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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg mono-acylowane pochodne kwestiomycyny A znajdujgce zastoso-
wanie w syntezie medycznej jako skfadniki aktywne lekéw przeciwnowotworowych. Mono-acylowane
pochodne kwestiomycyny A sg wykorzystywane jako inhibitory enzyméw, w oznaczaniu kwasow dez-
oksyrybonukleinowych (DNA), identyfikacji martwych komérek, wykrywaniu enzyméw bakteryjnych,
jako barwniki syntetyczne, oraz jako nowej generaciji $rodki ochrony roslin.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposéb wytwarzania mono-acylowanych pochodnych Kwe-
stiomycyny A.

Mono-acylowane na terminalnej grupie aminowej 2-amino-3H-fenoksaz-3-ony stanowig fragment
aktywny szeregu biologicznie aktywnych zwigzkéw naturalnych. Przyktadem sg Chandrananimycyny
i Eksfoliazon znane z serii publikacji Maskey et al. The Journal of Antibiotics, 2003, 56, 622—629, Imai
et al. The Journal of Antibiotics, 1990, 43(12), 1606—1607 i Ren et al. Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters, 2013, 23, 301-304, wykazujgce aktywnos¢ przeciwnowotworowg. Innym przyktadem acylowa-
nych pochodnych hamujgcych namnazanie komérek nowotworowych sg Bezzeramycyny B i C znane
Z publikacji Gomes et al. European Journal of Organic Chemistry, 2010, 231-235, oraz Chandranani-
mycyna D znana z publikacji Gomes et al. The Journal of Natural Products, 2010, 73, 1461-1464, fe-
noksazony funkcjonalizowane w pozycji C-8 pierscienia benzenowego.

Przyktadem acetylowanego fenoksazonu funkcjonalizowanego w pozycji C-7 pierscienia benze-
nowego jest 2-acetyloamino-7-metoksy-3H-fenoksaz-3-on znany z publikacji Macias et al. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 2005, 53, 538-548 i Macias et al. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2006, 54, 991-1000. Z pracy przeglgdowej Beiz Pest Management Science, 2007, 63,
308-326 i z publikacji Venturelli et al. The Plant Cell, 2015, 27, 3175-3189, znane sg wiasciwosci fito-
toksyczne acetylowanej Kwestiomycyny A i jej pochodnej metoksylowanej w pozycji C-7. Zwigzki te sg
wytwarzane w glebie, w wyniku korzeniowego wydzielania cyklicznych kwaséw hydroksamowych
DIBOA (4-dihydroksy-2H-1,4-benzoksazyn-3(4H)-on) lub DIMBOA (2,4-dihydroksy-7-metoksy-2H-1,4-
-benzoksazyn-3(4H)-on) i wykazujg korzystng, w poréwnaniu do zwigzkdw nieacetylowanych, zdolnos¢
zapobiegania kietkowania nasion chwastow i innych roslin niepozgdanych w uprawach rolnych. Zwigzki
przedstawione powyzej posiadajg ugrupowanie amidowe w pozycji C-2 szkieletu fenoksazonowego.

Przyktadem amidowych zwigzkéw pokrewnych sg Aktynomycyny, antybiotyki polipeptydowe
znane z pracy przegladowej Hollstein Chemical Reviews, 1964, 625-652. Aktynomycyna D jest stoso-
wana w leczeniu choréb nowotworowych. Z publikacji Veselkov et al. European Journal of Biochemis-
try, 2003, 270, 4200-4207, znane sg analogi Aktynomycyny D spowalniajgce namnazanie sie komérek
nowotworowych. Patent WO 2010/062536 A2 ujawnia ich przydatno$¢ w identyfikacji martwych komé-
rek. Pokrewne kwasy plektosphaeroilowe znane z publikacji Carr et al. Organic Letters, 2009, 11(14),
2996-2999, oraz kwas cynnabarynowy znany z publikacji Pasceri et al. Journal of Medicinal Chemistry,
2013, 56, 3310-3317, fenoksazonowe zwigzki naturalne z wolng grupg karboksylowg hamujg aktyw-
nos¢ 2,3-dioksygenazy indoloaminowej.

Acylowanie amoniaku oraz nukleofilowych amin pierwszo- i drugorzedowych klasycznie prowadzi
sie w neutralnym rozpuszczalniku organicznym i wymagane sg aktywne formy kwaséw karboksylowych,
przyktadowo bezwodniki kwasowe lub bardziej reaktywne halogenki acylowe. Acetylowanie amin wol-
nym kwasem karboksylowym polega na ogrzewaniu wytworzonej soli, jednak ograniczeniem metody sg
substraty wrazliwe na wysokie temperatury. W przypadku wrazliwych zwigzkéw w tym pochodzenia
naturalnego stosuje sie dodatki aktywujgce. Dodatkowym problemem jest ich toksycznos¢, a ich pozo-
statosci sg trudne do usuniecia, co wymaga duzego naktadu czasu.

