 12,69 (s, 1H, NH). **C-BMR (DMSO-Dy) 8, m.d.: 55,3,
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100,6, 110,9, 123,6, 124,7, 125,2, 128,7, 130,5, 137,7, 144,7, 158,4, 168,0,
192,5.

HRMS apsk. (C15H13N30,S): [M+H] "= 300,0801, rasta 300,0797.

Metodas B: ] 60 mg (0,4 mmol) indolin-2-tiono ir 67 mg (0,4 mmol) 4,6-
dimetoksipirimidin-5-karbaldehido tirpalg 5 ml tolueno sulasinama 56 ul (0,4
mmol) trietilamino. Reakcijos miSinys maiSomas kambario temperatiiroje 16
val., tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje iki sausumo. Produktas
gryninamas  kolon¢linés  chromatografijos  metodu  (eliuentas  —

benzenas:chloroformas 2:1 + eteris:chloroformas 1:1). ISeiga 72 mg (60 %).

(E)-6-chlor-3-[(4,6-dimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-tionas (3b)

Junginys 3b sintetinamas i§ 6-chlorindolin-2-tiono (1b) ir 4,6-
dimetoksipirimidin-5-karbaldehido (2c) pagal (E)-3-[(4,6-dimetoksipirimidin-
5-il)metilen]indolin-2-tiono (3a) sintezés metodika. ISeiga 30 % (metodas A),
50 % (metodas B). lyd. t. 222-224 °C. IR (KBr), cm™: 3427 (NH). 'H-BMR
(DMSO-Dg) 8, m.d.: 3,97 (s, 6H, 2 OCHj3), 6,84 (d, J = 8,2 Hz, 1H, C(7)H),
7,02 (d, J = 1,2 Hz, 1H, C(4)H), 7,09 (dd, J; = 8,2 Hz, J, = 1,2 Hz 1H, CH),
7,82 (s, 1H, C(5)H), 8,64 (s, 1H, C(2"H), 12,75 (s, 1H, NH). **C-BMR
(DMSO-Dg) 8, m.d.: 55,3, 100,5, 110,8, 123,3, 123,5, 126,6, 129,3, 134,7,
136,6, 145,9, 158,6, 168,0, 193,3.

HRMS apsk. (C1sH12CIN;0,S): [M+H]"= 334,0412, rasta 334,0408.
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(E)-3-[(2-metiltio-4,6-dimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-tionas (3c)

Junginys 3c sintetinamas i§ indolin-2-tiono (1a) ir 2-metiltio-4,6-
dimetoksipirimidin-5-karbaldehido (2d) pagal (E)-3-[(4,6-dimetoksipirimidin-
5-il)metilen]indolin-2-tiono (3a) sintezés metodika. ISeiga 58 % (metodas B),
lyd. t. 177-178 °C. IR (KBr), cm™: 3408 (NH).'H-BMR (DMSO-Ds) &, m.d.:
2,63 (s, 3H, SCHj), 3,97 (s, 6H, 2 OCHy), 6,90 (d, J = 7,4 Hz, 1H, CH), 7,00-
7,08 (m, 2H, 2CH), 7,28 (t, J =7,7 Hz, 1H, CH), 7,81 (s, 1H, CH,), 12,64 (s,
1H, NH). ®C-BMR (DMSO-Dg) &, m.d.: 14,5, 55,3, 96,4, 110.8, 123,5, 124.9,
125,4,129,3, 130,1, 136,7, 144,5, 167,4, 172,3, 192,5.

HRMS apsk. (C1H15N30,S,): [M+H] = 346,0678, rasta 346,0672.

(E)-6-chlor-3-[(2-metiltio-4,6-dimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-
tionas (3d)

Junginys 3d sintetinamas i§ 6-chlorindolin-2-tiono (1b) ir 2-metiltio-4,6-
dimetoksipirimidin-5-karbaldehido (2d) pagal (E)-3-[(4,6-dimetoksipirimidin-
5-il)metilen]indolin-2-tiono (3a) sintezés metodika. ISeiga 23 % (metodas A),
43 % (metodas B) lyd. t. 196-197 °C. IR (KBr), cm™: 3419 (NH). 'H-BMR
(DMSO-Dg) 8, m.d.: 2,63 (s, 3H, SCHj3), 3,97 (s, 6H, 2 OCH3), 6,89 (d, J = 8,3
Hz, 1H, C(7)H), 7,01 (d, J = 1,7 Hz, 1H, C(4)H), 7,11 (dd, J3 = 8,3 Hz, J,=1,7
Hz, 1H, C(5)H), 7,83 (s, 1H, CH), 12,71 (s, 1H, NH). **C-BMR (DMSO-Dy) 8,
m.d.: 14,5, 55,4, 96,3, 110,6, 123,2, 123,8, 126,7, 130,0, 134,2, 135,5, 145,7,
167,4,172,6, 193,3.

HRMS apsk. (C1sH14N30,S,Cl): [M+H] "= 380,0289, rasta 380,0286.
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(E)-3-[(2,4,6-trimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-tionas (3e)

Junginys 3e sintetinamas i§ indolin-2-tiono (la) ir 2,4,6-
trimetoksipirimidin-5-karbaldehido (2e) pagal (E)-3-[(4,6-dimetoksipirimidin-
5-il)metilen]indolin-2-tiono (3a) sintezés metodika. ISeiga 73 % (metodas B),
lyd. t. 190-192 °C (i§ tolueno). IR (KBr), cm™: 3391 (NH). *H-BMR (CDCly)
8, m.d.: 4,02 (s, 6H, 2 OCHy), 4,11 (s, 3H, OCHy), 6,96-7,06 (m, 3H, C(4)H,
C(5)H ir C(6)H), 7,25 (t, J = 7,6 Hz, 1H, C(6)H), 8,14 (s, 1H, CH,), 10,04 (s,
1H, NH). *C-BMR (CDCly) 8, m.d.: 54,8, 55,4, 95,0, 109,8, 123,1, 1252,
125,5, 129,0, 131,2, 135,6, 142,9, 165,2, 169,9, 193,4.

HRMS apsk. (C1sH15N305S): [M+H] = 330,0907, rasta 330,0903.

(E)-6-chlor-3-[(2,4,6-trimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-2-tionas (3f)

Junginys 3f sintetinamas i§ 6-chlorindolin-2-tiono (1b) ir 2,4,6-
trimetoksipirimidin-5-karbaldehido (2e) pagal (E)-3-[(4,6-dimetoksipirimidin-
5-il)metilen]indolin-2-tiono (3a) sintezés metodika. ISeiga 38 % (metodas A),
60 % (metodas B), lyd. t. 223 °C (sk.). IR (KBr), cm™: 3420 (NH). 'H-BMR
(DMSO-Dg) 3, m.d.: 3,95 (s, 6H, 2 OCH3), 4,02 (s, 3H, OCHj3), 6,88 (d, J = 8,3
Hz, 1H, C(7)H), 7,00 (d, J = 1,0 Hz, 1H, C(4)H), 7,09 (dd, J; = 8,3 Hz J,=1,0
Hz, 1H, C(5)H), 7,85 (s, 1H, CH), 12,66 (s, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-D) &,
m.d.: 55,3, 55,7, 94,5, 110,6, 123,1, 123,9, 126,6, 130,5, 133,9, 134,9, 145,5,
165,3, 169,8, 193,3.

HRMS apsk. (C16H14CIN;03S): [M+H]"= 364,0517, rasta 364,0516.
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Dimetil 4-(4,6-dimetoksipirimidin-5-il)-4,9-dihidrotiopirano[2,3-b]indol-
2,3-dikarboksilatas (4a)

I 128 mg (0,43 mmol) (E)-3-[(4,6-dimetoksipirimidin-5-il)metilen]indolin-
2-tiono (3a) suspensija 10 ml acetonitrilo sulasinamas 58 pl (0,47 mmol)
butino dirtigSties dimetilesterio tirpalas 5 ml acetonitrilo. Reakcijos miSinys
virinamas 1 val. AtauSinus iki kambario temperatiros, tirpiklis nugarinamas
sumazintame slégyje 1ki sausumo, produktas gryninamas koloné¢linés
chromatografijos metodu (eliuentas — eteris) ir gauta geltona alyva dZiovinama
vakuume, kol susidaro kristaliné medziaga. ISeiga 114 mg (60 %), lyd. t. 190—
191 °C. IR (KBr), cm™: 3383 (NH), 1730 (CO). 'H-BMR (DMSO-Dy) &, m.d.:
3,59 (s, 3H, OCHy), 3,82 (s, 3H, OCHg3), 3,98 (s, 6H, 2 OCHy), 5,98 (s, 1H,
CH), 6,95 (td, J; = 7,8 Hz, J, = 0,9 Hz, 1H, C(7)H), 7,06 (td, J;=8,1 Hz, J, =
1,2 Hz, 1H, C(6)H), 7,14 (d, J = 7,8 Hz, 1H, C(8)H), 7,31 (d, J = 8,1 Hz, 1H,
C(5)H), 8,38 (s, 1H, C(2")H), 11,51 (s, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-Dy) 8,
m.d.: 32,1, 53,1, 54,2, 55,3, 104,1, 104,4, 111,6, 117,1, 120,3, 122,2, 123,3,
126,0, 129,3, 131,0, 137,3, 156,4, 164,9, 167,1, 168,0.

