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A549 - хумани карцином плућа 

AIDS - синдром стечене имунодефицијенције 

AE - атомска ефикасност 

bnmim - бензил-имидазолијум 

BQd - бензоилхинидин 

iBu - изобутил 

tBu - терцијарни бутил 

dba - дибензилиденацетон 

DME - диметоксиетан 

DMF - диметилформамид 

DMSO - диметилсулфоксид 

ЕБ - етидијум-бромид 

E. coli - Ешерихија коли 

E faktor - однос масе отпада и масе производа 

Glu - глукоза 

HeLa - хумани карцином грлића материце 

HIV - вирус хумане имунодефицијенције 

IC50 - концентрација испитиваног агенса која доводи до 50% инхибиције 

ћелијског раста у односу на контролу 

IC20 - концентрација испитиваног агенса која доводи до 20% инхибиције 

ћелијског раста у односу на контролу 

LS174 - хумани карцином дебелог црева 

Me - метил група 

MRC-5 - нормална неканцерогена ћелијска линија 

MTT - 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолијум бромид 

MW - микроталасно зрачење 

phen - 1,10-фенантролин 

L-Pro - L-пролин 

RME - ефикасност реакционе масе 
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VEGFR-2 - рецептор васкуларног ендотелног фактора раста 2 

 



ИЗВОД 

 

 Једињења која садрже хиноксалинске и бензоксазинске фрагменте представљају 

групу веома важних хетероцикличних фармакофора. Ова врста једињења окупирала је 

пажњу многих научника последњих неколико деценија. Њихови хетероциклични 

фрагменти су део биолошки активних молекула са анти-инфламаторним, 

антикоагулантним, антидијабетским, антитуберкулозним, антимикробним, антивирусним и 

антитуморским активностима. Познато је да хиноксалини, бензоксазини и њихови деривати 

имају широку примену и велики потенцијал за употребу у клиничкој пракси. Користе се за 

синтезу лекова који се већ употребљавају у терапији, као органски полупроводници и 

средстава за денатурацију ДНК. 

 Узимајући у обзир поменуте чињенице, развили смо једноставну, “зелену” и 

ефикасну методу за синтезу двадесет и једног новог 3,4-дихидро-2(1H)-хиноксалинона и 

3,4-дихидро-1,4-бензоксазин-2-она од различитих етил 2-хидрокси-4-алкил(арил)-4-оксо-2-

бутеноата и о-фенилендиамина или о-аминофенола. Сва једињења су окарактерисана 

спектроскопским методама (IR и NMR) и масеном спектрометријом. Једно од синтетисаних 

једињења било је погодно за рендгенску структурну анализу. Поменута метода синтезе 

подразумева употребу лимуновог сока који се понаша и као растварач и као катализатор. 

Такође, услови реакције у лимуновом соку омогућавају чист и једноставан поступак, при 

чему се испуњавају критеријуми зелене хемије. Новоразвијена методологија има одличне 

вредности параметара зелене хемије, што представља врло важну чињеницу за примену 

синтетичких метода у фармацеутској индустрији. 

 Сва синтетисана једињења су тестирана на потенцијалну цитотоксичну активност на 

ћелијским линијама аденокарцинома грлића материце (HeLa), карциномa дебелог црева 

(LS174), карциномa плућа (А549) и ћелијској линији фибробласта плућа (MRC-5). Четири 

једињења су показала значајну цитотоксичну активност  према свим тестираним малигним 

ћелијским линијама. Резултати ДНК интеракције, односно вредности добијених константи, 

показују да се ова једињења снажно везују за ДНК интеркалацијом што је у складу са 

вредностима константи добијених за потенцијалне лекове који садрже метал. Испитивана 

је и могућност везивања синтетисаних једињења за транспортне протеине. Добијени 



резултати показују да ова једињења имају одговарајући афинитет према транспортним 

протеинима. Поред цитотоксичне активности, испитивана је и инхибиција α-глукозидазе 

ових једињења. Резултати указују на то да се два једињења могу даље анализирати као 

потенцијална контролна једињења постпрандијалне хипергликемије. 

 За боље разумевање електронских особина ових једињења урађена је 

експериментална и теоријска студија (DFT прорачуни). Добијени резултати указују на то да 

испитивани молекули поседују способност преноса наелектрисања, што значи да поменута 

једињења имају способност да инхибирају корозију. Вибрационе фреквенције испитиваних 

молекула идентификоване су у Рамановим спектрима у њиховим карактеристичним 

областима и израчунате су вредности пикова које се врло добро подударају са 

експерименталним вредностима. Вредности израчунатих вибрација и хемијских померања 

угљеника и водоника се одлично подударају са експерименталним вредностима, скоро у 

свим случајевима. 