Sposdb wytwarzania acylowanych na grupie aminowej estréow karboksylowych 2-amino-1,9-di-
karboksyfenoksaz-3-onéw jest znany z opisu w publikacjach Jabri i Overman The Journal of Organic
Chemistry, 2013, 78, 8766—8788, Jabri i Overman Journal of the American Chemical Society, 2013,
135, 4231-4234 i polega na acylowaniu dwuweglanem di-tert-butylu [(Boc)20] oraz z opisu w publikacji
Marsh i Goodman, The Journal of Organic Chemistry, 1966, 31, 3694—-3698 i polega na acetylowaniu
chlorkiem acetylu. Istniejg jednak liczne ograniczenia tych metod. Odczynnik acylujgcy jest stosowany
w nadmiarze i wymaga uzycia zasady, odpowiednio 4-N,N-dimetyloaminopirydyny (DMAP) lub pirydyny,
w wyniku otrzymuje sie produkty mono i diacylowania, ewentualnie zwigzki dibocowane lub diacetylo-
wane sg wytacznymi produktami reakcji. Wyzej zaprezentowane metody acylowania fenoksazonéw po-
siadajg ograniczenia takie jak niska efektywno$¢ wytwarzania mono-acylowanych aminofenoksazonow
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podatnych na dalsze acylowanie, duzy naktad pracy oraz toksycznos¢ odpaddw ciektych zawierajgcych
odpadowe pirydyny.

Inny sposéb wytwarzania mono-acetylowanego 2-amino-3H-fenoksaz-3-onu znany jest z publika-
cji Cavil et al. Tetrahedron, 1961, 12, 139-145 i Osman et al. Canadian Journal of Chemistry, 1976, 54,
37-43, i polega na acetylowaniu 2-amino-3H-fenoksaz-3-onéw bezwodnikiem octowym w warunkach re-
duktywnych w obecnosci pylu cynkowego, z wytworzeniem tetra-acetylowanego produktu posredniego.
Niedogodnoscig tego sposobu wytwarzania jest tworzenie sie posrednich produktéw uwodornienia feno-
ksazonu, ktore ulegajg nieselektywnemu acetylowaniu z utworzeniem zwigzkoéw wielopodstawionych
i duzy naktad pracy. Dodatkowg niedogodnoscig wyzej zaprezentowanej metody jest ograniczenie za-
kresu reakcji o zwigzki z dezaktywujgcymi grupami karboksylowymi w szkielecie fenoksazonowym.

Woprawdzie klasyczne mono-acylowanie Kwestiomycyny A jest znane z publikacji przyktadowo
Osman i Bassiouni Journal of the American Chemical Society, 1960, 82, 1607-1609, jednak autorzy nie
ujawnili szczegotdw eksperymentalnych. Jeszcze inny sposéb bezposredniego mono-acetylowania
2-amino-3H-fenoksaz-3-onéw jest znany z publikacji Macias et al. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2005, 53, 538-548 i Macias et al. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2006, 54,
991-1000, i polega na bezposrednim acetylowaniu bezwodnikiem octowym w kwasie octowym. Ogra-
niczeniem powyzszej metody jest koniecznos¢ wprowadzenia silnie aktywujgcego ugrupowania metok-
sylowego w pozycje C-7 substratu fenoksazonowego oraz dtugi czas reakgciji.

W naszych badaniach w reakcji prowadzonej w warunkach klasycznych nieoczekiwanie Kwestio-
mycyna A i jej pochodne, C-8 tert-butylowa i C-7 lub C-8 chlorowe, nie ulegaty reakcji acetylowania
bezwodnikiem octowym w chloroformie i w kwasie octowym, w wyniku uzyskano wysokiej czystosci
nieprzereagowane substraty.

Istotg rozwigzania wedilug wynalazku sg mono-acylowane pochodne Kwestiomycyny A 0 wzorze
ogolnym 1, w ktérym X oznacza grupe metylenowa lub fragment (Z)-1,2-etenowy, n stanowi liczbe 1, 2
lub 3, R! oznacza t-Bu, a R? oznacza H lub imidowa pochodna Kwestiomycyny A w postaci 2-(3-okso-
-3H-fenoksaz-2-ylo)-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu 0 wzorze 2 lub mono-acetylowane pochodne Kwestio-
mycyny A o wzorze ogélnym 3, w ktorym R i R? sg rézne i R! oznacza H lub Cl, a R? oznacza H lub CI.

Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest réwniez sposdb wytwarzania mono-acylowanych po-
chodnych Kwestiomycyny A o wzorze ogdinym 1, w ktérym X oznacza grupe metylenowg lub fragment
(2)-1,2-etenowy, n stanowi liczbe 1, 2 lub 3, R! oznacza t-Bu, a R? oznacza H lub imidowej pochodne;j
Kwestiomycyny A w postaci 2-(3-okso-3H-fenoksaz-2-ylo)-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu o wzorze 2 lub
mono-acetylowanych pochodnych Kwestiomycyny A o wzorze ogolnym 3, w ktorym R i R? sg rézne
i R! oznacza H, t-Bu lub CI, a R? oznacza H lub Cl polegajacy na tym, Zze jedng cze$¢ molowg 2-amino-
-3H-fenoksaz-3-onu o wzorze ogélnym 5, w ktérym R! i R? sg rézne i R! oznacza H, t-Bu, Cl, a R?
oznacza H, Cl traktuje sie co najmniej dwiema czesciami molowymi bezwodnika octowego, bezwodnika
ftalowego lub cyklicznego bezwodnika kwaséw alkano lub alkeno dikarboksylowych o wzorze ogdl-
nym 4, w ktérym X oznacza grupe metylenowag lub fragment (2)-1,2-etenowy, n stanowi liczbe 1, 2 lub 3,
przy czym reakcje prowadzi sie w temperaturze 373—-391 K w kwasie octowym, a nastepnie z miesza-
niny poreakcyjnej wydziela sie produkty reakcji.