HRMS apsk. (C21H2oN306S): [M+H] = 442,1068, rasta 442,1060.

Dimetil 7-chlor-4-(4,6-dimetoksipirimidin-5-il)-4,9-dihidrotiopirano[2,3-
blindol-2,3-dikarboksilatas (4b)

Junginys 4b sintetinamas i§ (E)-6-chlor-3-[(4,6-dimetoksipirimidin-5-
il)metilen]indolin-2-tiono (3b) ir butino dirtigsties dimetilesterio pagal dimetil
4-(4,6-dimetoksi-pirimidin-5-il)-4,9-dihidrotiopirano[2,3-b]indol-2,3-
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dikarboksilato (4a) sintezés metodika. Reakcijos trukmé 1 val. ISeiga 56 %,
lyd. t. 220-222 °C. IR (KBr), cm™: 3390 (NH), 1729 (CO).'H-BMR (DMSO-
D¢) 8, m.d.: 3,59 (s, 3H OCHy), 3,83 (s, 3H, OCHj3), 3,97 (s, 6H, 2 OCHj3), 5,94
(s, 1H, CH), 6,99 (dd, J; = 8,4 Hz, J, = 1,4 Hz, 1H, C(6)H), 7,10 (d, J = 8,4
Hz, 1H, C(8)H), 7,39 (d, J = 1,4 Hz, 1H, C(5)H), 8,39 (s, 1H, C(2)H), 11,71
(s, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-Dg) 8, m.d.: 32,0, 53,2, 54,2, 55,4, 100,2,
104,2, 104,4, 111,4, 118,3, 120,7, 124,7, 124,8, 126,9, 129,4, 130,7, 137,7,
156,6, 164,8, 167,0, 168,0.
HRMS apsk. (C1H15N305S): [M+H] = 476,0678, rasta 476,0661.

4-chlor-2-metiltiopirimido[5’,4':5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5a) ir 4-chlor-
2-metiltio-5H-pirimido[5’,4':5,6][1,3]tiazino[3,2-a]indol-5-olis (6a)

Qs S

OH Cl

Metodas A: ] 149 mg (1 mmol) indolin-2-tiono (1a) ir 223 mg 4,6-dichlor-
2-metiltiopirimidin-5-karbaldehido (2b) tirpalg 10 ml benzeno pridedama 150
mg (1,1 mmol) bevandenio kalio karbonato. Reakcijos miSinys maiSomas
kambario temperatiiroje 12 val, filtruojamas, nuosédos plaunamos 3 x 10 ml
benzeno, filtratai sujungiami, tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje,
likutis dziovinamas ir gryninamas kolon¢linés chromatografijos metodu
(eliventas — chloroformas). Junginio 5a iSeiga 210 mg (66 %), lyd. t. 183 °C
(sk.) (i8 chloroformo). 1H-BMR (CDCls) 6, m.d.: 2,72 (s, 3H, SCH3), 7,43 (td,
1H, J; = 7,3 Hz, J, = 1,0 Hz, C(7)-H), 7,63 (td, 1H, J; = 8,0 Hz, J, = 1,0 Hz,
C(8)-H), 7,79 (d, 1H, J = 8,0 Hz, C(9)-H), 8,09 (d, 1H, J = 7,1 Hz, C(6)-H),
8,62 (s, 1H, C(5)-H).13C-BMR (CDCly) 6, m.d.: 14,7, 115,3, 119,2, 121.,6,
123.,9, 124,1, 125,5, 130,6, 132,2, 154,9, 160,4, 160,7, 165,0, 171,9. UV, A, nm
(1ge): 271 (4,31), 312 (4,27), 374 (4,10), 390 (4,22), 410 (4,15).

Elementiné sudétis. Apsk. (Ci4HgN3S,Cl): C, 52,91; H, 2,54; N, 13,22.
Rasta: C, 53,29; H, 2,49; N, 13,04.
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Metodas B: | 149 mg (1 mmol) indolin-2-tiono (1a) ir 223 mg (1 mmol)
4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbaldehido ~ (2b)  tirpal3 10  ml
tetrahidrofurano sulaSinama 154 pl (1,1 mmol) trietilamino. Reakcijos miSinys
maiSomas kambario temperatiiroje 12 val., filtruojamas, nuosédos plaunamos 3
x 10 ml tetrahidrofurano, filtratai sujungiami, tirpiklis nugarinamas
sumazintame slégyje, likutis dZiovinamas ir gryninamas kolonélinés
chromatografijos metodu (eliuentas — chloroformas). I$skirti du junginiai 33
mg (10 %) junginio 6a (r.f. 0,34) ir 98 mg (31 %) junginio 5a (r.f. 0,26).
Junginio 6a lyd. t. 173 °C (i§ benzeno). IR, cm™ 3289 (OH). 'H-BMR
(DMSO-Dg) 8, m.d.: 2,56 (s, 3H, SCH3), 6,75 (s, 1H, C(11)-H), 7,13 (d, J =
7,4 Hz, 1H, C(5)-H), 7,16 (t, J = 8,0 Hz, 1H C(9)-H), 7,23 (t, J = 7,6 Hz, 1H,
C(8)-H), 7,48 (d, J = 7,4 Hz, 1H, OH), 7,55 (d, J = 7,6 Hz, 1H, C(7)-H), 7,71
(d, J = 8,0 Hz, 1H C(10)-H). *C-BMR (DMSO-Dg) &, m.d.: 14,6, 72.2, 102,0,
111,0, 119,3, 120,1, 121,9, 122,3, 123,6, 129,0, 136,8, 159,6, 164,1, 171,7.
UV, A, nm (Ige): 272 (4,51), 343 (3,98).

Elementiné sudétis. Apsk. (C14H1oN3OS,Cl): C, 50,07; H, 3,00. Rasta: C,
50,26; H, 3,16.

4-chlorpirimido[5',4':5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5b)

Cl
= | NN
N™ ~s N/)

I 149 mg (1 mmol) indolin-2-tiono (1a) ir 140 pl (1 mmol) trietilamino
tirpalg 10 ml tetrahidrofurano kambario temperatiiroje per 1 val. sulasinamas
177 mg (1 mmol) 4,6-dichlorpirimidin-5-karbaldehido (2a) tirpalas 15 ml
tetrahidrofurano. Reakcijos miSinys dar maiSomas kambario temperatiiroje 45
min, filtruojamas, tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje, likutis
dziovinamas, tirpinamas minimaliame kiekyje chloroformo ir gryninamas
kolonélinés chromatografijos metodu (eliuentas — chloroformas). ISeiga 140
mg (52 %), lyd. t. 212 °C (i§ chloroformo). *H-BMR (CDCly) &, m.d.: 7.43 (td,
1H, J3 = 7,5 Hz, J, = 0,7 Hz, C(7)-H), 7,66 (td, 1H, J; = 7,5 Hz, J, = 0,7 Hz,
C(8)-H), 7,79 (dt, 1H, J; = 7,5 Hz, J, = 0,7 Hz, C(9)-H), 8,13 (dt, 1H, J3 = 7,5
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Hz, J, = 0,7 Hz, C(6)-H) 8,66 (s, 1H, C(5)-H), 8,98 (s, 1H, C(2)-H). *C-BMR
(CDClg) 6, m.d.: 119,8, 120,2, 122,1, 123,1, 124,4, 125,4, 131,7, 134,9, 155,5,
155,6, 161,1, 161,7, 165,0. UV, A, nm (lge): 276 (4,44), 317 (4,09), 356 (3,97),
371 (4,06), 390 (3,91).

HRMS apsk. (C1gH15N303S): [M+H]"= 272,0044, rasta 272,0042.

4,8-dichlorpirimido[5',4":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5¢)

cl

cl _ | Sy
— P

N™ “g N)

I 184 mg (1 mmol) 6-chlorindolin-2-tiono (1b) tirpala 10 ml
tetrahidrofurano sulas§inama 140ul (1 mmol) trietilamino. Tirpalas, gautas
istirpinus 178 mg (1 mmol) 4,6-dichlorpirimidin-5-karbaldehido (2a) 15 mi
tetrahidrofurano, per valandg sulaSinamas j 6-chlorindolin-2-tiono tirpala.
Reakcijos miSinys maiSomas 12 wval., tirpiklis nugarinamas sumazintame
slegyje ir gautas produktas gryninamas kolon¢linés chromatografijos metodu
(eliuentas chloroformas su 0 + 50 % eterio). ISeiga 120 mg (40 %), lyd. t. 233—
235 °C. 'H-BMR (DMSO-Dg) 8, m.d.: 7,38 (dd, 1H, J; = 8,3 Hz, J, = 1,7 Hz,
C(7)-H), 7,71 (d, 1H, J = 1,7 Hz, C(9)-H), 8,40 (d, 1H, J = 8,3 Hz, C(6)-H),
8,55 (s, 1H, C(5)-H), 9,21 (s, 1H, C(2)-H). *C-BMR (DMSO0-Dg) &, m.d.:
117,2, 117,3, 123,8, 124,1, 124,3, 127,4, 131,7, 133,0, 134,6, 151,3, 159,3,
160,8, 163,9.

