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Wstep

Heterocykliczne zwiazki zawierajace w swej strukturze dwa
atomy azotu, tzw. diazole, od wielu lat s3 przedmiotem badan pod
katem wbudowywania ich w struktury o znaczeniu farmaceutycz-
nym. Jednym z przedstawicieli tej grupy zwiazkéw jest pirazol,
pieciocztonowy zwiazek pierscieniowy z dwoma atomami azotu
sasiadujacymi obok siebie (Rys. I).

H

Rys. |. Struktura pirazolu

Pomimo tego, ze uktad ten stabo jest reprezentowany w przy-
rodzie [| +5], pirazol jest znanym farmakoforem [6] i petni wazna
role w lekach o szerokim spektrum zastosowania. Pochodne zawie-
rajace strukture pirazolu znalazty sie wéréd antybiotykéw stosowa-
nych przeciw wirusom z genomem RNA lub DNA, jak np. HIV. Sa
lekami przeciwbdlowymi i przeciwzapalnymi [1], wykazuija tez ak-
tywnos¢ antynowotworowa [7, 8], przeciwgrzybicza i przeciwbak-
teryjng [9+ | |]. Badane s3 jako leki przeciwdrgawkowe [12-14],
przeciwpasozytnicze [I5], anorektyki [I6], immunosupresanty
[17], hepatoprotektanty [18] hipoglikemiczne [19+21] i przeciw-
miazdzycowe [22].

W ostatnich latach pochodna 3-aminopirazolu znalazta réwniez
zastosowanie w syntezie zwiazkow czytajacych informacje gene-
tyczne, czyli w leksytropsynach [23], a takze w projektowaniu lekdw
przeciwko chorobom konformacyjnym [24+32], gdzie wykorzystuje
si¢ jego zdolno$¢ do tworzenia wigzarh wodorowych stabilizujacych
konformacje biatek.

Badania nad matymi, niepeptydowymi ligandami, zapoczat-
kowane w latach 90. ub.w., pokazaty, ze 3-aminopirazol moze
stabilizowa¢ konformacje f-kartki peptydéw za pomoca wiazan
wodorowych, ktére tworza prawie linowy uktad dwéch wiazan
donorowych i jednego akceptorowego (DAD: donor-akcepto-
r-donor). Wiazania te obejmuja tancuch peptydowy, zaréwno
z wierzchniej jak i spodniej strony. Dodatkowym atutem czasteczki
3-aminopirazolu jest to, ze wiazac sie z peptydem ze swej jednej
strony nie ma zdolnosci tworzenia wigzan od drugiej strony z ko-
lejnym fancuchem i w ten sposéb moze zapobiegaé¢ agregacji Ap
w ztogi B-amyloidowe [24, 25, 27, 30, 31].

Przyktadem takiego zastosowania 3-aminopirazolu, jest jego po-
chodna - kwas 3-amino- | H-pirazolo-5-karboksylowy (1) (Rys. 3),
ktéry jako aminokwas niebiatkogenny, zostat wbudowany w tancuch
peptydowy dajac tzw. hybrydy peptydowe, ktdre sa m.in. badane jako
potencjalne leki przeciwko chorobie Alzheimera [26, 30, 32, 33].
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Rys. 2. Uktad pomiedzy N/C chronionym dipeptydem a ligandami
aminopirazolowymi
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Rys. 3. Struktura czasteczki 3-amino- | H-pirazolo-5-karboksylowego (1)

W trakcie badan wypracowano ich najbardziej obiecujace sekwen-
cje [25+31]. Sa to cztery typy hybryd przedstawione na Rysunku 4.
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Rys. 4. Typy hybrydowych ligandéw IV generaciji [31]

Kwas 3-Amino- | H-pirazolo-5-karboksylowy moze tworzy¢ hy-
bryde peptydowa, w ktérej znajduje sie na N- i C-koricu bloku zbu-
dowanego z parzystej liczby aminokwaséw biatkowych (Typ 2 i 3) lub
wystepuje jako sekwencja dwadch lub trzech jednostek pirazolowych
obok siebie (Typ | i 4).
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Przy syntezie tych hybryd istotna jest umiejetnos¢ wiaczania
() w faricuch peptydowy. Z tego punktu widzenia wazne jest opa-
nowanie dwodch typéw reakcji: acylowania egzocyklicznej grupy
aminowej kwasu aminopirazolowego oraz aktywowania jego grupy
karboksylowej. W literaturze opisano synteze aminopirazolowych
hybryd wedtug dwoch strategii: syntezy w roztworze [25] i w fa-
zie stafej [28], stosujac w obu przypadkach ochrone wszystkich
funkcji bocznych aminokwaséw, w tym azotéw pierscieniowych
aminokwasu pirazolowego. Badania przeprowadzone przez zespét
Autoréw pokazaty, ze mozliwe jest wtaczenie (1) od N-kornca bez
ochrony reaktywnosci azotéw pierscienia pirazolowego. Opra-
cowano metody wtaczania (I) od jego N-konca, czyli acylowania
grupy aminowej i zsyntezowano odpowiednie fragmenty hybryd
peptydowych [34, 35].