Korzystnie bezwodnik octowy, ftalowy lub cykliczny kwasoéw alkano lub alkeno dikarboksylowych
0 wzorze ogélnym stosuje sie w ilosci 2,0-3,0 réwnowaznikéw.

Korzystnie w reakcji z cyklicznym bezwodnikiem o wzorze ogdlnym 4 reakcje prowadzi sie z nie-
petng konwersjg substratu fenoksazonowego przedstawionego wzorem ogélnym 5.

Korzystnie w reakcji chlorowanych 2-amino-3H-fenoksaz-3-onéw przedstawionych wzorem ogol-
nym 5 stosuje sie bezwodnik octowy w ilosci 10 réwnowaznikéw.

Zasadniczg korzyscig wynikajgcg ze stosowania metody bedacej przedmiotem wynalazku jest
wysoka efektywnosé wytwarzania mono-acylowanych 2-amino-3H-fenoksaz-3-onéw stosujgc fagodne
odczynniki acylujgce, bezwodnik kwasu octowego i bezwodniki cyklicznych kwaséw alkano, alkeno
i areno dikarboksylowych. Wydajnos¢ mono-acylowania aminofenoksazonéw o wzorze ogélnym 5 mie-
&ci sie w przedziale od 48% do 97% w przeliczeniu na przereagowany substrat fenoksazonowy 5.
Dodatkowg zaletg jest sposdb wytwarzania mono-podstawionych na terminalnej grupie aminowej feno-
ksazondéw i brak w produktach zanieczyszczen w postaci zwigzkéw wielopodstawionych, przy braku
stosowania aktywatoréw.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest w przyktadach realizacji oraz na schematach reakcji.
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Przyktad 1
2-Amino-8-chloro-3H-fenoksaz-3-on (49 mg, 0,20 mmola) otrzymany metodg znang z publikacji

Granda et al. Synthesis 2015, 47, 3321-3332, str. 3329, rozpuszcza sie w kwasie octowym (10 ml)
ogrzanym do okoto 373 K nastepnie dodaje sie bezwodnik octowy (0,19 ml, 0,20 g, 2,0 mmola). Uzy-
skang mieszanine ogrzewa sie w temperaturze wrzgcego rozpuszczalnika pod chtodnicg zwrotng
w okoto 391 K w czasie o$miu godzin, po czym lotne skfadniki usuwa sie pod cisnieniem 20 hPa na
tazni wodnej o temperaturze okoto 328-338 K, suszy na powietrzu, w wyniku uzyskuje sie niemal ilo-
sciowo surowy produkt w postaci 2-acetyloamino-8-chloro-3H-fenoksaz-3-onu. Surowy produkt roz-
puszcza sie we wrzgcym kwasie octowym (okoto 2 ml), a nastepnie pozwala sie na ochtodzenie do
temperatury pokojowej do okoto 298 K i pozostawia na noc w lodéwce w temperaturze okoto 290 K.
Po 20 godzinach odsgcza sie wytworzone ciato state, suszy na powietrzu, w wyniku uzyskuje sie czysty
ISnigcy brgzowy produkt w postaci 2-acetyloamino-8-chloro-3H-fenoksaz-3-onu krystalizujgcy z jedng
drugg czasteczki kwasu octowego z wydajnoscig 75% topiacy sie z rozkladem w temperaturze 589,5 K.
Potwierdzeniem struktury zwigzku sg widma:

1H NMR(DMSO-ds) 6: 1,91 (s, 3/2H, CH3COOH), 2,24 (s, 3H, COCHz3), 6,50 (s, 1H, H-4), 7,60
(d, J =8,8 Hz, 1H, H-9), 7,66 (dd, J = 8,8 Hz, J = 2,5 Hz, 1H, H-7), 7,94 (d, J = 2,5 Hz, 1H, H-6), 8,26
(s, 1H, H-1), 9,78 (s, 1H, NH), 11,95 (s, 1/2H, CH3COOH).

HRMS (EI): m/z [M+Na]* obliczono dla C14HeCIN2NaOs: 311.0194; oznaczono: 311.0201.

Przyktad 2

Postepuje sie jak w przyktadzie 1 z tg réznicg, ze substrat bezwodnik octowy stosuje sie w ilosci
40 mg (0,40 mmola) i reakcje prowadzi sie w chloroformie w temperaturze 323 K w czasie szesciu
godzin, w wyniku uzyskuje sie nieprzereagowany substrat w postaci 2-amino-8-chloro-3H-fenoksaz-3-
-onu z wydajnoscia 97% identyczny z wyjsciowym substratem.