HRMS apsk. (C13HsN3SCly): [M+H] = 305,9654, rasta 305,9651.

4,8-dichlor-2-metiltiopirimido[5',4":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5d)

Cl
= N

= |/)\/

N™ "s™ °N” s
I 184 mg (1 mmol) 6-chlorindolin-2-tiono (1b) tirpala 15 ml

Cl

tetrahidrofurano sulaSinama 140 pl (1 mmol) trietilamino. Tirpalas, gautas
iStirpinus 223 mg (1 mmol) 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbaldehido
(2b) 15 ml tetrahidrofurano, per valandg sulasinamas j 6-chlorindolin-2-tiono

tirpalg. Reakcijos miSinys maiSomas 12 val. kambario temperatiiroje,
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filtruojamas, nuosédos praplaunamos 3 X 10 ml tetrahidrofurano, filtratai
sujungiami, tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje ir gautas produktas
gryninamas kolonélinés chromatografijos metodu (eliuentas chloroformas su 0
+ 50 % eterio). [ieiga 92 mg (26 %) lyd. t. 234-236 °C. *H-BMR (DMSO-Dy)
0, m.d.: 2,60 (s, 3H, SCH3) 7,26 (dd, 1H, J; = 8,2 Hz, J4 = 1,7 Hz, C(7)-H),
7,57 (d, 1H, J = 1,7 Hz, C(9)-H), 8,20 (d, 1H, J = 8,2 Hz, C(6)-H), 8,79 (s, 1H,
C(5)-H). *C-BMR (DMSO-Dg) &, m.d.: 14,0, 112,4, 1182, 123.2, 123,5,
124,5, 126,7, 129,4, 133,8, 154,2, 159,5, 161,2, 162,9, 164,4.
HRMS apsk. C14H;N5S,Cly: [M+H]"= 351,9531, rasta 351,9527.

4-metoksipirimido[5',4':5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5e)

O/
= SN
)
N" °s™ °N

I 86 mg (0,5 mmol) 4-chlor-6-metoksipirimidin-5-karbaldehido (2f) ir 74
mg (0,5 mmol) indolin-2-tiono (1a) tirpala 7 ml benzeno sulasinta 70 pl
trietilamino. Reakcijos miSinys maiSomas 3 wval., tirpiklis nugarinamas
Sumazintame slégyje, likutis dZiovinamas ir gryninamas kolonélinés
chromatografijos metodu (eliuentas chloroformas su 5 + 15 % eterio). ISeiga 30
mg (23 %), lyd. t. 182 °C (is chloroformo). *H-BMR (CDCls) 8, m.d.: 4,27 (s,
3H, OCHjy), 7,38 (td, 1H, J; = 7,5 Hz, J, = 1,1 Hz, C(7)-H), 7,60 (td, 1H, J; =
7,8 Hz, J, = 1,1 Hz, C(8)-H), 7,78 (d, 1H, J = 7,8 Hz, C(9)-H), 8,05 (d, 1H, J =
7,5 Hz, C(6)-H), 8,61 (s, 1H, C(5)-H), 8,76 (s, 1H, C(2)-H). **C-BMR (CDCl;)
o, m.d.: 55,4, 110,2, 1194, 121,4, 122,2, 123,6, 125,8, 130,5, 132,4, 1554,
156,5, 161,6, 163,5, 167,0. UV, A, nm (lge): 283 (4,50), 356 (4,06), 371 (4,17),
390 (4,02).

Elementiné sudétis. Apsk. (C14HgN3SO): C, 62,91; H, 3,39. Rasta: C, 63,33;
H, 3,47.
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2-metiltio-4-metoksipirimido[4’,5':5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5f)

O/
/l\N
= /)\/
N" °s”™ °N” s

Metodas A: | 240 mg (1,6 mmol) indolin-2-tiono (1a) ir 350 mg (1,6 mmol)
4-chlor-2-metiltio-6-metoksipirimidin-5-karbaldehido  (2g) tirpala 15 ml
benzeno pridedama 250 mg (1,8 mmol) bevandenio kalio karbonato. Reakcijos
miSinys maiSomas kambario temperatiiroje 24 val., filtruojamas, nuosédos
plaunamos 3 % 10 ml benzeno, filtratai sujungiami, tirpiklis nugarinamas
sumazintame slégyje, likutis dZziovinamas ir kristalinamas 1§ etilacetato. ISeiga
150 mg (30 %), lyd. t. 220-222 °C (i§ etilacetato). *H-BMR (CDCl3) 8, m.d.:
2,67 (s, 3H, SCHj), 4,23 (s, 3H, OCHy) 7,36 (td, 1H, J; = 7,5 Hz, J, = 0,9 Hz,
C(7)-H), 7,56 (td, 1H, J3 = 7,9 Hz, J, = 1,1 Hz, C(8)-H), 7,76 (d, 1H, J =79
Hz, C(9)-H), 8,01 (d, 1H, J = 7,5 Hz, C(6)-H) 8,55 (s, 1H, CH). *C-BMR
(CDCI3) 6, m.d.: 14,7, 55,4, 106,4, 119,1, 121,0, 123,4, 123,5, 125,9, 129.8,
130,0, 155,1, 161,1, 164,0, 165,7, 172,3. UV, A, nm (lge): 282 (4,43), 304
(4,35), 316 (4,21), 369 (4,36), 408 (4,31).

Elementiné sudétis. Apsk. (CigH11N3S,0): C, 57,49; H, 3,54; N, 13,41.
Rasta: C, 57,41; H, 3,45; N, 12,43.

Metodas B: I 80 mg (0,25 mmol) 4-chlor-2-
metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolo (5a) tirpala 10 ml metanolio
pridedama 70 mg (0,5 mmol) bevandenio kalio karbonato. Reakcijos miSinys
maiSomas kambario temperatiroje 3 val. ir pilamas j§ 50 ml vandens.
Susidariusios nuosédos filtruojamos, dziovinamos ir perkristalinamos i$

etilacetato. ISeiga 40 mg (51 %).

8-chlor-4-metoksipirimido[5’,4':5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (59)

o/
cl _ | S
N™ “g N/)

] 86 mg (0,5 mmol) 4-chlor-6-metoksipirimidin-5-karbaldehido (2f) ir 92

mg (0,5 mmol) 6-chlorindolin-2-tiono (1b) tirpalg 7 ml benzeno sulasinama 70
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ul trietilamino. Reakcijos miSinys maisomas 3 val., tirpiklis nugarinamas
sumazintame  slégyje, gautas  produktas  gryninamas  kolonélinés
chromatografijos metodu (eliuentas chloroformas su 0 + 10 % eterio). ISeiga 40
mg (27 %), lyd. t. 217 °C (i§ etilacetato). ‘H-BMR (CDCly) &, m.d.: 4,29 (s,
3H, OCH,) 7,32 (dd, 1H, J; = 18,2 Hz, J, = 1,8 Hz, C(7)-H), 7,71 (d, 1H, J =
1,8 Hz, C(9)-H), 7,91 (d, 1H, J = 18,2 Hz, C(6)-H), 8,58 (s, 1H, C(5)-H), 8,79
(s, 1H, C(2)-H). *C-BMR (CDCls) 8, m.d.: 55,5, 110,2, 119,6, 122,0, 123,0,
123,7, 124,1, 131,4, 136,2, 156,2, 156,8, 163,1, 163,4, 167,1. UV (CHCly), A,
nm (lge): 284 (4,52), 363 (4,12), 379 (4,22), 399 (4,09).

Elementiné sudétis. Apsk. (C14HgCIN3SO): C, 55,72; H, 2,67. Rasta: C,
55,96; H, 2,77.

8-chlor-2-metiltio-4-metoksipirimido[5',4":5,6]tiopirano|[2,3-b]indolas (5h)

o/

cl _ |\N
= /)\/
N" °s” 'N” s

] 184 mg (1 mmol) 6-chlorindolin-2-tiono (1b) tirpala 15 ml
tetrahidrofurano sulasinama 140 ul (1 mmol) trietilamino. Tirpalas, gautas
iStirpinus 218 mg (1 mmol) 4-chlor-2-metiltio-6-metoksipirimidin-5-
karbaldehido (2g) 15 ml tetrahidrofurano, per valanda sulasinamas | 6-
chlorindolin-2-tiono tirpala Reakcijos miSinys maiSomas 12 val. kambario
temperatiiroje, filtruojamas, nuosédos praplaunamos 3 x 10 ml
tetrahidrofurano, filtratai sujungiami, tirpiklis nugarinamas sumazintame
slégyje ir gautas produktas gryninamas kolonélinés chromatografijos metodu
(eliuentas dichlormetanas su 0 +~ 15 % eterio). ISeiga 46 mg (13 %) lyd. t. 201—
203 °C (i§ benzeno). "H-BMR (DMSO-Ds) 8, m.d.: 2,67 (s, 3H, SCH3), 4,21 (s,
3H, OCHy), 7,42 (dd, J; = 8,2 Hz, J, = 1,8 Hz 1H, C(7)-H), 7,74 (d, J = 1,8
Hz, 1H, C(9)-H), 8,41 (d, J = 8,2 Hz, 1H, C(6)-H), 9,01 (s, C(5)-H). 'H-BMR
(CDCly) 6, m.d.: 2,69 (s, 3H, SCH3), 4,25 (s, 3H, OCHj3), 7,33 (dd, J; = 8,1 Hz,
J,=1,8Hz 1H, C(7)-H), 7,72 (d, J = 1,8 Hz, 1H, C(9)-H), 7,90 (d, J = 8,1 Hz,
1H, C(6)-H), 8,54 (s, C(5)-H). *C-BMR (CDCl,) 8, m.d.: 14,8, 55,5, 106,4,
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1195, 121,6, 123,5, 124,1, 1245, 1354, 138,1, 155,9, 162,7, 164,1, 165,8,
172,7.
HRMS apsk. (C1sH1,CIN30S,): [M+H]"= 348,0027, rasta 348,0025.