SUMMARY 

 

Compounds that contain quinoxaline and benzoxazine scaffolds present a group of very 

important heterocyclic pharmacophores. In the last few decades, this type of compounds occupied 

the attention of many scientists. Their ring moieties are part of biologically active molecules with 

anti-inflamatory, anticoagulant, antidiabetic, antituberculosis, antimicrobial, antiviral and 

anticancer activities. It is known that quinoxalines, benzoxazines and their derivatives have wide 

application and possess great potential for use in clinical practice. They have been used for the 

synthesis of therapeutically usable drugs, as organic semiconductors and DNA cleaving agents.  

Regarding to this, we developed a simple, green and efficient method for the synthesis of 

twenty one novel 3,4-dihydro-2(1H)-quinoxalinones and 3,4-dihydro-1,4-benzoxazin-2-ones from 

different ethyl 2-hydroxy-4-alkyl(aryl)-4-oxo-2-butenoate and o-phenylenediamine or o-

aminophenol. All compounds were characterized by spectroscopic techniques (IR and NMR) and 

mass spectrometry. One of synthesized compounds was suitable for X-ray analysis. Mentioned 

synthetic route considerate usage of lemon juice as a biocatalytic system. Also, reaction conditions 

in lemon juice provide a clean and simple procedure, achieving the criteria of green chemistry. 

The presented methodology has excellent values of green chemistry metrics, that are very 

important facts for method applicability in pharmaceutical industry. 

All synthesized compounds were tested on potential cytotoxic activity against human 

cervix adenocarcinoma (HeLa), human colon carcinoma (LS174), non-small cell lung carcinoma 

(A549), and normal human fetal lung fibroblast cell line (MRC-5). Four compounds showed a 

significant cytotoxic activity against all tested malignant cell lines. Results of DNA interactions 

indicate that these compounds bind strongly with DNA through intercalation that is in order with 

the constants obtained for potential metal-drugs. Protein binding experiments were also performed. 

The obtained results indicate that these compounds have appropriate affinity for binding to 

transport proteins. Beside this, the inhibition of the α-glucosidase of these compounds was also 

evaluated. The results suggest that two compounds could be further analyzed as new potential 

control postprandial hyperglycemia compounds. 

For better understanding of the electronic properties of these compounds, theoretical study 

(DFT calculations) have been done. Obtained results suggests that investigated molecules possess 



charge transfer abilities, meaning that the mentioned compounds have corrosion inhibition 

properties. The vibrations of the analyzed molecules are well identified in the collected Raman 

spectra within their characteristic regions and their calculated peak values match very well with 

the experimental values. The values of the calculated vibrations and chemical shifts are in excellent 

agreement with the experimental values, almost in all cases. 
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1.1 Значај деривата хиноксалина и бензоксазина 

Последње две деценије деривати хиноксалина окупирају пажњу великог броја 

научника како због своје примене тако и због широког спектра биолошких активности. 

Ова једињења се ретко налазе у природи где су најчешћи представници ехиномицин 

(Слика 1) и триостин-А, тако да се већина деривата добија синтетичким путем.  

 

Слика 1. Структура ехиномицина 

Поред ехиномицина и триостина-А, који у својој структури садрже хиноксалин, 

скорије је из бактерија рода Streptomyces изолован хинохеманин 2 и 1-метил-2(H)-

хиноксалин-2-он 3, једињења од којих настају хиномицини (Слика 2).1 

 

Слика 2. Структуре хинохеманина и 1-метил-2(H)-хиноксалин-2-она 
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Хиномицини поседују јаку цитотоксичну активност јер хиноксалин, хромофора 

хиномицина, може да интеркалира у ДНК (дезоксирибонуклеинска киселина) туморских 

ћелија и на тај начин спречава нормалну транскрипцију и репликацију ДНК. За разлику од 

хиномицина, хинохеманин показује умерену цитотоксичну активност. 

Деривати хиноксалина, због своје структуре и присуства азота у прстену, показују 

антитуморску2,3, антивирусну4, анти-инфламаторну5, антимикробну6, антитуберкулозну7, 

антидијабетску8, антифунгалну9 као и многе друге биолошке активности. Неки од 

представника хиноксалинона који су укључени у клиничка испитивања приказана су на 

Слици 3. Због широке примене, ова група једињења која садрже веома битан 

хетероциклични систем интезивно се испитује и синтетише. Осим што се користе за 

синтезу биолошки активних једињења, ова једињења су значајна и у индустрији. Користе 

се као заштита од корозије10,11, затим за синтезу порфирина јер је њихова структура 

слична хромофорама из природних производа12 и улазе у састав електролуминесцентних 

материјала.13 

 

Слика 3. Представници хиноксалина укључени у клиничка испитивања 
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Више од 70% комерцијалних лекова који се данас користе су хетероциклична 

једињења.14 Широко су распрострањени у природи и кључни су интермедијери у многим 

биолошким процесима.15,16 Оксазини и њихови деривати, као и хиноксалини, веома су 

важна група хетероцикличних једињења због широког спектра биолошких активности. 