Wiaczanie (1) w taricuch peptydowy od C-korica wymaga aktywa-
cji grupy karboksylowej tego aminokwasu. W opisanych w literaturze
syntezach aktywacje byty stosowane przy chronionych atomach azotu
pierscieniowego pirazolu [25+28]. W tych przypadkach stosowano
aktywacje z uzyciem heksafluorofosforanu O-(|H-6-chlorobenzotria-
zol-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowego i |-hydroxy-6-chloro-ben-
zotriazolu (HCTU/CI-HOBY).

Mozliwos¢ wiaczania (1) w fancuch peptydowy bez koniecznosci
ochrony bocznych grup funkcyjnych w pierscieniu znacznie uprosci-
toby procedure syntezy hybryd peptydowych, co stato sie tez celem
niniejszej pracy.

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono, ze akty-
wacje opisane w literaturze do syntezy hybryd peptydowych z (1), jak
i inne powszechnie stosowane (np. dicykloheksylokarbodiimid DCC),
nie moga by¢ zastosowane w przypadku braku ochrony atomoéw azotu
W pierscieniu.

Po licznych prébach stwierdzono, ze do aktywacji grupy karbok-
sylowej tego aminokwasu, bez koniecznosci blokowania funkcji bocz-
nych, mozna wykorzysta¢ metode azydkowa.

Celem pracy byto sprawdzenie w modelowej reakcji mozliwosci
syntezy estru metylowego N“-(3-acetamido-5-karbonylo- | H-pirazolo)
glicyny (5) z wykorzystaniem aktywacji azydkowej (Rys. 5).
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Rys. 5. Schemat syntezy syntezy estru metylowego N*-(3-acetamido-
5-karbonylo- | H-pirazolo)glicyny (5)

W pierwszym etapie przeprowadzono synteze 3-acetamido-5-
karbometoksy- | H-pirazolu (2) wedtug wczesniej opisanej procedury
[34, 35]. Nastepnie w reakcji hydrazynolizy otrzymano 3-acetami-
do- | H-pirazolo-5-karbohydrazyd (3). Reakcje te przeprowadza sie
dziatajac nadmiarem hydrazyny na estry w $rodowisku alkoholu [36].
Ze wzgledu na staba rozpuszczalnosé¢ (2) w metanolu, uzyto szescio-
krotnego nadmiaru hydrazyny, ktéra petnita role nie tylko reagenta,
ale réwniez rozpuszczalnika dla tej pochodnej. Reakcja przebiegta
szybko i juz po kilku minutach wytracit sie osad hydrazydu z 82% wy-
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dajnoscia i o 100% jednorodnosci (HPLC). Strukture potwierdzono
metodami spektroskopowymi 'H NMR i '*C NMR. Dla potwierdze-
nia struktury kluczowa byta obecnosé¢ na widmie 'H NMR sygnatéw
protonéw grupy hydrazydowej przy 4,488 i 9,795 ppm oraz w wid-
mie 3C NMR sygnatu wegla grupy karbonylowej hydrazydu przy
158,48 ppm. Otrzymana pochodna (3) to biaty, krystaliczny pro-
szek stabo rozpuszczalny w dimetyloformamidzie, dobrze natomiast
w roztworach kwaséw, np. 2M HCI.

W kolejnym etapie (3) przeprowadzono w 3-acetamido- | H-pira-
zolo-5-karboazydek (4), wykorzystujac opisana w literaturze metode
[36], wkraplajac azotan (lll) izoamylu w temp. -30°C do roztworu 3
w DMF i HCI/THFE W celu charakterystyki i potwierdzenia struktu-
ry (4) zostat on wyizolowany z mieszaniny reakcyjnej. Otrzymano go
z 94% wydajnoscig oraz o 95% jednorodnosci wobec HPLC. Struktu-
re otrzymanego zwiazku potwierdzono metodami spektralnymi FTIR
oraz NMR (‘"H NMR, "*C NMR, HMBC, HSQC). Szczegdlnie istotne
okazato sie¢ widmo FTIR, na ktérym obecny byt sygnat drgan asyme-
trycznych grupy azydkowej przy 2159 cm™'.