8-chlor-2-metiltio-4-metoksipirimido[5,4":5,6]tiopirano|[2,3-b]indolas (5h)
ir 8-chlor-2-metiltio-4-metoksi-5H-pirimido[5',4":5,6][1,3]tiazino[3,2-
aJindol-5-olis (6h)

ok, S

OH O

] 138 mg (0,75 mmol) 6-chlorindolin-2-tiono (1b) ir 164 mg (0,75 mmol)
4-chlor-2-metiltio-6-metoksipirimidin-5-karbaldehido  (2g) tirpala 10 ml
tetrahidrofurano sulaSinama 105 pl (0,75 mmol) trietilamino. Reakcijos
miSinys maiSomas kambario temperatiroje 12 val., filtruojamas, nuosédos
plaunamos 3 x 10 ml tetrahidrofurano, filtratai sujungiami, tirpiklis
nugarinamas sumazintame slégyje ir produktai atskiriami kolonélinés
chromatografijos metodu (eliuentas — chloroformas). Atskirti du junginiai: 50
mg (18 %) junginio 6h (r.f. 0,22) ir 18 mg (7 %) junginio 5h (r.f. 0,15).
Junginio 6h lyd. t. 194 °C (i§ benzeno). IR (KBr), cm™: 3244 (OH). 'H-BMR
(DMSO-Dg) 8, m.d.: 2,55 (s, 3H, SCH3), 4,07 (s, 3H, OCHj3), 6,69 (s, 1H,
C(11)-H), 7,07 (d, J = 7,1 Hz, 1H, C(5)-H), 7,15 (dd, J; = 8,4 Hz, J, = 1,6 Hz
1H, C(9)-H), 7,24 (d, J = 7,1 Hz, 1H, OH), 7,52 (d, J = 8,4 Hz, 1H, C(10)-H),
7,81 (d, J = 1,7 Hz, 1H C(7)-H). *C-BMR (DMSO0-Dy) &, m.d.: 14,4, 55,4,
69,9, 101,2, 107,8, 111,2, 121,1, 121,9, 125,8, 126,8, 127,5, 137,0, 160,4,
165,6, 171,2.

4-etoksi-2-metiltiopirimido[4’,5':5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5j)

o
= \N
= l/)\/
N™ °s” °N” s

] 80 mg (0,25 mmol) 4-chlor-2-metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
blindolo (5a) tirpalg 10 ml 95 % etanolio pridedama 70 mg (0,5 mmol)
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bevandenio kalio karbonato. Reakcijos miSinys maiSomas kambario
temperatiiroje 48 val., iSpilamas j 50 ml vandens, nuosédos filtruojamos,
dziovinamos ir kristalinamos i$ etilacetato. ISeiga 60 mg (73 %), lyd. t. 227 °C
(i3 etilacetato). "H-BMR (CDCl,) 8, m.d.: 1,60 (t, 3H, J = 7,1 Hz CHy), 2,68 (s,
3H, SCHy), 4,71 (g, 2H, J = 7,1 Hz, OCHy), 7,38 (t, 1H, J = 7,5 Hz, C(7)-H),
7,59 (t, 1H, J = 7,9 Hz C(8)-H), 7,79 (d, 1H J = 7,9 Hz C(9)-H), 8,08 (d, 1H J
= 7,5 Hz, C(6)-H), 8,61 (s, 1H, C(5)-H). **C-BMR (75 MHz, CDCl3) §, m.d.:
14,6, 14,7, 64,6, 106,4, 119,3, 121,4, 123,3, 123,5, 126,4, 129,7, 130,3, 155,3,
161,6, 164,4, 165,5, 172,2.
HRMS apsk. (C1H13N30S,): [M+H] = 328,0573, rasta 328,0567.

4-amino-2-metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5k)

NH,

= \N

= l/)\/
N °s” °N” s

] 100 mg (0,31 mmol) 4-chlor-2-metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
blindolo (5a) tirpalg 10 ml tetrahidrofurano sulasinamas 1 ml 25 % amoniako
tirpalo vandenyje. Reakcijos miSinys maiSomas 24 val. kambario
temperatiiroje. Nuosédos filtruojamos, plaunamos vandeniu 2 x 10 ml,
acetonitrilu 3 x 10 ml ir dziovinamos. ISeiga 70 mg (75 %), lyd. t. > 250 °C. IR
(KBr), cm™: 3322, 3160 (NH,). 'H-BMR (DMSO-Dg) 8, m.d.: 2,54 (s, 3H,
SCHjy), 7,36 (t, 1H, J = 7,5 Hz, C(7)-H), 7,51 (t, 1H, J = 7,8 Hz C(8)-H), 7,66
(d, 1H J =7,8 Hz C(9)-H), 8,01 (d, 1H J = 7,5 Hz, C(6)-H), 8,31 (s, 2H, NH,),
9,09 (s, 1H, C(5)-H). *C-BMR (DMSO-Ds) 8, m.d.: 14,3, 103,3, 119,0, 121,2,
123,4, 126,8, 126,9, 127,8, 129,2, 154,6, 160,1, 161,7, 163,6, 171,8.

HRMS apsk. C14H10N4S,: [M+H] = 299,0420, rasta 299,0416.
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2-metiltio-4-morfolinopirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (51)
)
N

= N

s N s
I 80 mg (0,25 mmol) 4-chlor-2-metiltiopirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-
blindolo (5a) tirpala 10 ml terahidrofurano sulasinama 22 ul (0,25 mmol)
morfolino ir pridedama 70 mg (0,5 mmol) bevandenio kalio karbonato.
Reakcijos miSinys maiSomas 18 val. kambario temperatiiroje ir iSpilamas i 50
ml vandens. Susidariusios nuosédos filtruojamos, dziovinamos ir kristalinamos
i§ acetono. I3eiga 40 mg (45%), lyd. t. 185 °C. *H-BMR (CDCls) 8, m.d.: 2,65
(s, 3H, SCHjy), 3,80 — 3,96 (m, 8H, morfolil-), 7,36 (t, 1H, J = 7,5 Hz, C(7)-H),
7,57 (t, 1H, J=7,5Hz C(8)-H), 7,78(d, 1IH J =7,5Hz C(9)-H), 7,99 (d, 1H J =
7,5 Hz, C(6)-H), 8,24 (s, 1H, C(5)-H). *C-BMR (CDCl,) 8, m.d.: 14,7, 51,0,
66,9, 94,9, 119,4, 120,5, 123,2, 124,9, 126,2, 126,5, 129,7, 154,7, 162,5, 163,3,
165,8, 172,1.
HRMS apsk. (C1gH1sN40S,): [M+H] = 369,0838, rasta 369,0833.

4-fenilamino-2-metiltiopirimido[4’,5':5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5m)

S N S

] 80 mg (0,25 mmol) 4-chlor-2-metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
blindolo (8) tirpalg 10 ml terahidrofurano sulaSinama 23 ul (0,25 mmol)
anilino ir pridedama 70 mg (0,5 mmol) bevandenio kalio karbonato. Reakcijos
misinys maiSomas 48 val. kambario temperatiroje ir iSpilamas j 50 ml
vandens. Susidariusios nuosédos filtruojamos, dZziovinamos ir kristalinamos 18§
chloroformo. ISeiga 60 mg (64 %), lyd. t. 142 °C (is chloroformo). IR (KBr),
cm™: 3436 (NH). 'H-BMR (DMSO-Dg) 8, m.d.: 2,50 (s, 3H, SCH3), 7,25 (t,
1H, J = 7,4 Hz, C(Ph-4)-H), 7,43 (t, 1H, J = 7,4 Hz, C(7)-H), 7,48 (t, 2H, J =
7,5 Hz C(Ph-3,5)-H), 7,57 (t, 1H, J = 7,4 Hz C(8)-H), 7,70 (d, 1H J = 7,4 Hz

98



C(9)-H), 7,73 (d, 2H J = 7,5 Hz C(Ph-2,6)-H), 8,14 (d, 1H J = 7,4 Hz, C(6)-H),
9,48 (s, 1H, C(5)-H), 10,33 (s, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-Ds) 5, m.d.: 14,4,
104,3, 119,1, 121,3, 123,3, 124,0, 1255, 1256, 126,8, 128,4, 129,2, 129,3,
138,7, 154,9, 157,5, 159,8, 165,8, 171,3.

HRMS apsk. (C2oH14N,S,): [M+H]'= 375,0733, rasta 375,0728.