Оксазини се формално могу добити из бензена и његових редукционих производа 

супституцијом атома угљеника и водоника атомима азота и кисеоника. Постоје три 

изомера оксазина у зависности од положаја хетероатома и двоструких веза. 1,2-, 1,3- и 1,4-

оксазини су О-аналози три изомера диазина. Када се у прстену налазе атоми кисеоника и 

азота њихов назив се одређује тако што се пише број (положај) хетероатома и у наставку 

оксазин (Слика 4).17 Ароматичне оксазине први пут су синтетисали Holly и Cope 1994. 

године помоћу Mannich-ове реакције. Најважнији представник 1,4-оксазина је морфолин 

или тетрахидро-1,4-оксазин, безбојна течност која се меша са водом.18 Ова једињења су од 

посебног значаја јер улазе у састав важних природних и синтетичких производа и показују 

биолошке активности као што су седативна, аналгетска, антипиретска, антиепилептична, 

антитуберкулозна, антитуморска, антималаријска и антимикробна.19  

 

Слика 4. Изомери оксазина 

Постоје разне методе за добијање деривата хиноксалина а једна од најпознатијих је 

кондензација о-фенилендиамина са α-дикарбонилним једињењима.20 Хиноксалинонски 

деривати могу се добити кондензацијом 1,2-диамина са α-дикетонима21, циклизацијом-

оксидацијом фенацил-бромида22, оксидативним купловањем епоксида са 1,2-диаминима23 

итд. Због еколошки неприхватљивих и неодрживих метода последњих година научници 

покушавају да развију нове, одрживе методе за синтезу хиноксалинона које подразумевају 

употребу катализатора који се могу рециклирати, присуство микроталасног зрачења или 

синтезу у воденој средини. 
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1.2  Методе за синтезу хиноксалинона 

 У литератури постоји већи број процедура за синтезу хиноксалинона. Једна од 

најстаријих процедура је Hinsberg-ова синтеза где долази до кондензације о-

фенилендиамина са α-кетокиселинама или кетоестрима (Схема 1).24 Ова реакција је 

позната више од једног века и још увек се користи за синтезу овог типа једињења. 

Међутим, принос добијених хиноксалинона у овој реакцији није био већи од 65%. Сходно 

овоме, било је потребно кориговати реакционе услове као нпр. температуру, растварач и 

катализатор.25 Како компјутерским тако и експерименталним запажањима утврђено је да 

већи број фактора утиче на принос ове реакције. Један од фактора је постојање већег броја 

интермедијера који егзистирају у реакцији. Сходно томе, Hinsberg-ова реакција је 

модификована тако да се синтеза одвија у присуству микроталасног зрачења или у 

присуству ензима као катализатора.26 Помоћу ове реакције могу се добити и 

хиноксалинони и бензоксазинони. 

 

Схема 1. Hinsberg-ова реакција за синтезу хиноксалинона 

Хиноксалинони се могу добити и у реакцији између α-халогенестара и о-фенилендиамина 

при чему се добија 2,3-диаминохиноксалинон који у присуству водоник-пероксида 

прелази у 3-аминохиноксалинон (Схема 2).27 

 

Схема 2. Добијање хиноксалинона помоћу α-халогенестара 

Термичком изомеризацијом 3-азидо-3-метил-2-индолинона (4) на температури 

кључања ксилена долази до формирања 3-метил-2(1H)-хиноксалинона (5) у 
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квантитативном приносу при чему се петочлани прстен изомеризује у шесточлани (Схема 

3).28 

 

Схема 3. Добијање хиноксалинона термичком изомеризацијом 

У реакцији о-фенилендиамина и 2-арилиден-метилоксазолин-5-она такође настају 

хиноксалинони, и то 3-арилметил-хиноксалин-2(1H)-они. Ова реакција се одвија на 

температури кључања n-бутанола (Схема 4).29  

 

Схема 4. Добијање хиноксалинона из 2-арилиден-метилоксазолин-5-она 

Још један од могућих начина добијања ових једињења је кондензација 

дехидроаскорбинске киселине и о-фенилендиамина у присуству арилхидразина (Схема 5). 

На тај начин настаје једињење које врло лако може да се трансформише у 

пиразолилхиноксалинон. 
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Схема 5. Синтеза хиноксалинона помоћу дехидроаскорбинске киселине 

Хиноксалинони се могу добити преко хетероцикличних система, односно 

превођењем седмочланог прстена у шесточлани. Озрачивањем 1,4-бензодиазепина (6) 

добијају се хиноксалинони (7) (Схема 6).  