Przyktad 3

Postepuje sie jak w przyktadzie 1 z tg réznicg, ze substrat bezwodnik octowy stosuje sie w ilosci
61 mg (0,60 mmola) i reakcje prowadzi sie w kwasie octowym w temperaturze 391 K w czasie szesciu
godzin, w wyniku uzyskuje sie nieprzereagowany substrat w postaci 2-amino-8-chloro-3H-fenoksaz-3-
-onu z wydajnos$cig 96% identyczny z wyjsciowym substratem.

Przyktad 4

Postepuije sie jak w przyktadzie 1 z tg r6znica, ze jako substrat w reakcji acylowania stosuje sie
2-amino-7-chloro-3H-fenoksaz-3-on (0,12 g, 0,50 mmola) otrzymany metodg znang z publikacji Granda
et al. Synthesis 2015, 47, 3321-3332, str. 3329, kwas octowy (5,0 ml) i bezwodnik octowy (0,47 ml,
0,51 g, 5,0 mmola) w czasie 30 minut. Reakcji pozwala sie na ochtodzenie do temperatury pokojowej
i pozostawia na 6 godzin w temperaturze okoto 290 K nastepnie wytworzone ciato state przesgcza sie,
suszy na powietrzu, w wyniku uzyskuje sie czysty ISnigcy brgzowy produkt w postaci 2-acetyloamino-7-
-chloro-3H-fenoksaz-3-onu krystalizujgcy z jedng czasteczkg kwasu octowego z wydajnoscig 81% to-
pigcy sie w temperaturze >603 K. Potwierdzeniem struktury zwigzku sg widma:

1H NMR (DMSO-ds) 6: 1,91 (s, 3H, CH3COOH), 2,23 (s, 3H, COCHpg), 6,49 (s, 1H, H-4), 7,52 (dd,
J=8,6 Hz, J=2,2 Hz, 1H, H-8), 7,76 (d, J = 2,2 Hz, 1H, H-6), 7,86 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H-9), 8,27 (s, 1H,
H-1), 9,76 (s, 1H, NH), 11,95 (s, 1H, CH3sCOOH);

33C NMR (DMSO-ds) &: 179,49 (C=0), 170,72 (C=0), 148,98 (C), 148,41 (C), 143,28 (C),
137,85 (C), 135,25 (C), 132,44 (C), 130,50 (CH), 125,83 (CH), 116,21 (CH), 113,17 (CH), 104,07 (CH),
24,30 (CH3COOH):

HRMS (EI): m/z [M+Na]* obliczono dla C14HeCIN2NaO3 311.0194; oznaczono: 311.0204.

Przyktad 5

Postepuje sie jak w przyktadzie 4 z tg réznica, Zze jako substrat reakcji stosuje sie bezwodnik
octowy w ilosci 0,10 g (1,0 mmola) i reakcje prowadzi sie w chloroformie w temperaturze 323 K w czasie
szesciu godzin, w wyniku uzyskuje sie nieprzereagowany substrat w postaci 2-amino-7-chloro-3H-feno-
ksaz-3-onu z wydajnoscig 98% identyczny z wyjsciowym substratem.

Przyktad 6

2-Amino-8-tert-butylo-3H-fenoksaz-3-on (0,13 g, 0,50 mmola), uzyskany wedtug procedury po-
danej ponizej, rozpuszcza sie w gorgcym kwasie octowym (5 ml) i dodaje sie bezwodnik bursztynowy
(0,10 g, 1,0 mmola), po czym miesza sie w temperaturze ok. 373 K przez dziewiecdziesigt minut. Mie-
szanine poreakcyjng pozostawia sie do ostygniecia i usuwa sie rozpuszczalnik pod cisnieniem 20 hPa
w temperaturze 318-338 K, a nastepnie suszy sie na powietrzu i w wyniku otrzymuje sie mieszanine,
z ktérej wydziela sie produkty chromatograficznie na zelu krzemionkowym o ziarnie 70—-230 mesh
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(100 g) stosujgc roztwor chloroformu, octanu etylu i kwasu octowego w stosunku objetosciowym
40 : 8 : 1. Uzyskuje sie nieprzereagowany substrat w postaci 2-amino-8-tert-butylo-3H-fenoksaz-3-onu
z wydajnoscig 62% identyczny z wyjsciowym substratem.

W wyniku dalszego eluowania uzyskuje sie czysty pomaranczowy produkt w postaci kwasu 4-[(8-
-tert-butylo-3-okso-3H-fenoksaz-2-ylo)amino]-4-okso-butanowego z wydajnoscig 37% w przeliczeniu na
substrat fenoksazonowy topigcy sie z rozkladem w temperaturze 490-491 K. Wydajnos$¢é produktu ze
wzgledu na przereagowany substrat fenoksazonowy wynosi 97%. Potwierdzeniem struktury produktu
sg widma:

1H NMR (DMSO-de) 8: 12,17 (s, 1H, COOH), 9,73 (s, 1H, NH), 8,24 (s, 1H, H-1), 7,80 (d, J = 2,3 Hz,
1H, H-9), 7,69 (dd, J = 8,7 Hz, J = 2,3 Hz, 1H, H-7), 7,48 (d, J = 8,7 Hz, 1H, H-6), 6,46 (s, 1H, H-4), 2,79
(t, J=6,6 Hz, 2H, CH>,COOH). 2,52 (t, J = 6,6 Hz, 2H, CH2CONH), 1,35 (s, 9H, 3 x CH3);

13C NMR (DMSO-ds) &: 179,17 (C=0), 173,63 (C=0), 172,40 (C=0), 148,87 (C), 148,49 (C),
148,36 (C), 140,75 (C), 137,54 (C), 132,99 (CH), 129,40 (CH), 125,55 (CH), 115,53 (CH), 113,16 (CH),
103,54 (CH), 34,34 (C), 31,37 (CH2), 30,93 (3 x CHs3), 28,52 (CHz2);

HRMS (El): m/z [M+Na]* obliczono dla C20H20N2NaOs: 391,1264; oznaczono: 391,1452.