4-benzilamino-2-metiltiopirimido[4’,5’:5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5n)

Ly
= /)\/
N" °s” °N” s

I 80 mg (0,25 mmol) 4-chlor-2-metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
blindolo (5a) tirpala 10 ml terahidrofurano sulasinama 54 pL (0,5 mmol)
benzilamino. Reakcijos miSinys maiSomas 6 val. kambario temperatiiroje ir
iSpilamas | 50 ml vandens. Susidariusios nuosédos filtruiojamos, dZiovinamos
ir gryninamos kolonélinés chromatografijos metodu (eliuentas n-heksanas su
15 + 60 % etilacetato). ISeiga 50 mg (52 %), lyd. t. > 230 °C (skyla). IR (KBr),
cm™: 3240 (NH). 'H-BMR (DMSO-dg) 6, m.d.: 2,46 (s, 3H, SCH3), 4,81 (d,
2H, J = 5,5 Hz, CH,), 7,26-7,47 (m, 6H, 6CH), 7,50 (td, 1H, J; = 7,9 Hz, J, =
0,9 Hz, C(8)-H), 7,64 (d, 1H, J = 7,9 Hz, C(9)-H), 8,00 (d, 1H, J = 7,5 Hz,
C(6)-H), 9,13 (s, 1H, C(5)-H), 9,23 (t, 1H, J = 55 Hz, NH). *C-BMR
(DMSO-dg) 6, m.d.: 14,4, 44,9, 103,8, 119,1, 120,7, 121,2, 123,3, 125,9, 126,9,
127,8, 128,0, 128,3, 129,2, 129,2, 139.4, 154,9, 159,1, 163,2, 171,5. UV, A, nm
(1ge): 286 (4,51), 409 (4,29), 428 (4,32).

Elementiné sudétis. Apsk. (C1H1gN4S,): C, 64,92; H, 4,15. Rasta: C, 65,07,
H, 4,18.
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Metil[(2-metiltiopirimido[4',5’:5,6]tiopirano[2,3-b]indol-4-
il)Jamino]acetatas (50)

HN/\H/O\

O
= SN

= l/)\/

N" °s™ °N” s

I 160 mg (0,5 mmol) 4-chlor-2-metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
blindolo (5a) tirpala 20 ml tetrahidrofurano pridedama 63 mg (0,5 mmol)
aminoacto rugsties metilesterio hidrochlorido ir 140 mg (1 mmol) bevandenio
kalio karbonato. Reakcijos miSinys maiSomas 96 val. kambario temperatiroje,
iSpilamas ; 100 ml vandens, filtruojamas, nuosédos dZiovinamos, produktas
kristalinamas i§ benzeno. ISeiga 100 mg (55 %), lyd. t. 201-202 °C (is
benzeno). IR (nujole), cm™: 3520 (NH); 1746 CO.'H BMR (CDCls) 8, m.d.:
2,48 (s, 3H, SCH3), 3,71 (s, 3H, OCHy), 4,31 (d, 2H, J = 5,5 Hz, CHy), 7,38 (t,
1H,J = 7,7 Hz, C(7)-H), 7,52 (t, 1H, J = 7,7 Hz, C(8)-H), 7,66 (d, 1H, J =77
Hz, C(9)-H), 8,01 (d, 1H, J = 7,7 Hz, C(6)-H), 9,08 (s, 1H, C(5)-H), 9,22 (t,
1H, J = 5,5Hz, NH). *C BMR (CDCls) &, m.d.: 14,2, 43,5, 52,7, 103,7, 119,2,
121,2, 123,5, 1254, 126,8, 128,3, 129,4, 155,0, 159,3, 160,0, 163,1, 170,8,
171,4.

HRMS apsk. C17H14N40,S,: [M+H] = 371,0907631, rasta 371,0625.

Etil[(2-metiltiopirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-b]indol-4-il)tio]acetatas

(5p)
S/\H/O\/
= | SN O
N~ /)\ ~
S N S

I 80 mg (0,25 mmol) 4-chlor-2-metiltiopirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-
blindolo (5a) tirpala 10 ml terahidrofurano sulasinama 27 ul (0,25 mmol)
merkaptoacto riigsties etilesterio ir pridedama 70 mg (0,5 mmol) bevandenio
kalio karbonato. Reakcijos misinys maiSomas 48 valandas kambario
temperatiiroje inertin¢je atmosferoje ir iSpilamas j 50 ml vandens.

Susidariusios nuosédos filtruojamos, dziovinamos ir kristalinamos i$
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etilacetato. ISeiga 60 mg (60 %), lyd. t. 193-194 °C (i$ etilacetato). IR (KBr),
cm’: 1732 (CO).*H BMR (CDCly) 8, m.d.: 1,36 (t, 3H, J = 7,1 Hz, CHj), 2,36
(s, 3H, SCHy), 4,13 (s, 2H, SCH,), 4.29 (q, 2H, J = 7,1 Hz, OCH,), 7,35 (t, 1H,
J=7,8Hz, C(7)-H), 7,55 (t, 1H, J = 7,5 Hz C(8)-H), 7,72 (d, 1H, J = 7,8 Hz
C(9)-H), 7,99 (d, 1H, J = 7,5 Hz, C(6)-H), 8,33 (s, 1H, C(5)-H. *C BMR
(CDCly) 6, m.d.: 14,5, 14,7, 32,9, 62,5, 114,5, 119,4, 121,4, 122,8, 123,6,
125,6, 130,3, 130,9, 155,4, 161,0, 162,8, 168,4, 170,7.
HRMS apsk. (C1gH15N30,S3): [M+H] = 402,0399, rasta 402,0393.

2,4-dimetoksipirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-b]indolas (5r)

-

o}

/l\N
= /)\/
N" “s” "N” O

I 80 mg (0,25 mmol) 4-chlor-2-metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
blindolo (5a) tirpalg 10 ml metanolio pridedama 70 mg (0,5 mmol) bevandenio
kalio karbonato. Reakcijos miSinys virinamas 24 val. ir iSpilamas | 50 ml
vandens. Susidariusios nuosédos filtruojamos, dziovinamos ir gryninamos
kolonélinés chromatografijos metodu (eliuentas n-heksanas su 10 ~ 90 %
etilacetato). ISeiga 30 mg (40 %). Lyd. t. > 200 °C (skyla) (i§ tolueno). 'H-
BMR (CDCl) 6, m.d.: 4,15 (s, 3H, OCHy), 4,25 (s, 3H, OCHy), 7,36 (td, 1H,
J3=7,6 Hz, J4 = 1,1 Hz, C(7)-H), 7,57 (td, 1H, J3 = 7,6 Hz, J, = 1,6 Hz, C(8)-
H), 7,77 (d, 1H, J = 7,6 Hz, C(9)-H), 8,02 (d, 1H, J = 7,6 Hz, C(6)-H), 8,57 (s,
1H, C(5)-H). *C-BMR (DMSO-dg) 8, m.d.: 55,5, 56,1, 105.4, 119,3, 120,9,
123,3, 123,4, 126,2, 129,6, 129,6, 155,2, 161,4, 163,7, 166,3, 169,1. UV
(CHCIs), A, nm (lge): 289 (4,42), 363 (4,06), 377 (4,18), 397 (4,11).

Elementiné sudétis. Apsk. (Ci5sH13N3SO,): C, 60,59; H, 3,73. Rasta: C,
60,66; H, 3,68.
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4-N-{[(2-metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-b]indol-4-

il)amino]metil}benzensulfonamidas (5s)

s” N

] 80 mg (0,25 mmol) 4-chlor-2-metiltiopirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-
blindolo (5a) tirpalg 10 ml tetrahidrofurano pridedama 56 mg (0,25 mmol) 4-
aminometilbenzensulfonamido (9b) hidrochlorido ir 76 mg (0,55 mmol)
bevandenio kalio karbonato. Reakcijos miSinys maiSomas 24 val. kambario
temperatiiroje ir iSpilamas ; 50 ml vandens. Nuosédos filtruojamos, plaunamos
2 x 10 ml vandens ir dziovinamos 90 °C. ISeiga 88 mg (75 %), lyd. t. 255-257
°C. IR, cm™: 3386 (NH, NH,). 'H-BMR (DMSO-ds + TFA) &, m.d.: 2,51 (s,
3H, SCHy), 4,96 (d, 2H, CH,, J = 5,1 Hz), 7,38 (s (platus), 2H, NH,), 7,58-7,72
(m, 5H, 5CH), 7,84 (d, 2H, 2CH, J = 8,2 Hz), 8,20 (d, 1H, 1CH, J = 7,5 Hz),
9,93 (s, 1H, CH), 10,09 (t, 1H, NH, J = 5,1 Hz). *C-BMR (DMSO-dg) &, m.d.:
14,4, 44,6, 103,6, 119,2, 120,7, 121,2, 123,4, 125,9, 126,5, 126,8, 128,1, 128,4,
129,3, 143,6, 154,9, 159,2, 159,9, 163,2, 171,5.

HRMS apsk. (C1H17N50,S3): [M+H] = 468,0617, rasta 468,0609.