 

Схема 6. Добијање хиноксалинона озрачивањем 1,4-бензодиазепина 

При загревању еквимоларних количина 4-хетероарил-2,4-диоксобутанске киселине 

(8) и о-фенилендиамина (9) у DMSO-у настају (Z)-3-хетероарил-1,2,3,4-тетрахидро-2-

хиноксалинони (10) (Схема 7).30 
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Схема 7. Синтеза хиноксалинона помоћу 4-хетероарил-2,4-диоксобутанске киселине 

Bozdyreva и сарадници синтетисали су хиноксалиноне по претходно познатој 

процедури, а затим су добијена једињења третирали оксалил-хлоридом.31 На овај начин 

настаје нова серија 3-ароил и 3-хетероил-5-фенил-1,2,3,4-тетрахидро-пироло[1,2-

а]хиноксалин-1,2,4-триона (12). Загревањем ових једињења у инертном апротичном 

растварачу настају 4-ацил-3-ацилокси-2-(3-оксо-4-фенил-3,4-дихидрохиноксалин-2-ил)-6-

фенил-5,6-дихидро-1H-пиридо[1,2-a]хиноксалин-1,5-диони (13) (Схема 8). Сличну 

реакцију, неколико година касније, публиковао је Mashevskaya и сарадници само што се у 

овом случају као крајњи производ добијају 3-ароил и 3-пивалоилфуро[3,2-b]-хиноксалин-

2(4H)-они.32 
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Схема 8. Функционализација хиноксалинона 

Кондензацијом одговарајућих дикето киселина са о-фенилендиамином на 

температури кључања смеше DMF-а и воде добијају се 3,4-дихидро-2-хиноксалин-2-они 

(Схема 9). Ова реакција је веома погодна за добијање ових једињења у високим 

приносима, а чистији производ се може добити прекристализацијом из DMF-а.33 

 

Схема 9. Синтеза хиноксалинона полазећи од дикето киселина 

Публикован је велики број метода које подразумевају употребу катализатора који 

поспешују циклизацију и формирање хиноксалинона. Једна од тих метода подразумева 

употребу Ru(phen)3Cl2 као катализатора у присуству натријум-карбоната у MeCN као 

растварачу. Реакција је приказана на Схеми 10.34 
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Схема 10. Добијање хиноксалинона употребом Ru(phen)3Cl2 као катализатора 

На Схеми 11 је приказана општа реакција између 2-халогенанилина и 

аминокиселина која се одиграва у присуству соли бакра као катализатора при чему настају 

хирални хиноксалинони. Ова реакција се одиграва у једном кораку при чему се формирају 

C-N везе. Имајући у виду да може доћи до стварања C-N везе испитивана је реакција 2-

бромоанилина са фенилаланином у присуству CuCl, K3PO4 и DMSO-а.35 Као производ 

настају хиноксалинони и то у одличном приносу. 

 

Схема 11. Синтеза хиноксалинона помоћу аминокиселина и халогенанилина 

У четворокомпонентној реакцији у којој учествују различити алдехиди (14), 2-

јодоанилин (15), 2-индолкарбоксилна киселина (16) и изоцијаниди (17) добија се 

интермедијер (Ugi производ)36 (18) који у присуству каталитичких количина CuI, L-

пролина и калијум-карбоната прелази у индоло[1,2-a]-хиноксалиноне (19) у јако добром 

приносу (Схема 12). Ово је синтеза у једном кораку и при благим реакционим условима. 

Приликом ове синтезе формира се једна C-C веза, једна C-O веза и чак три C-N везе са 

високом селективношћу. 
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Схема 12. Синтеза индоло[1,2-a]-хиноксалинона 

У циљу да се синтетишу хиноксалинони који улазе у састав биолошки активних 

једињења и без добијања споредних производа развијена је нова метода синтезе истих.37 

Заправо, у том периоду су реакције N-ариловања, које су катализоване прелазним 

металима, привукле велику пажњу научника. Развијена метода синтезе хиноксалинона 

катализована је Pd2(dba)3 комплексом и одвија се у присуству микроталасног зрачења 

(Схема 13). На овај начин се могу добити како бициклични тако и полициклични 

хиноксалинони у високом приносу. 

 

Схема 13. Реакција добијања хиноксалинона помоћу Pd2(dba)3 

Познато је да се прелазни метали користе као катализатори у синтези хетероцикала 

и да су комплекси злата јако популарни у реакцијама циклизације јер имају ту способност 

да активирају различите функционалне групе под благим реакционим условима. Сходно 

томе, развијена је синтетичка метода у једном кораку за добијање пироло[1,2-а:2', 1'-c]-

/пиридо[2,1-c]пироло-[1,2-a]-хиноксалинона.38 У овој синтези као катализатор користи се 
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[Au{P(t-Bu)2(o-бифенил)}-{CH3CN}]SbF6 са додатком трифлуоросирћетне киселине у води 

као растварачу и на температури од 80°C. На овај начин добијају се жељени производи у 

високом приносу (Схема 14).  