2-Amino-8-tert-butylo-3H-fenoksaz-3-on, substrat reakcji acylowania uzyskuje sie wedtug proce-
dury krzyzowej kondensaciji 2-aminofenoli znanej z publikacji Pasceri et al. Journal of Medicinal Chem-
istry, 2015, 56(8), 3310-3317. W kolbie umieszcza sie odpowiednio 2-amino-4-tert-butylofenol (42 mg,
0,25 mmola), 2-aminofenol (42 mg, 0,38 mmol) oraz aceton (3 ml). Do utworzonego roztworu mieszajgc
dodaje sie w temperaturze pokojowej (okoto 303 K) roztwér jodanu sodu (NalOs) (74 mg, 0,37 mmol)
w wodzie (3 ml), a nastepnie mieszanie kontynuuje sie przez 24 godziny w tej samej temperaturze,
po czym aceton odparowuje sie pod cisnieniem okoto 20 hPa w temperaturze okoto 303 K, a pozosta-
tos¢ ekstrahuje sie chloroformem (10 x 25 ml). Potaczone ekstrakty chloroformowe przemywa sie so-
lanka i suszy sie nad bezwodnym siarczanem sodu, po przesaczeniu rozpuszczalnik odparowuje sie do
sucha pod ci$nieniem okoto 20 hPa w temperaturze 303-307 K, w wyniku otrzymuje sie surowy produkt,
ktory sgczy sie przez zel krzemionkowy o ziarnie 70—230 mesh (100 g) stosujac jako eluent roztwor
chloroformu, octanu etylu i kwasu octowego w stosunku objeto$ciowym 50 : 10 : 1. W wyniku uzyskuje
sie czerwony proszek produktu w postaci 2-amino-8-tert-butylo-3H-fenoksaz-3-onu z wydajno$cig 66%
w przeliczeniu na wyj$ciowy 2-amino-4-tert-butylofenol topigcego sie w temperaturze 455-457 K. Po-
twierdzeniem struktury zwigzku sg widma:

1H NMR (DMSO-ds) 6 = 7,65 (s, 1H, Ar-H), 7,51 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,41 (d, J = 8,6 Hz, 1H,
Ar-H), 6,77 (s, 2H, N-H), 6,36 (s, 1H, Ar-H), 6,33 (s, 1H, Ar-H), 1,33 (s, 9H, 3 x CH?3);

13C NMR (DMSO-ds) 6 = 180,0 (C=0), 148,9 (C), 148,0 (C), 147,8 (C), 147,2 (C), 139,8 (C), 133,2
(C), 126,3 (CH), 124,1 (CH), 115,3 (CH), 103,2 (CH), 98,3 (CH), 34,2 (C), 31,0 (3 x CHa);

HRMS (El): m/z [M+Na]* obliczono dla CisH17N202: 269,1284; znaleziono: 269,1303.

Przyktad 7

Postepuije sie jak w przyktadzie 6 z tg roznica, ze substrat reakcji, bezwodnik bursztynowy stosuje
sie wilosci 0,20 g (2,0 mmola) i reakcje prowadzi sie do petnego przereagowania substratu fenoksazo-
nowego w czasie trzech godzin. Uzyskuje sie produkty mono-acylowania z wydajnoscig 95% w sto-
sunku molowym 42 : 58. W wyniku rozdziatu chromatograficznego uzyskuje sie czerwono pomaran-
czowy produkt w postaci 2-acetyloamino-8-tert-butylo-3H-fenoksaz-3-onu z wydajnoscig 40% topigcy
sie w temperaturze 505,5-506,5 K. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma;

1H NMR (CDC13) 8 =9,71 (s, 1H, N-H), 8,28 (s, 1H, H-1), 7,82 (d, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,71 (dd,
J=28,6 Hz, J =2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,50 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Ar-H), 6,47 (s, 1H, H-4), 2,23 (s, 3H, CH?3),
1,36 (s, 9H, CHg);

13C NMR (DMSO-ds) & = 179,3 (C=0), 170,6 (C=0), 148,9 (C), 148,6 (C), 148,4 (C), 140,8 (C),
137,6 (C), 133,0 (C), 129,4 (CH), 125,6 (CH), 115,6 (CH), 113,2 (CH), 103,6 (CH), 34,4 (C), 30,9
(3 x CHs), 24,3 (CHp3);

HRMS (EIl): m/z [M+Na]* obliczono dla C1sH1sN203: 311.1390; oznaczono: 311.1389.