4-N-{2-[(2-metiltiopirimido[4’,5":5,6]tiopirano[2,3-b]indol-

4il)amino]etil}benzensulfonamidas (5t)

/\/©/\NH2
HN

= N

= l/)\/

N" °s” °N” s

] 80 mg (0,25 mmol) 4-chlor-2-metiltiopirimido[4',5":5,6]tiopirano[2,3-
blindolo (5a) ir 50 mg (0,25 mmol) 4-aminoetilbenzensulfonamido (9b) tirpala
10 ml tetrahidrofurano pridedama 40 mg (0,29 mmol) bevandenio kalio
karbonato. Reakcijos miSinys maiSomas kambario temperatiroje 6 val.,
filtruojamas, nuosédos plaunamos 3 x 20 ml tetrahidrofurano, filtratai

surenkami, koncentruojami, produktas uzneSamas ant silikagelio ir gryninamas
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kolonélinés chromatografijos metodu (eliuentas eteris su tetrahidrofuranu 3:1).
ISeiga 50 mg (42 %), lyd. t. 270-273 °C. IR (KBr), cm™: 3388 (NH, NH,). 'H-
BMR (DMSO-dg) &, m.d.: 2,60 (s, 3H, SCHy), 3,11 (t, 2H, CH,, J = 7,3 Hz),
3,81 — 3,88 (m, 2H, CH,), 7,32 (s (platus), 2H, NH,), 7,39 (t, 1H, CH, J = 7,5
Hz), 7,51 (d, 2H, 2CH, J = 7,5 Hz), 7,53 (t, 1H, CH, J = 7,5 Hz), 7,67 (d, 2H,
2CH, J = 7,5 Hz), 7,79 (d, 2H, 2CH, J = 8,2 Hz), 8,04 (d, 1H, 1CH, J = 7,5
Hz), 8,89 (t, 1H, NH, J = 5,7 Hz), 9,09 (s, 1H, CH).
HRMS apsk. (C22H1oN50,S3): [M+H] = 482,0744, rasta 482,0771.

4-[N-(6-chlor-5-formil-2-metiltiopirimidin-4-il)amino]benzensulfonamidas
(8a)

oW

I 223 mg (1 mmol) 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbaldehido (2b) ir
170 mg (1 mmol) 4-aminobenzensulfonamido (9a) tirpala 10 ml
tetrahidrofurano sulasinama 278 pl (2 mmol) trietilamino. Reakcijos miSinys
virinamas 36 val., atauSinamas, tirpiklis nugarinamas sumaZintame slégyje ir
likutis gryninamas kolonélinés chromatografijos metodu (eliuentas — eteris).
I3eiga 108 mg (30 %), lyd. t. 227 °C (i§ metanolio). IR (KBr), cm™: 3318, 3236
(NH, NH,), 1638 (CHO). 'H-BMR (DMSO-Dg) 8, m.d.: 2,57 (s, 3H, SCHy),
7,38 (s, 2H, NHy), 7,84-7,92 (m, 4H, Ar-H), 10,25 (s, 1H, NH), 11,26 (s, 1H,
CHO). *C-BMR (DMSO-Dy) 8, m.d.: 14,9, 105,9, 115,8, 123,2, 127,3, 140,4,
140,9, 158,4, 164,5, 191,6.

Elementiné sudétis. Apsk. (C1,H1;CIN4O3S,): C, 40,17; H, 3,09. Rasta: C,
40,27; H, 3,16.
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4-{[N-(6-chlor-5-formil-2-metiltiopirimidin-4-

il)Jamino]metil}benzensulfonamidas (8b)

\S)'\N/ N
H/\©\O
0.0

N
NH,

I 223 mg (1 mmol) 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbaldehido (2b)
tirpala 8 ml tetrahidrofurano pridedama 220 mg (1 mmol) 4-
aminometilbenzensulfonamodo (9b) hidrochlorido ir 280 mg (2,1 mmol)
bevandenio kalio karbonato. Reakcijos miSinys virinamas 10 val., atauSinamas
iki kambario temperatiiros ir iSpilamas j 50 ml vandens. Susidariusios
nuoseédos filtruojamos, dziovinamos ir kristalinamos 1§ 2-propanolio. ISeiga
260 mg (70 %), lyd. t. 195 °C (i§ 2-propanolio). IR (KBr), cm™: 3480, 3276
(NH, NH,), 1648 (CO). *H-BMR (DMSO-Dg) &, m.d.: 2,39 (s, 3H, SCH,), 4,83
(d, J = 6,2 Hz, 2H, CH,), 7,33 (s, 2H, NH,), 7,50 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Ar-H),
7,78 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Ar-H), 9,82 (t, J = 6,2 Hz, 1H, NH), 10,18 (s, 1H,
CHO). *C-BMR (DMSO0-Dg) 8, m.d.: 14,6, 44,5, 105,3, 126,5, 128,3, 143,3,
143,5, 160,1, 164,1, 176,1, 190,5.

Elementiné sudétis. Apsk. (C13H13CIN4O3S,): C, 41,88; H, 3,51. Rasta: C,
41,87; H 3,58.
4-{2-[N-(6-chlor-5-formil-2-metiltiopirimidin-4-

il)amino]etil}benzensulfonamidas (8c)
.0

cl
s<
(e
~
SsTONT N
H

Junginys 8c sintetinamas i$ 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbaldehido
(2b) ir 4-(2-aminoetil)benzensulfonamido (2c) pagal 4-{[N-(6-chlor-5-formil-
2-metiltiopirimidin-4-il)amino]metil}benzensulfonamido (8b) sintezés

metodikg. Reakcijos trukmé 3 wval., iSeiga 61 %, lyd. t. 182 °C (i§ 2-
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propanolio). IR (KBr), cm™: 3256 (NH, NH,), 1646 (CO). ‘H-BMR (DMSO-
De) &, m.d.: 2,56 (s, 3H, SCH3), 3,01 (t, J = 7,2 Hz, 2H, CH,), 3,79-3,86 (m,
2H, CH,), 7,34 (s, 2H, NH,), 7,46 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ar-H), 7,78 (d, J = 8,0
Hz, 2H, Ar-H), 9,38 (t, J = 5,8 Hz, 1H, NH), 10,13 (s, 1H, CH). *C-BMR
(DMSO-Dg) 5, m.d.: 14,6, 35,0, 42,4, 105,0, 126,5, 129,9, 143,0, 143,8, 160,1,
164,2, 176,2, 190,7.

HRMS apsk. (C14H15CIN4O3S,): [M+H]"= 387,0347, rasta 387,0340.

4-[N-(6-chlor-5-ciano-2-metiltiopirimidin-4-il)amino]benzensulfonamidas
(12a)

\H2

Kol
\S)\N/ cl
Junginys 12a sintetinamas i§ 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbonitrilo
(10a) ir 4-aminobenzensulfonamido (9a) pagal 4-[N-(6-chlor-5-formil-2-
metiltiopirimidin-4-il)amino]benzensulfonamido (8a) sintezés metodika.
Reakcijos trukmé 24 val. ISeiga (84 %), lyd. t. 217 °C (sk.) IR (KBr), cm™:
3326, 3272 (NH, NH,), 2222 (CN). *H-BMR (DMSO0-Dg) &, m.d.: 2,47 (s, 3H,
SCHs), 7,36 (s, 2H, NH,), 7,75-7,85 (m, 4H, Ar-H), 10,44 (s, 1H, NH). **C-

BMR (DMSO-Dg) 6, m.d.: 14,6, 87,6, 114,3, 124,1, 126,8, 140,9, 141,0, 160,2,
162,1, 175,5.

HRMS apsk. (C1.H1oCIN50,S,): [M+H] "= 356,0037, rasta: 356,0033.

4-{[N-(6-chlor-5-ciano-2-metiltiopirimidin-4-

il)Jamino]metil}benzensulfonamidas (12b)

cl y
—
Y
\SJ\N/ N
H/\©\(|)|
s
|
NH,

I 220 mg (1 mmol) 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbonitrilo (10a)
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tirpala 8 ml tetrahidrofurano pridedama 220 mg (1 mmol) 4-
aminometilbenzensulfonamido (9b) hidrochlorido ir 280 mg (2 mmol)
bevandenio kalio karbonato. Reakcijos miSinys maisomas 1 val. kambario
temperatiroje, iSpilamas j 50 ml vandens. Nuosédos filtruojamos, dziovinamos
ir kristalinamos i§ metanolio. ISeiga 140 mg (38 %), lyd. t. 140 °C (i$
metanolio). IR (KBr), cm™: 3340, 3250 (NH, NH,), 2222 (CN). 'H-BMR
(DMSO-Dg) 8, m.d.: 2,37 (s, 3H, SCH3), 4,69 (d, J = 5,8 Hz, 2H, CH,), 7,35 (s,
2H, NH,), 7,51 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ar-H), 7,78 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ar-H), 9,13
(t, J = 5,8 Hz, 1H, NH). *C-BMR (DMS0-Dg) 5, m.d.: 14,5, 44,9, 85,7, 114,86,
126,4, 128,3, 143,2, 149,5, 161,1, 161,4, 175,3.

Elementiné sudétis. Apsk. (C13H12CINsO,S,): C, 42,22; H, 3,27. Rasta: C,
42,43; H, 3,42.