 

Схема 14. Синтеза пироло[1,2-а:2', 1'-c]-/пиридо[2,1-c]пироло-[1,2-a]-хиноксалинона 

У реакцији између супституисаног о-фенилендиамина и 2 еквивалента метил-

триметоксиацетата у кључалом толуену након 12 сати настају хиноксалинони у приносу 

од 35%. Међутим, при истим условима, уколико се додају каталитичке количине 

итербијум-трифлата након 4 сата настаје хиноксалинон у приносу од чак 72% (Схема 

15).39 

 

Схема 15. Синтеза хиноксалинона помоћу метил-триметоксиацетата 

До сада поменуте методе синтезе деривата хиноксалина, односно хиноксалинона, 

подразумевају употребу различитих токсичних растварача и катализатора који садрже 

метале. Како би се испунили захтеви које поставља одржива хемија, све већи број 

научника се залаже за развијање метода без коришћења токсичних растварача и 

катализатора. Jesus Morales-Castellanos и сарадници развили су једну такву методу за 

синтезу 6-супституисаних хиноксалина.40 Ова синтеза се одвија без присуства растварача 

(solvent-free) у присуству микроталасног зрачења. Реакције у којима је један од реагенаса у 

течном агрегатном стању одвијају се брже од оних код којих су оба реагенса у чврстом 

стању. Принос добијених производа је у опсегу од 80-90%. Ова реакција се може одвијати 
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под истим условима, само уз додатак TiO2-P25-SO4
2- као катализатора при чему долази до 

кисело-катализоване кондензације.41 

1.3 Методе за синтезу бензоксазинона 

Једињења као што су 1,4-бензоксазинони нису честа у природи, али се могу наћи у 

неким биљкама у облику глукозида. Могу се наћи у неким врстама кукуруза, пшенице, 

ражи и цвећу Acanthus spinosus.42,43 Бензоксазинони и њихови деривати који настају 

деградацијом у биљкама имају веома значајну улогу у путевима детоксикације и 

одбрамбеном механизму биљака. Из ових разлога постоји тенденција да се развију 

природни модели хербицида који у својој структури садрже ова једињења. На овај начин 

би се могла боље појаснити еколошка улога производа деградације бензоксазинона. На 

Слици 5 се налазе структуре 1,4-бензоксазинона у облику глукозида као и биљне врсте у 

којима се могу наћи.44  

 

Слика 5. Структуре бензоксазинона у облику глукозида и биљне врсте у којима се они налазе 

Показало се да ова једињења представљају секундарне метаболите који учествују у 

заштити биљака јер поседују фунгицидну, антимикробну и инсектицидну активност. 

Доказано је да 1,4-бензоксазинони представљају биохемијске факторе који су повезани са 
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отпорношћу кукуруза на мољце45, отпорношћу на неке групе хербицида46 и спречавају 

труљење стабљике.47 

 Такође је познато да актиномицин-D (Слика 6), антитуморски агенс, који је 

изолован из бактерије рода Streptomyces, у својој структури као део хромофоре садржи 

бензоксазинов прстен. Због важности ових једињења и широког спектра биолошких 

активности које показују постоји тенденција за проналажењем нових метода за добијање 

1,4-бензоксазинона. 

 

Слика 6. Структура актиномицина 

 У реакцији између различитих N-арилметилованих 2-аминофенола и етил-2-

бромоалканоата настају 3,4-дихидро-3-оксо-2H-1,4-бензоксазини (Схема 16).48 У реакцији 

прво долази до брзог N-арилметиловања 2-аминофенола у присуству микроталасног 

зрачења након чега долази до региоселективне анелације са 2-бромоалканоатима у 

воденом раствору DMF-а и у присуству калијум-карбоната. Код полазних једињења која 

садрже електрон-привлачне групе потребно је загревање на 180°С и више како би се 

постигао виши принос производа. 
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Схема 16. Добијање бензоксазинона помоћу одговарајућих етил-2-бромоалканоата 

 Wolfer и сарадници су по први пут представили каталитичку, асиметричну синтезу 

1,4-бензоксазинона приликом које долази до енантиоселективне циклоадиције о-

бензохинонимида са киселинским хлоридима.49 Ова метода подразумева коришћење BQd 

катализатора и Hünig-ове базе (N,N-диизопропилетиламин) у THF-у на -78°С (Схема 17). 

 

Схема 17. Асиметрична синтеза 1,4-бензоксазинона у присуству BQd катализатора 

 Имајући на уму претходно публиковане синтезе 1,4-бензоксазинона где се користе 

скупи реагенси, тешко изолују производи или је принос производа низак, Kang и 

сарадници су развили нову методу синтезе 1,4-бензоксазинона полазећи од 2-хлорофенола 

који су лако доступни и нису скупи.50 Помоћу ове методе, која је врло применљива и 

корисна, може се врло лако добити велики број супституисаних 1,4-бензоксазинона. У 

овој реакцији долази до Smiles-овог премештања које даје бензоксазиноне у високом 

приносу, чак до 92% (Схема 18). 
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Схема 18. Синтеза 1,4-бензоксазинона у којој долази до Smiles-овог премештања 

 Серија изоиндоло[1,4]-бензоксазинона синтетисана је преко интермедијера 2-(2-

хидроксифенил)-2H-изоиндола-1-карбонитрила који настаје у реакцији између 2-

аминофенола и о-фталдиалдехида у присуству натријум-хидрогенсулфита и калијум-

цијанида (Схема 19).51 Принос добијених производа креће се од 68-79%. 