W wyniku dalszego eluowania uzyskuje sie produkt w postaci kwasu 4-[(8-tert-butylo-3-okso-
-3H-fenoksaz-2-ylo)amino]-4-okso-butanowego z wydajno$cig 55% identycznego z uzyskanym w przy-
ktadzie 6.

Przyktad 8

Postepuje sie jak w przyktadzie 6 z tg réznica, ze jako substrat reakcji stosuje sie bezwodnik
maleinowy w ilosci 0,10 g (1,1 mmola) w 7,5 ml kwasu octowego i reakcje prowadzi sie¢ w czasie sie-
demdziesieciu minut. Uzyskuje sie produkty mono-acylowania z wydajno$cig 26% w stosunku molowym
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54 : 46 z 54% wykorzystaniem substratu fenoksazonowego. Wydajnos$¢ produktow mono-acylowania
ze wzgledu na przereagowany substrat fenoksazonowy wynosi 48%. Uzyskuje sie jasno pomaranczowy
produkt w postaci 2-acetyloamino-8-tert-butylo-3H-fenoksaz-3-onu, identyczny z uzyskanym w przykta-
dzie 7, z wydajnoscig 14% w przeliczeniu na wyjsciowy substrat fenoksazonowy, oraz z wydajnoscia
26% w przeliczeniu na przereagowany substrat fenoksazonowy.

W wyniku dalszego eluowania uzyskuje sie nieprzereagowany substrat w postaci 2-amino-8-tert-
butylo-3H-fenoksaz-3-onu z wydajnoscig 46% identyczny z wyjsciowym substratem.

W wyniku eluowania roztworem chloroformu, octanu etylu i kwasu octowego w stosunku objeto-
sciowym 10 : 2 : 1 uzyskuje sie czysty pomaranczowy proszek produktu w postaci kwasu (Z)-4-[(8-
-tert-butylo-3-okso-3H-fenoksaz-2-ylo)amino]-4-okso-but-2-enowego z wydajnoscig 12% ze wzgledu na
wyjsciowy substrat fenoksazonowy topigcy sie z rozktadem w temperaturze 471-472 K. Wydajnos¢ pro-
duktu w postaci kwasu (Z)-4-[(8-tert-butylo-3-okso-3H-fenoksaz-2-ylo)amino]-4-okso-but-2-enowego ze
wzgledu na przereagowany substrat wynosi 22%. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma;

H NMR (CDCls) & = 12,95 (s, 1H, OH), 10,18 (s, 1H, N-H), 8,33 (s, 1H, H-1), 7,82 (d, J = 2,4 Hz,
1H, Ar-H), 7,73 (dd, J = 8,7 Hz, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,52 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H), 6,73 (d, J = 12,0 Hz,
1H, CHCON), 6,50 (s, 1H, H-4), 6,44 (d, J = 12,0 Hz, 1H, CHCOOH), 1,36 (s, 9H, 3 x CHy);

B3C NMR (DMSO-de) 6 = 179,2 (C=0), 167,6 (C=0), 164,5 (C=0), 149,0 (C), 148,5 (C), 148,4 (C),
140,8 (C), 137,8 (C), 133,4 (CH), 133,0 (C), 129,6 (CH), 129,0 (CH), 125,6 (CH), 115,6 (CH), 114,2
(CH), 103,7 (CH), 34,4 (C), 30,9 (3 x CHs3);

HRMS (El): m/z [M+Na]* obliczono dla C20H19N20s: 367.1288; znaleziono: 367.1296.

Przyktad 9

Postepuje sie jak w przyktadzie 6 z tg réznica, ze jako substrat reakcji stosuje sie bezwodnik
glutarowy w ilosci 172 mg (1,5 mmola) w 10 ml kwasu octowego i reakcje prowadzi sie w czasie jednej
godziny. Uzyskuje sie produkty mono-acylowania z wydajnoscig 58% w stosunku molowym 38 : 62
z 68% wykorzystaniem substratu fenoksazonowego. Wydajnos¢ produktéw mono-acylowania ze
wzgledu na przereagowany substrat fenoksazonowy wynosi 85%.

W wyniku eluowania roztworem chloroformu, octanu etylu i kwasu octowego w stosunku objeto-
Sciowym 20 : 4 : 1 uzyskuje sie czysty produkt w postaci 2-acetyloamino-8-tert-butylo-3H-fenoksaz-3-onu
identyczny z uzyskanym w przykfadzie 7 z wydajnoscig 22% w przeliczeniu na wyjsciowy substrat feno-
ksazonowy, oraz z wydajnoscig 32% w przeliczeniu na przereagowany substrat fenoksazonowy.

W wyniku dalszego eluowania uzyskuje sie nieprzereagowany substrat w postaci 2-amino-8-tert-
-butylo-3H-fenoksaz-3-onu z wydajnoscig 32% identyczny z wyjsciowym substratem.