Otrzymany (4) jest aktywny w reakcji zaminokwasami biatkowymi,
co potwierdzono otrzymaniem estru metylowego N“-(3-acetamido-5-
karbonylo- | H-pirazolo)glicyny (5). Zwiazek ten otrzymano w reakc;ji
estru metylowego glicyny z (4) bez jego izolacji, in situ, co pozwolito
na uproszczenie procedury.

Przebieg reakcji kontrolowano chromatograficznie za pomo-
ca TLC. Po 2| godzinach przerwano reakcje. Otrzymano jed-
norodny chemicznie (TLC oraz HPLC) produkt z wydajnoscia
51%. Widmo 'H NMR potwierdzito obecnos¢ sygnatow NH
pierscienia pirazolowego przy 13,028 ppm oraz wiazania amido-
wego Pz-Gly przy 8,914 ppm zwiazku (5). Dodatkowo na wid-
mie '*C NMR widoczne byly sygnaly pochodzace od trzech wegli
grup karbonylowych.

Podsumowanie

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdzono,
ze za pomoca metody azydkowej mozna dobudowaé do C-kon-
ca kwasu 3-amino-|H-pirazolo-5-karboksylowego aminokwasy
biatkowe, bez ochrony grup funkcyjnych pierscienia pirazolowego,
co moze znacznie uprosci¢ sposéb syntezy hybryd peptydowych
zawierajacych te pochodna.

Czesc eksperymentalna

Rozpuszczalniki suszono standardowymi metodami i destylowa-
no je krétko przed uzyciem. Z roztwordéw poreakcyjnych usuwano
je przez odparowanie na rotatorze prézniowym w temperaturze nie-
przekraczajacej 40°C.

Chromatogramy TLC wykonano na ptytkach aluminiowych
pokrytych zelem krzemionkowym z fluorescentem F,.,(Merck Nr.
1,05554) pod lampa UV i wywotywano za pomoca ninhydryna/CL/
Kl-toluidyna.

Temperatury topnienia oznaczono w aparacie Boétiusa oraz za po-
moca réznicowe] kalorymetrii skaningowej (DSC) w kalorymetrze
DSC-2010 (Thermal Analysis Instruments) pod azotem w zamknigtym
naczyniu miedzianym z szybkoscia grzania 2°C/min.

Wysokosprawng chromatografie cieczowa (HPLC) wykonano
na aparacie firmy Beckman ,,System Gold” uzywajac kolumny Alltech
Alltima CI18 (5um, 150 X 4,6 mm). Szybkos¢ wyptywu wynosita | ml/
min, a detekcji dokonywano przy diugosci fali A=210 nm.

Widma IR rejestrowano na aparacie Philips PU9800 FTIR Spectro-
meter o rozdzielczosci 2 cm™'. Do przetwarzania danych stuzyt pro-
gram Philips-Eagle, wersja 6.1.

Widma NMR ('H NMR, '*C NMR) wykonywano na Spektro-
metrze NMR Bruker Ultrashield 400 MHz przy czestotliwosci
pomiaru protonu 400,13 MHz oraz czestotliwosci pomiaru wegla
100,61 MHz.
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3-acetamido- | H-pirazolo-5-karbohydrazyd (3)

1,638 g (9 mM) 2 zawieszono w 25 ml MeOH, dodano 2,7 ml
(54 mM) NH,NH,"H,O (r-r 99%). Po 3 godzinach osad odsaczo-
no, przemyto MeOH i H,0. Otrzymano 1,343 g (82% wydajnosci)
produktu; t.t. 274,45°C (DSC); TLC: Butan-2-on/Pirydyna/AcOH/
H,O = 50:15:2:15; R = 0,90; Butan-2-on/Pirydyna/AcOH/H,O
= 30:15:2:15; R, = 0,91; n-Butanol/AcOH/H,O = 4:1:1; R, = 0,24
HPLC: 0,1% TFA/ACN = 90:10 t, = 2,03 min, jednorodnos¢ 100%;
1H NMR: d [ppm] 2,020 (s, 3H, CH,), 4,488 (s, 2H, NH,-hydrazyd),
7,083 (s, IH, CH-pirazol), 9,795 (s, IH, NH-hydrazyd), 10.486 (s, IH,
NH-amid), 13.035 (s, IH, NH-pirazol); C NMR: § [ppm] 22,95 (CH,),
95,45 (C*-pirazol), 135,30 (C5-pirazol), 147,41 (C3-pirazol), 158,48
(C=0 hydrazyd), 167,47 (C=0 amid).