 

Схема 19. Добијање изоиндоло[1,4]-бензоксазинона 

 Још једна од метода за добијање ових једињења је реакција између 2-аминофенола 

са диметил-2-оксоглутаратом под благим реакционим условима, на собној температури 

при чему настају 3-(2-оксо-2H-бензо[b][1,4]оксазин-3-ил)пропаноати (Схема 20). Ова 
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реакција се одвија без присуства катализатора, али недостатак ове методе јесу ниски 

приноси (40-60%).52 

 

Схема 20. Синтеза 3-(2-оксо-2H-бензо[b][1,4]оксазин-3-ил)пропаноата 

 Након разматрања постојећих метода синтезе и доступности полазних једињења, 

развијена је нова метода за добијање 2-алкил-2H-1,4-бензоксазин-3-(4H)-она у два 

корака.53 У првом кораку реакције долази до О-алкиловања 2-нитрофенола са метил-2-

бромоалканоатима где се као растварач користи N,N-диметилформамид на температури од 

92°С у присуству калијум-карбоната при чему настају 2-(2-нитрофенокси)алканоати. У 

другом кораку се врши редукција нитро естара помоћу водоника и паладијума у метанолу 

или смеши метанола и DME-а на собној температури. У овој реакцији је драстично 

смањена количина реакционог отпада. Као производ настају 2-алкил-2H-1,4-бензоксазин-

3-(4H)-они у приносу од 80-95% (Схема 21). 

 

Схема 21. Синтеза бензоксазинона помоћу супституисаног 2-нитрофенола 
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1.4 Биолошка активност деривата хиноксалина 

1.4.1 Антитуморска активност деривата хиноксалина 

Канцер је један од најозбиљнијих клиничких проблема и сходно томе научници 

улажу велике напоре за развиће нових антитуморских агенаса са високим степеном 

селективности. Велики број деривата хиноксалина показао је антитуморску активност in 

vitro на неколико типова туморских ћелија.54 Sanna и сарадници синтетисали су групу 

хиноксалинона и испитивали њихову антитуморску активност.55 Већина испитиваних 

једињења није показала значајну антитуморску активност осим једињења 21 и 22 која су 

показала активност на различитим туморским ћелијама у концентрацији 10-4 М. Једињења 

23 и 24 у истој концентрацији показала су активност против леукемије (Слика 7). 

 

Слика 7. Структуре једињења 21-24 

Убрзо после тога Carta и сарадници синтетисали су серију нових пиридо-

[2,3]хиноксалинона са различитим супституентима у положају С-3.56 За ова једињења 

испитиване су три врсте активности, антитуморска, антибактеријска и антифунгална 

активност. Резултати испитивања антитуморске активности in vitro показали су да 

пиридохиноксалинони 25-32 (Слика 8) показују просечну активност у концентрацији 10-4 

М. Поред ове активности једињења 25 и 30 показала су селективну антипролиферативну 

активност према различитим ћелијским линијама леукемије, туморским ћелијама плућа, 

према канцеру дебелог црева, мозга и меланома. 
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Слика 8. Структуре испитиваних пиридохиноксалинона 25-32 

Такође, једињења 33 и 34 (Слика 9) показали су селективну активност према 

различитим ћелијским линијама леукемије (HL-60 (TB), K-562 и SR) у концентрацији од 

10-8 до 10-4 М. Једињење 34 показало је и значајну инхибицију раста тумора при ниској 

концентрацији (10-8-10-5 M).54 

 

Слика 9. Структуре једињења 33 и 34 
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Hazeldine и сарадници синтетисали су антитуморске агенсе 2-{4-[(7-хлоро-2-

хиноксалинил)-окси] фенокси} пропионску киселину (XK469) 35 и 2-{4-[(7-бромо-2-

хиноксалинил)-окси] фенокси} пропионску киселину (SH80) 36 (Слика 10).57,58 

Испитивања су показала да једињењa са структуром сличном једињењу 35, које се иначе 

понаша као цитотоксични агенс, подједнако добро реагују in vivo и in vitro са тумором 

дебелог црева и панкреаса код мишева.59  

 

Слика 10. Структуре једињења 35 и 36 

Хиноксалински и хинолински прстен у XK469 и SH80 одговоран је за активности 

које ова једињења показују. Неке модификације у овим структурама воде до [1,8] 

нафтилпиридинских 37, имидазо [1,2-a] 38, пироло [1,2-a] 39 и имидазо [1,5-a] 40 деривата 

(Слика 11), док увођењем различитих супституената у положај С-4 хинолинског прстена 

код једињења 36 води до групе једињења која имају слабу антитуморску активност. 