W wyniku dalszego eluowania uzyskuje sie czysty pomaranczowy proszek produktu w postaci
kwasu 5-[(8-tert-butylo-3-okso-3H-fenoksaz-2-ylo)amino]-5-okso-pentanowego z wydajnoscig 36% to-
pigcy sie w temperaturze 491-492 K. Wydajnos¢ kwasu 5-[(8-tert-butylo-3-okso-3H-fenoksaz-2-
-ylo)amino]-5-okso-pentanowego ze wzgledu na przereagowany substrat fenoksazonowy wynosi 53%.
Potwierdzeniem struktury produktu sg widma;

H NMR (DMSO-ds) 5 = 12,09 (s, 1H, OH), 9,62 (s, 1H, N-H), 8,27 (s, 1H, Ar-H), 7,81 (d, J = 2,4 Hz,
1H, Ar-H), 7,69 (dd, J = 8,7 Hz, J = 2,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,48 (d, J = 8,7 Hz, 1H, Ar-H), 6,45 (s, 1H, Ar-H),
2,59 (t, J=7,4 Hz, 2H, CH2CON), 2,27 (t, J= 7,4 Hz, 2H, CH.COOH), 1,80 (q, J = 7,4 Hz, 2H, CH>), 1,35
(s, 9H, 3 x CH?3);

13C NMR (DMSO-ds) 6 = 179,2 (C=0), 174,0 (C=0), 172,9 (C=0), 148,8 (C), 148,5 (C), 148,4 (C),
140,7 (C), 137,5(C), 133,0(C), 129,4 (CH), 125,5 (CH), 115,5 (CH), 113,2 (CH), 103,5 (CH), 35,5 (CH>),
34,3 (C), 32,8 (CHz), 30,9 (3 x CHzs), 20,0 (CHy);

HRMS (EI): m/z [M+Na]* obliczono dla C21H23N20s: 383.1602; oznaczono: 383.1617.

Przyktad 10

Postepuje sie jak w przyktadzie 1 z tg rdznicg, ze jako substraty reakcji stosuje sie 2-amino-3H-
-fenoksaz-3-on (Kwestiomycyne A) w ilosci 0,21 g (1,00 mmola) oraz bezwodnik ftalowy w ilosci 0,30 g
(2,0 mmola) i reakcje prowadzi sie w czasie szesédziesieciu godzin. Nastepnie reakcji pozwala sie na
ostygniecie do temperatury pokojowej (298 K) i pozostawia w temperaturze okoto 290 K. Wytworzone
ciato state odsacza sie, suszy sie na powietrzu, w wyniku uzyskuje sie produkty funkcjonalizowane na
grupie aminowej w postaci 2-(3-okso-3H-fenoksaz-2-ylo)-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu i 2-acetyloamino-
-3H-fenoksaz-3-onu z wydajnos$cig 72% w przeliczeniu na wyjsciowg Kwestiomycyne A w stosunku molo-
wym 3 : 1. Produkty wydziela sie chromatograficznie na Zzelu krzemionkowym o ziarnie 70—230 mesh
(100 g) stosujgc roztwér chloroformu, octanu etylu i kwasu octowego w stosunku objetosciowym 40 : 8 : 1.
W wyniku otrzymuje sie czysty pomaranczowoczerwony produkt w postaci 2-(3-okso-3H-fenoksaz-2-ylo)-
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-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu z wydajnoscig 54% ze wzgledu na wyjsciowg Kwestiomycyne A topigcy sie
z rozktadem w temperaturze 611-613 K. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma;

1H NMR (DMSO-ds) 8: 6,53 (s, 1H, H-4), 7,52 (ddd, J = 7,9 Hz, J = 7,3 Hz, J = Hz, 1H, H-8), 7,59
(dd, J=8,4 Hz,J=1,2 Hz, 1H, H-6), 7,74 (ddd, J=8,4 Hz, J=7,3 Hz, J = 1,6 Hz, 1H, H-7), 7,91 (s, 1H,
H-1), 7,94 (dd, J=7,9 Hz, J = 1,6 Hz, 1H, H-9), 7,97 (dd, J = 5,3 Hz, J = 3,1 Hz, 2H, indol-H), 8,03 (dd,
J=5,3Hz, J=3,1 Hz, 2H, indole-H);

13C NMR (DMSO-ds) 8: 179,08 (C=0), 165,97 (2 x C=0), 150,05 (C), 147,57 (C), 143,62 (C),
135,12 (2 x CH), 134,53 (C), 134,35 (CH), 133,87 (CH), 133,26 (C), 131,42 (C), 130,29 (CH), 125,80
(2 x CH), 123,79 (CH), 116,30 (CH), 105,26 (CH);

HRMS (EI): m/z [M+Na]* obliczona dla C20H11N204: 343,0713; oznaczono: 343,0728.

W wyniku dalszego eluowania uzyskuje sie pomaranczowy produkt mono-acetylowania w postaci
2-acetyloamino-3H-fenoksaz-3-onu z wydajnoscig 18% ze wzgledu na wyjsciowg Kwestiomycyne A to-
pigcy sie z rozktadem w temperaturze 570,5-571,5 K. Potwierdzeniem struktury produktu sg widma;

1H NMR (DMSO-ds) 6: 2,23 (s, 3H, CHzs), 6,49 (s, 1H, H-4), 7,48 (ddd, J = 7,9 Hz, J = 7,1 Hz,
J=1,2 Hz, 1H, H-8), 7,56 (dd, J = 8,3 Hz, J = 1,2 Hz, 1H, H-6), 7,64 (ddd, J = 8,3 Hz, J = 7,1 Hz,
J=1,4Hz, 1H, H-7), 7,86 (dd, J=7,9 Hz, J = 1,4 Hz, 1H, H-9), 8,28 (s, 1H, H-1), 9,70 (s, 1H, NH);

13C NMR (DMSO-ds) 8: 24,29 (CHs), 103,75 (CH), 113,20 (CH), 116,09 (CH), 125,61 (CH), 129,36
(CH), 131,83 (CH), 133,40 (C), 137,73 (C), 142,82 (C), 148,74 (C), 148,83 (C), 170,65 (C=0), 179,39
(C=0);

HRMS (EI): m/z [M+Na]* obliczono dla Ci4H11N203: 255,0764; oznaczono: 255,0760.