3-acetamido- | H-pirazolo-5-karboazydek (4)

0,364 g (2 mM) 3 zawieszono w 4 ml DMF i oziebiono do temp.
ok. 20°C, dodano 2 ml 4.5M HCI/THF (9 mM), a nastepnie 0,28 ml azo-
tanu (1ll) izoamylu (2 mM) i ozigbiono do temp. ok. 30°C. Po 45 min.
dodano 1,56 ml (9 mM) dietyloaminy i mieszaning pozostawiono przez
pierwsze 30 min. w temp. 0°C, a w ciagu nastepnych 30 min. w temp.
pokojowej. Odparowano rozpuszczalniki, a powstaly osad rozpusz-
czono w |5 ml AcOEt i ekstrahowano woda oraz solanka. Warstwe
octanowg suszono bezw. MgSO,. Odsaczono srodek suszacy i AcO-
Et odparowano otrzymujac 0,366 g osadu (94% wydajnosci); t.t.
144.02°C (eksplozja-DSC); TLC: CHCl:Aceton = I:I; R = 0,57;
CHCI,/MeOH/AcOH = 95:5:3; R, = 0,37; HPLC: 0.1% TFA/ACN
= 80:20 t, = 3,89 min, jednorodnos¢ 95%; FTIR (KBr): [cm'] 1687
(vC=0), 2159 (vN=N), 3318, 3175 (2 X vN-H); 'H NMR: § [ppm]
2,052 (s, 3H, CH,), 7.054 (s, IH, CH-pirazol), 10,724 (s, IH, NH-
amid), 13,823 (s, IH, NH-pirazol); 2C NMR:  [ppm] 22,97 (CH,),
99,90 (C‘-pirazol), 133,69 (C*-pirazol), 148,31 (C3-pirazol), 163.52
(C=0 azydek), 167,94 (C=0 amid).

Ester metylowy N*-(3-acetamido-5-karbonylo- | H-pirazolo)
glicyny (5)

0,182 g (I mM) 3 zawieszono w DMF (2 ml) i oziebiono do temp.
ok. -20°C. Dodano | ml 5.5M HCI/THF, nastepnie 0,14 ml (I mM)
azotanu (1ll) izoamylu, po czym pozostawiono w ciggu 30 min. w temp.
-30°C. Dodano 1,3 ml (7,5 mM) dietyloaminy oraz 0,126 g (I mM)
HCI-Gly-OMe i pozostawiono 2| godzin w temp. ok. 0°C, po czym
odparowano rozpuszczalniki do objetosci Iml. Mieszanine reakcyjna
naniesiono na kolumng (® = 3 cm, h = 6 cm) wypetniona zelem krze-
mionkowym do chromatografii cienkowarstwowej 60H, firmy Merck
(Nr 1,07736). Kolumne eluowano w gradiencie stezen chloroform-
metanol. Frakcje zawierajace produkt odparowano, przemyto |M
NaHCO, i woda. Otrzymano 0,123 g osadu (51% wydajnosci); t.t.
220-224°C (aparat Boétiusa); TLC: CHCI,/MeOH/AcOH = 95:5:3; R,
= 0,43; HPLC: 0.1% TFA/ACN = 90:10 t, = 5,56 min, jednorodnos¢
100%; ‘H NMR(DMSO-d,): § [ppm] 2,022 (s, 3H, CH -acyl), 3,637
(s, 3H, CHz-ester), 3,977 (s, 2H, CH,-Gly), 7,021 (s, IH, CH-pirazol),
8,914 (s, IH, NH-Gly), 10,623 (s, IH, NH-acetyl), 13,028 (s, IH, NH-
pirazol); 2C NMR (DMSO-d,): & [ppm] 22,96 (CH,-acyl), 40,48 (CH,-
glicyna), 51.73 (CH,-ester), 95,73 (C*-pirazol), 137,69 (C*-pirazol),
146,01 (C3-pirazol), 159,64 (C=0O amid pirazol), 167,61 (C=0 amid
acetyl), 170,18 (C=0O ester).
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NOWE INWESTYCJE