 

Слика 11. Структуре једињења 37-40 
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Gris и сарадници60 синтетисали су серију хиноксалинона помоћу Hinsberg-ове 

реакције61 која представља једну од најпознатијих метода за добијање ових једињења. 

Испитивана је потенцијална антитуморска активност једињења 41а и 41b (Слика 12) и 

показало се да једињење 41а показује активност према ћелијским линијама тумора плућа и 

бубрега in vitro условима, док једињење 41b показује активност према туморским 

ћелијама мозга. 

 

Слика 12. Структуре једињења 41a и 41b 

У циљу проналажења новог антитуморског агенса са обећавајућим фармаколошким 

профилом синтетисана је серија супституисаних 4-халофуран-2(5H)-она и халогенованих 

хиноксалин-2(1H)-она. Структуре неких од ових једињења налазе се на Слици 13 (42-45).62 

Двадесет и два једињења тестирана су на три различите протеин киназе и показала су се 

активна за вредност IC50 до 10 µМ. 

 

Слика 13. Структуре једињења 42-45 

Синтетисана је серија нових деривата сулфонамидо-хиноксалина и сва једињења су 

тестирана на хуманим туморским ћелијама.63 Два једињења показала су веома добру 
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активност (Слика 14). Једињење 46 показало је активност против леукемије на ћелијама 

HL-60 и RPMI-8226, ћелијама тумора плућа HOP-62 и HOP-92, ћелијама тумора простате 

PC-3, ћелијама тумора дојке Т-47D и ћелијама тумора мозга SNB-75. Једињење 47 

показало је значајну антитуморску активност против већине тестираних ћелијских линија 

са вредностима IC50 од 1,11 до 4,54 µМ. Највећу активност показало је према ћелијама 

леукемије RPMI-8226, а најмању према ћелијама канцера плућа HOP-62. За оба једињења 

доказано је да нису летална. 

 

Слика 14. Структуре једињења 46 и 47 

Протеин киназе су тип ензима који су неопходни за различите процесе у ћелији и 

катализатори су у процесу фосфорилације појединих ћелијских супстрата. У патолошким 

условима долази до поремећаја функције протеин киназа што узрокује промене у процесу 

фосфорилације и резултира неконтролисаном деобом ћелије и доводи до других 

поремећаја.64 Познат је велики број инхибитора тирозин киназе.65,66 Молекули са 

обећавајућим инхибиторским способностима управо садрже хиноксалине. Galal и 

сарадници синтетисали су серију деривата хиноксалина и испитивали антитуморску 

активност на ћелијама канцера дојке MCF7 и канцера јетре HepG2.67 Велики број 

једињења показао је добру активност, а за неке је пронађено да имају два пута већу 

активност од cisPt за ћелије HepG2. На Слици 15 представљена су синтетисана једињења. 

Антитуморска активност синтетисаних једињења за ћелије HepG2 у односу на cisPt дата је 

у следећем редоследу: 49 > 55 > 52 > 50 > 48a > 57 > 53 > cisPt> 59 > 54 > 48b > 56 > 51 > 

58 где једињења 49, 55, 52, 48a, 57, 50 и 59 имају сличну активност и селективност као 

cisPt. Антитуморска активност синтетисаних једињења за ћелије MCF-7 у односу на cisPt 
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дата је у следећем редоследу: 49 > 55 > 57 > 50 > 54 > cisPt > 51 > 52 > 59 > 48b > 48a > 53 

> 56 > 58 где једињења 49, 55, 57, 50, 51 и 59 имају сличну активност и селективност као 

cisPt. За једињења 49 и 55 пронађено је да инхибирају хуманe рецепторе тирозин киназа 

исто као и cisPt за обе ћелијске линије. Резултати овог истраживања веома су добри, а 

једињења 49, 52, 55, 48а и 59 могла би бити употребљена за даља истраживања. 