Przyktad 11

Postepuje sie jak w przyktadzie 6 z tg réznica, ze substrat w postaci 2-amino-8-tert-butylo-3H-
-fenoksaz-3-onu stosuje sie w ilosci 32 mg (0,12 mmola), a jako odczynnik acetylujgcy stosuje sie bez-
wodnik octowy w ilosci 37 mg (0,36 mmola) i reakcje prowadzi sie w czasie dwdch godzin. Stosujac jako
eluent roztwér chloroformu, octanu etylu i kwasu octowego w stosunku objetosciowym 100 : 20 : 1
uzyskuje sie produkt w postaci 2-acetyloamino-8-tert-butylo-3H-fenoksaz-3-onu z wydajnoscia 89%
w przeliczeniu na substrat fenoksazonowy identyczny z uzyskanym w przyktadzie 7.

Przyktad 12

Postepuje sie jak w przyktadzie 11 z tg roznicg, ze bezwodnik octowy stosuje sie w ilosci 13 mg
(0,13 mmola), a jako rozpuszczalnik stosuje sie chloroform (10 ml) i reakcje prowadzi sie¢ w czasie trzech
godzin w temperaturze 338 K. Po tym czasie rozpuszczalnik odparowuje sie pod cisnieniem 20 hPa
w temperaturze okoto 303 K-307 K i suszy sie nad NaOH w temperaturze okoto 298 K, w wyniku otrzy-
muje sie nieprzereagowany substrat w postaci 2-amino-8-tert-butylo-3H-fenoksaz-3-onu z wydajnoscig
99% identyczny z wyjsciowym substratem.

Zastrzezenia patentowe

1. Mono-acylowane pochodne kwestiomycyny A o wzorze ogdlnym 1, w ktérym X oznacza grupe
metylenowg lub fragment (Z)-1,2-etenowy, n stanowi liczbe 1, 2 lub 3, R? oznacza t-Bu, a R?
oznacza H lub imidowa pochodna Kwestiomycyny A w postaci 2-(3-okso-3H-fenoksaz-2-ylo)-
-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu o wzorze 2 lub mono-acetylowane pochodne Kwestiomycyny A
0 wzorze ogoélnym 3, w ktéorym R i R?2 sg r6zne i R! oznacza H lub Cl, a R? oznacza H lub CI.

2. Sposéb wytwarzania mono-acylowanych pochodnych kwestiomycyny A o wzorze ogélnym 1,
w ktérym X oznacza grupe metylenowg lub fragment (2)-1,2-etenowy, n stanowi liczbe 1, 2
lub 3, R! oznacza t-Bu, a R? oznacza H lub imidowej pochodnej Kwestiomycyny A w postaci
2-(3-okso-3H-fenoksaz-2-ylo)-1H-izoindolo-1,3(2H)-dionu o wzorze 2 lub mono-acetylowanych
pochodnych Kwestiomycyny A o wzorze ogéinym 3, w ktérym R! i R2 sg r6zne i R oznacza H,
t-Bu lub Cl, a R? oznacza H lub CIl, znamienny tym, ze jedng cze$¢ molowg 2-amino-3H-feno-
ksaz-3-onu 0 wzorze ogdélnym 5, w ktérym R! i R? sg rézne i R! oznacza H, t-Bu, Cl, a R?
oznacza H, ClI traktuje sie co najmniej dwiema czesciami molowymi bezwodnika octowego,
bezwodnika ftalowego lub cyklicznego bezwodnika kwaséw alkano lub alkeno dikarboksylo-
wych o wzorze ogélnym 4, w ktérym X oznacza grupe metylenowg lub fragment (Z)-1,2-ete-
nowy i n stanowi liczbe 1, 2 lub 3, przy czym reakcje prowadzi sie¢ w temperaturze 373-391 K
w kwasie octowym, a nastepnie z mieszaniny poreakcyjnej wydziela sie produkty reakcji.
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. Sposoéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze bezwodnik octowy, ftalowy lub cykliczny kwa-
sow alkano lub alkeno dikarboksylowych o wzorze ogdlnym stosuje sie w ilosci 2,0-3,0 réw-
nowaznikéw.

. Sposoéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze w reakcji z cyklicznym bezwodnikiem o wzorze
ogolnym 4 reakcje prowadzi sie z niepeing konwersjg substratu fenoksazonowego przedsta-
wionego wzorem ogolnym 5.

. Sposoéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze w reakcji chlorowanych 2-amino-3H-fenoksaz-
-3-onéw przedstawionych wzorem ogolnym 5 stosuje sie bezwodnik octowy w ilosci 10 row-
nowaznikéw.
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