Grupa TAURON inwestuje

O 8,8% wzrosty w 2013 r. naktady inwestycyjne Grupy TAURON
w poréwnaniu z rokiem poprzednim. Holding zamierza utrzymac
tempo wzrostu inwestycji w br.. taczne naktady inwestycyjne Grupy
TAURON wyniosty w 2013 r. 3,78 mld PLN. Najwazniejsze obszary
inwestycji to: Wytwarzanie, Ciepto, OZE i Dystrybucja. Spétka ocze-
kuje rychtego podpisania kontraktu na realizacje swojej kluczowej in-
westycji — bloku o mocy 910 MW w Elektrowni Jaworzno lIl. Istotnym
elementem realizacji strategii w zakresie mocy wytwérczych jest takze
uczestnictwo w projekcie przygotowania i budowy elektrowni jadro-
wej w Polsce. (kk)

(http://media.tauron-pe.pl, 18.03.2014)

SKOTAN - nowa instalacja w Kedzierzynie-Kozlu

12 marca br. Skotan SA i Grupa Azoty ZAK SA wspdlnie doko-
naty symbolicznego otwarcia instalacji badawczej energetycznego
wykorzystania gazéw odpadowych, w tym pochodzacego z réz-
nych proceséw chemicznych odpadowego wodoru. Eksperymen-
talny blok energetyczny o mocy ok. | MW wykorzystuje wodér
i inne gazy palne ze znaczng energia spalania w procesie zamiany
na energie elektryczna.

Firmy pozyskaty srodki z Unii Europejskiej i budzetu panstwa. Przy
wspétpracy z zespotami naukowymi Politechniki Krakowskiej i Wro-
cfawskiej, zaprojektowano i skonstruowano badawcza instalacje prze-
twarzania wodoru odpadowego w energie elektryczna, ktéra moze
znalez¢ zastosowane komercyjne. Efektem wykorzystania wodoru
odpadowego do wytwarzania energii ma by¢ obnizenie redukgji spala-
nych paliw pierwotnych/wegla w zaktadach chemicznych, a w konse-
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kwencji zmniejszenie ekonomicznego wymiaru energochtfonnosci pro-
cesdw wytworczych. W aspekcie sSrodowiskowym, pozyskanie energii
ze spalania odpadowych gazéw spowoduje obnizenie emisji CO,.

Jest to unikatowe w skali kraju rozwiazanie pozwalajace zmniejszy¢
obciazenie dla srodowiska zwiazane z produkcja chemiczng i koksow-
nicza przy jednoczesnym zwigkszeniu jej rentownosci.

Instalacja badawcza usytuowana na terenie Grupy Azoty ZAK SA
pozwolita na rozszerzenie realizowanych prac badawczych i wyprébo-
wanie technologii w instalacjach przemystu chemicznego. Grupa Azo-
ty ZAK SA w Kedzierzynie Kozlu jest otwarta i wspiera wspotprace
przemystu i nauki, umozliwita przeniesienie technologii z ,,probéwki”
na skale przemystowa . Dla Grupy Azoty i cafej branzy chemicznej
innowacyjne rozwiazania sa waznym elementem rozwoju, a aspekt
srodowiskowy i optymalizacja kosztéw stanowia istotne determinanty
w implementacji nowych rozwiazan technologicznych.

W przypadku wdrozenia technologii, Grupa Azoty ZAK SA jako
pierwsza wykorzysta innowacyjne rozwigzania opracowane przez
SKOTAN SA i jej partneréw technologicznych. W przysziosci, poten-
cjalnym odbiorcami technologii beda wszyscy producenci z branzy che-
micznej oraz zaktady koksownicze.

Prace nad budows instalacji rozpoczety sie w czerwcu 2013r,,
a ostateczny termin zakonczenia etapu B+R przypada na 31 grudnia
2014r. Generalnym Wykonawcg eksperymentalnej instalacji byfa spot-
ka West Technology & Trading Polska, zas dostawca specjalnie zmody-
Catkowita warto$¢
projektu badawczo-rozwojowego ,Wykorzystanie odpadowego wo-

fikowanych silnikéw spétka Horus — Energia.
doru do celéw energetycznych” wynosi 48,7 min zt, w tym 29,5 min
zt pochodzi z dofinansowania przyznanego przez PARP w ramach Pro-
gramu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka. (em)

(Zrédlo: info. prasowa Grupy Azoty, |2 kwietnia 2014)
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