4-{2-[N-(6-chlor-5-ciano-2-metiltiopirimidin-4-

il)amino]etil}benzensulfonamidas (12c)

%0

cl
2
\sji\N/ N/\/©/
H

I 220 mg (1 mmol) 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbonitrilo (10a) ir
200 mg (1 mmol) 4-(2-aminoetil)benzensulfonamido (9c) tirpala 10 ml
tetrahidrofurano pridedama 144 mg (1,04 mmol) bevandenio kalio karbonato.
Reakcijos miSinys virinamas 3 val., atauSinamas iki kambario temperatiiros ir
iSpilamas § 70 ml vandens. Nuosédos filtruojamos, dziovinamos ore ir
kristalinamos i§ metanolio. ISeiga 280 mg (73 %), lyd. t. 213 °C (i$ metanolio).
IR (KBr), cm™: 3366, 3264 (NH, NH,), 2218 (CN). 'H-BMR (DMSO-Dy) 5,
m.d.: 2,53 (s, 3H, SCHy), 2,97 (t, J = 7,1 Hz, 2H, CH,), 3,65 — 3,72 (m, 2H,
CH,), 7,33 (s, 2H, NH,), 7,43 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 7,77 (d, J = 8,2 Hz,
2H, Ar-H), 8,61 (t, J = 6,1 Hz, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-Dg) 5, m.d.: 14,6,
34,8 43,0, 85,3, 114,6, 126,5, 129,9, 142,9, 1439, 161,1, 161,3, 175,3.

Elementiné sudétis. Apsk. (C14H14CIN5sO,S;): C, 43,80; H, 3,68. Rasta: C,
44,12; H, 3,59.

106



4-[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-il)Jamino]benzensulfonamidas (13a)

N)\/[NOZ
L
N

Cl

] 200 mg (1,03 mmol) 4,6-dichlor-5-nitropirimidino (11a) ir 180 mg (1,03
mmol) 4-aminobenzensulfonamido (9a) tirpala 10 ml tetrahidrofurano
sulasinama 278 pul (2 mmol) trietilamino. Reakcijos miSinys virinamas 16 val.,
tirpiklis nugarinamas sumazintame slégyje ir likutis gryninamas kolonélinés
chromatografijos metodu (eliuentas etilacetatas su n-heksanu 1:1). ISeiga 240
mg (71 %), lyd. t. 200 °C (sk.). IR (KBr), cm™; 3375; 3340; 3270 (NH). *H-
BMR (DMSO-Dg) 8, m.d.: 7,38 (s, 2H, NH,), 7,72-7,85 (m, 4H, Ar-H), 8,61 (s,
1H, CH), 10,36 (s, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-dg) 5, m.d.: 117,9, 1258,
126,8, 140,8 141,5, 152,6, 155,5, 156,7.

HRMS apsk (C19HgCIN50,4S): [M-H] = 327,9913, rasta 327,9912.

4-{[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-il)amino]metil}benzensulfonamidas

(13b)
Cl
N NO,
l —
N H/\©\9/O
SI/
NH,

I 291 mg (1,5 mmol) 4,6-dichlor-5-nitropirimidino (11a) tirpala 15 ml
tetrahidrofurano pridedama 335 mg (1,5 mmol) 4-
aminometilbenzensulfonamido (9b) hidrochlorido ir 345 mg (2,5 mmol)
bevandenio kalio karbonato. Reakcijos misinys maisomas kambario
temperatiroje 8 val., nufiltruojamas, filtratas nugarinamas sumazintame
slegyje ir likutis gryninamas kolonélinés chromatografijos metodu (eliuentas
etilacetatas su n-heksanu 1:1). ISeiga 394 mg (76 %), lyd. t. 166 °C. IR (KBr),
cm™: 3294 (NH), 3370 (NH). *H-BMR (DMSO-Dg) &, m.d.: 4,76 (d, J = 5,9
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Hz, 2H, CH,), 7,34 (s, 2H, NH,), 7,50 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Ar-H), 7,78 (d, J =
8,3 Hz, 2H, Ar-H), 8,46 (s, 1H, CH), 9,11 (t, 1H, NH, J = 5,9 Hz). *C-BMR
(DMSO-Dg) 6, m.d.: 44,7, 126,5, 128,1, 128,9, 142,9, 143,5, 151,7, 155,1,
158,9.

Elementiné sudétis. Apsk. (C11H1oCINsO,4S): C, 38,43; H, 2,93. Rasta: C,
38,54; H, 2,86.

4-{2-[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-il)amino]etil}benzensulfonamidas
(13c)

NO CISI)/O
AN 2 ~

Junginys 13c sintetinamas i$§ 4,6-dichlor-5-nitropirimidino (11a) ir 4-(2-
aminoetil)benzensulfonamido (9c) pagal 4-{[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-
il)amino]metil}benzensulfonamido (13b) sintezés metodika. ISeiga 64 %, lyd.
t. 189 °C. IR (KBr), cm™: 3267, 3349, 3396 (NH, NH,). *H-BMR (DMSO-Dy)
8, m.d.: 2,97 (t, J = 7,2 Hz, 2H, CH,) 3,69-3,76 (m, 2H, CH,), 7,33 (s, 2H,
NH,), 7,43 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 7,77 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 8,49 (s,
1H, CH), 8,57 (t, J = 5,5 Hz, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-Ds) 8, m.d.: 34,7,
43,0, 126,4, 128,8, 129,9, 143,0, 143,8, 151,5, 154,9, 158,9.

Elementiné sudétis. Apsk. (C1,H1,CIN5O,4S): C, 40,28; H, 3,38. Rasta: C,
40,46; H, 3,59.

4-{[N-(5-nitro-6-okso-1,6-dihidro-4-
pirimidinil)amino]metil}benzensulfonamidas (15b)

0O

NH,
] 160 mg (0,466 mmol)  4-{[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-
il)amino]metil } benzensulfonamido tirpala 5 ml tetrahidrofurano sulaSinama

150 pl vandens. MiSinys paliekamas kambario temperatiiroje 3 dienoms.
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Susidariusios nuosédos filtruojamos, plaunamos 3 x 5 ml tetrahidrofurano ir
dziovinamos. I$eiga 125 mg (83 %), lyd. t. >300 °C (sk.). IR (KBr), cm™: 1676
(CO), 3066, 3191, 3274, 3324 (NH, NH,). 'H-BMR (DMSO0-Dg) &, m.d.: 4,86
(d, J = 6,2 Hz, 2H, CHy), 7,33 (s, 2H, NH), 7,49 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H),
7,78 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 8,09 (s, 1H, CH), 10,0 (t, 1H, NH, J = 6,2 Hz),
12,47 (s, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-Dg) 8, m.d.: 45,1, 116,3, 126,4, 1281,
143,4, 1435, 152,7, 155,6, 158,9.

HRMS apsk. (C11H1:N505S): [M+H] "= 326,0554, rasta 326,0554.

Elementiné sudétis. Apsk. (C11H11NsOsS): C, 40,61; H, 3,41. Rasta: C,
40,94; H, 3,64.

4-Chlor-2-metiltio-6-metoksipirimidin-5-karbonitrilas (10b)

BN
~ )l\ = -
s” N o
I 2,5 g (11,35 mmol) 4,6-dichlor-2-metiltiopirimidin-5-karbonitrilo (10a)
suspensija 40 ml metanolio sulasinama 1,3 g (12,87 mmol) trietilamino.
Reakcijos miSinys maiSomas kambario temperatiiroje 2 val. ir iSpilamas |
vandenj. Nuosédos filtruojamos ir kristalinamos. ISeiga 2,22 g (91 %), lyd. t.
123-124,5 °C (metanolio ir vandens misinys). IR (KBr), cm™: 2229 (CN). 'H-
BMR (CDCl3) 8, m.d.: 2,60 (s, 3H, SCHj3), 4,13 (s, 3H, OCHy).
Elementiné sudétis. Apsk. (C;HgCIN3OS): C, 38,99; H, 2,80; N, 19,48.
Rasta: C, 39,15; H, 2,68; N, 19,28.

4-{[N-(5-cian-2-metiltio-6-metoksipirimidin-4-

il)Jamino]metil}benzenesulfonamidas (16)

? N
=
o
~ ~
S N N
H/\©\O
Lo
|
NH,

Junginys 16 sintetinamas i$ 4-chlor-2-metiltio-6-metoksipirimidin-5-

karbonitrilo (10b) ir 4-aminometilbenzensulfonamido (9b) hidrochlorido pagal
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4-{[N-(6-chlor-5-ciano-2-metiltiopirimidin-4-il)amino]etil }benzensulfonamido
(12b) sintezés metodika. Reakcijos trukmé 20 val., iSeiga 63 %, lyd. t. 135 °C.
IR (KBr), cm™: 3344, 3316, 3250 (NH, NH,), 2218 (CN). *H-BMR (DMSO-
D¢) 6, m.d.: 2,37 (s, 3H, SCH3), 3,93 (s, 3H, OCHy), 4,66 (d, J = 7,1 Hz, 2H,
CH,), 7,32 (s, 2H, NH,), 7,48 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Ar-H), 7,78 (d, J = 8,3 Hz,
2H, Ar-H), 8,65 (t, J = 7,1 Hz, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-Dg) &, m.d.: 14,4,
44,6, 55,4, 69,9, 115,0, 126,4, 128,2, 143,3, 144,0, 162,7, 170,2, 174,9.

Elementiné sudétis. Apsk. (C14H15sNsO3S,): C, 46,01; H, 4,14. Rasta: C,
46,29; H, 3,89.

4-{[N-(6-metoksi-5-nitropirimidin-4-il)Jamino]metil}benzensulfonamidas
(17b)

T

N N
/\©\O
2o

.

I 194 mg (1 mmol) 4,6-dichlor-5-nitrop'\;ri2midino (11a) tirpala 10 ml
tetrahidrofurano pridedama 223 mg (1 mmol) 4-aminometilbenzensulfonamido
(9b) hidrochlorido ir 290 mg (2,1 mmol) bevandenio kalio karbonato.
Reakcijos miSinys maiSomas kambario temperatiroje 8 val., filtruojamas,
filtratas praplaunamas 5 ml tetrahidrofurano, filtratai surenkami ir tirpiklis
nugarinamas sumazintame slégyje. Gautas likutis uzpilamas 20 ml metanolio,
virinamas 30 min. ir palickamas létai atausti iki kambario temperatiiros.
Susidare kristalai filtruojami ir dziovinami ore. ISeiga 200 mg (57 %), lyd. t.
174 °C (i§ metanolio). IR (KBr), cm™ 3270, 3374 (NH, NH,). *H-BMR
(DMSO0-Dg) 6, m.d.: 4,00 (s, 3H, OCHy), 4,80 (d, J = 6,1 Hz, 2H, CH,,), 7,33
(s, 2H, NH,), 7,50 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ar-H), 7,78 (d, J = 8,1 Hz, 2H, Ar-H),
8,31 (s, 1H, CH), 9,14 (t, J = 6,1 Hz, 1H, NH). **C-BMR (DMSO-Dg) 5, m.d.:
44,8, 55,9, 116,7, 126,4, 128,0, 143,3, 143,8, 156,6, 159,3, 163,8.

Elementiné sudétis. Apsk. (C1pH13NsOsS): C, 42,47; H, 3,86. Rasta: C,
42,29; H, 4,01.
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4-{2-[N-(6-metoksi-5-nitropirimidin-4-il)amino]etil}benzensulfonamidas
(17c)

\O (6]

NO §°
| > i “NH,
L
N~ "N
H

Junginys 17c¢ sintetinamas i§ 4,6-dichlor-5-nitropirimidino (11a) ir 4-(2-
aminoetil)benzensulfonamido (9c) bei metanolio pagal 4-{[N-(6-metoksi-5-
nitropirimidin-4-il)amino]metil}benzensulfonamido (17b) sintezés metodika.
ISeiga 47 %, lyd. t. 208 °C (i§ metanolio). IR (KBr), cm™: 3256, 3358 (NH,
NH,). *H-BMR (DMSO0-Dg) 8, m.d.: 2,98 (t, J = 7,2 Hz, 2H, CH,), 3,75-3,81
(m, 2H, CH,), 4,00 (s, 3H, OCHsy), 7,33 (s, 2H, NH,), 7,45 (d, J = 8,2 Hz, 2H,
Ar-H), 7,77 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 8,38 (s, 1H, CH), 8,63 (t, J = 5,7 Hz,
1H, NH). *C-BMR (DMSO-Dg) 8, m.d.: 35,2, 42,9, 55,8, 120,7, 126,5, 129,9,
1429, 144.,0, 156,5, 159,4, 163,8.

Elementiné sudétis. Apsk. (C13HisNsOsS): C, 44,19; H, 4,28. Rasta: C,
44,25; H, 4,38.

4-[N-(6-benzilamino-5-nitropirimidin-4-il)Jamino]benzensulfonamidas
(19a)

] 120 mg (0,364  mmol)  4-[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-
il)amino]benzensulfonamido (13a) tirpala 5 ml dimetilformamido sulasinama
40 pl (0,364 mmol) benzilamino ir pridedama 55 mg (0,4 mmol) bevandenio
kalio karbonato. Reakcijos misSinys maiSomas 100 °C temperattiroje 12 val.,
atauSinamas iki kambario temperatiiros ir iSpilamas j 50 ml vandens. Gautos
nuosédos filtruojamos, plaunamos vandeniu, dziovinamos ir gryninamos

kolonélinés chromatografijos metodu (eliuentas etilacetas su n-heksanu 1:1).
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Ieiga 88 mg (60 %), lyd. t. 195 °C. IR (KBr), cm™: 3347 (NH). ‘H-BMR
(DMSO-Dg) &, m.d.: 4,84 (d, J = 6,0 Hz, 2H, CH,), 7,25-7,37 (m, 7H, NH,,
Ph), 7,83 (s, 4H, Ar-H ), 8,18 (s, 1H, CH), 9,91 (t, J = 6,0 Hz, 1H, NH), 11,03
(s, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-Dg) 8, m.d.: 45,0, 113,7, 124,8, 126,9, 127,6,
128,0, 129,0, 139,4, 140,9, 141,2, 156,1, 157,2, 159,9.

Elementiné sudétis. Apsk. (Cy7H16NgO4S): C, 50,99; H, 4,03. Rasta: C,
50,94; H, 4,23.

4-{[N-(6-benzilamino-5-nitropirimidin-4-

illamino]metil}benzensulfonamidas (19b)

Junginys  19b  sintetinamas i§  4-{[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-
il)amino]metil}benzensulfonamido (13b) ir benzilamino pagal 4-[N-(6-
benzilamino-5-nitro-4-il)amino]benzensulfonamido (13a) sintezés metodika.
Reakcijos trukmé 3 val., ideiga 34 %, lyd. t. 162 °C. IR (KBr), cm™: 3339,
3273 (NH, NH,). *H-BMR (DMSO0-Dg) 8, m.d.: 4,80 (d, J = 6,1 Hz, 2H, CH,),
4,85 (d, J = 6.0 Hz, 2H, CH,), 7,23 — 7,37 (m, 7H, Ph, NH,), 7,51 (d, J = 8,2
Hz, 2H, Ar-H), 7,78 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar=H), 8,04 (s, 1H, CH), 9,88 (t, J =
6,1 Hz, 1H, NH), 9,96 (t, J = 6,0 Hz, 1H, NH). *C-BMR (DMSO-Ds) 8, m.d.:
446,449, 113,1, 126,4, 127,6, 128,0, 128,1, 129,0, 139,5, 143,2, 143,8, 157,4,
157,5, 160,0.

Elementiné sudétis. Apsk. (C1gH1gNgO4S): C, 52,17; H, 4,38. Rasta: C,
52,43; H, 4,59.

4-{2-[N-(6-benzilamino-5-nitropirimidin-4-

il)amino]etil}benzensulfonamidas (19c)

N/ N

H
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Junginys  19c sintetinamas 1§  4-{2-[N-(6-chlor-5-nitropirimidin-4-
il)amino]etil}benzensulfonamido (13c) ir benzilamino pagal 4-[N-(6-
benzilamino-5-nitro-4-il)amino]benzensulfonamido (19a) sintezés metodika.
Reakcijos trukmé 3 val., ifeiga 35 %, lyd. t. 211 °C. IR (KBr), cm™: 3274,
3335 (NH, NH,). *H-BMR (DMSO-Dg) &, m.d.: 3,00 (t, J = 6,2 Hz, 2H, CH,),
3,79-3,86 (m, 2H, CH,), 4,80 (d, J = 5,9 Hz, 2H, CH,), 7,22 — 7,35 (m, 7H, Ph,
NH,), 7,46 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 7,77 (d, J = 8,2 Hz, 2H, Ar-H), 8,12 (s,
1H, CH), 9,49 (t, J = 5,8 Hz, 1H, NH), 9,86 (t, J = 5,9 Hz, 1H, NH). **C-BMR
(DMSO0-Dg) 6, m.d.: 35,1, 42,8, 44,9, 112,9, 126,5, 127,6, 128,0, 129,0, 129,9,
139,5, 142,9, 144,0, 157,4, 157,5, 160,2.

HRMS apsk. (C1gH20N604S): [M+H] = 429,1340, rasta 429,1339.

4-[N-(6-benzilamino-5-cian-2-metiltiopirimidin-4-
il)Jamino]benzensulfonamidas (18a)
NH,
T
\S)\N/ N/\©
N
Junginys 18a sintetinamas i§ 4-(6-chlor-5-ciano-5-metiltiopirimidin-4-
ilamino)benzensulfonamido (12a) ir benzilamino pagal 4-[N-(6-benzilamino-5-
nitro-4-il)Jamino]benzensulfonamido (13a) sintezés metodikg. Reakcijos
trukmeé 12 val., junginys gryninamas kolonélinés chromatografijos metodu
(eliuentas eteris). ISeiga 54 %, lyd. t. 194 °C. IR (KBr), cm™: 3417 (NH, NH,),
2198 (CN). 'H-BMR (DMSO-Dg) &, m.d.: 2,34 (s, 3H, SCHj3), 4,59 (s, 2H,

CH,), 7,24-7,34 (m, 7H, 2NH, Ph), 7,66 (m, 4H, Ar-H), 8,10 (s, 1H, NH).
HRMS apsk. (C1gH15Ng0,S,): [M+H] = 427,1005, rasta 427,1011.
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