 

Слика 15. Структуре једињења 48-59 

Инхибиција VEGFR-2 киназе доводи до спречавања раста тумора тако што се 

блокира процес ангиогенезе. У циљу проналаска инхибитора Shi и сарадници синтетисали 

су серију (Z)-3-(2-(пиридин-4-ил)винил) хиноксалинона и испитивали in vitro и ex vivo 

условима анти-ангиогенетске  способности ових једињења.68 Једињења 60, 61a-c и 62 

показала су веома добру инхибицију VEGFR-2 киназе in vitro условима (Слика 16). У ex 

vivo условима иста једињења 60, 61a-c и 62 са анти-ангиогенетском активношћу на 

ћелијском нивоу такође имају способност да инхибирају микроваскуларизацију на нивоу 

ткива. За већ поменута једињења испитиване су њихове инхибиторске активности на 
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већем броју киназа које су укључене у процес ангиогенезе. Испитивања су вршена на 

хуманој кинази KDR/ VEGFR-2, серин/треонин протеин кинази B-RAF, тирозин киназама 

FGFR1 и EGFR.69 Једињења 61c, 61b и 62 показала су највећи потенцијал за инхибицију 

VEGFR-2 у концентрацији 1 µМ док 60 и 61a имају најмањи потенцијал што је у 

корелацији са њиховим in vitro и  in vivo активностима. Сва тестирана једињења показала 

су слабију активност од референтних стандарда али су показали селективну инхибицију за 

VEGFR-2 када се упореди са осталим киназама укљученим у процес ангиогенезе. 

 

Слика 16. Структуре једињења 60-62 
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1.4.2 Антивирусна активност деривата хиноксалина 

Поред канцера још један од веома озбиљних проблема данашњице је HIV као и 

број људи заражених њим. Улажу се велики напори за проналазак анти-HIV агенаса и 

тиме смањи број инфицираних особа. Истраживања су показала да се годишње инфицира 

око 2.5 милиона људи и да тај број непрекидно расте, тако да је до сада забележено око 40 

милиона заражених.70 Овај поражавајући податак води до тога да се константно ради на 

проналажењу нових терапеутских агенаса. Приликом примене терапије за AIDS веома је 

битно користити инхибиторе који не садрже нуклеозиде. Patel и сарадници71 синтетисали 

су једињења која садрже структурне карактеристичне фрагменте једињења Efavirenz и 

Glaxo Wellcome GW420867X, кандидата за клиничка испитивања.72 Из ове серије 

карбамати су се показали као једињења са највише потенцијала (Слика 17). Једињење 63а 

слабо се везује за протеине. Урађена је фармакокинетичка студија за активни енантиомер 63а на 

мајмунима, али лоша биорасположивост узроковала је прекид даљег истраживања. 

 

Слика 17. Структуре једињења 63a-j 

 Hepatitis C (HCV) је позитиван једноланчани РНК (рибонуклеинска киселина) 

вирус који је први пут откривен 1989. године као патоген одговоран за хепатитисе 

различите од типа А и Б.73 Више од 170 милиона људи инфицирано је HCV-ом где је у 60-

80% случајева долазило до преласка у хроничну форму. Liu и сарадници синтетисали су 
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групу хиноксалинских деривата и испитивали анти-HCV активност.74 Једињења 64, 65a-c 

и 66 (Слика 18) показала су јако добру антивирусну активност са прихватљивим индексом 

селективности. Даљим испитивањем показало се да хиноксалинони који садрже тиазол-

фенил фрагмент у свом молекулу имају велики потенцијал за анти-HCV активност. 

 

Слика 18. Структуре једињења 64-66 

Синтетисане су три групе линеарних ароматичних N-трицикличних једињења 

триазоло[4,5-g]хинолини, имидазо[4,5-g]хинолини и пиридо[2,3-g]хинолини у циљу 

развијања новог антивирусног агенса.75 Сва једињења су тестирана на РНК и ДНК вирусе 

и из сваке групе најмање по једно једињење показало је потенцијал и селективност (Слика 
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19). Од посебног значаја је једињење 67 које је показало већу активност и селективност 

према BVDV76 него према HCV-у. За даља истраживања коришћено је једињење 68 са 

модификованом структуром. Након модификације добијени су N- и O-алкил деривати 69 и 

70 који су показали антивирусну активност против BVDV, CVB-5, Sb-1, RSV и Reo-1 

вируса.77 

 

Слика 19. Структуре једињења 67-70 

 

1.4.3 Анти-инфламаторна активност деривата хиноксалина 

Познато је да деривати хиноксалина показују широк спектар активности, а међу 

њима и анти-инфламаторну активност. У складу са тим, синтетисани су 2(1H)-

хиноксалинони и њихови хексахидро деривати.78 Неки деривати 2(1H)-хиноксалинона 

садрже у молекулу 4-хлорофенил-2,3-дихидротиазол 71, део молекула који показује 

највећу анти-инфламаторну активност и не проузрокује споредне ефекте. Burguete и 

сарадници су проучавали анти-инфламаторну и анти-оксидативну активност хиноксалина 

где се показало да једињење 72 показује анти-инфламаторну активност.79 Li и сарадници 

су проучавајући анти-инфламаторну активност хиноксалина пронашли да једињење 73 са 

различитим R супституентима показује анти-инфламаторну активност (Слика 20).80  
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Слика 20. Структуре једињења 71-73 

 

1.4.4 Антикоагулантна активност 

Неконтролисане активности хемостатичког система доводе до тромбоемболијских 

болести које представљају један од највећих узрока морталитета. Главну улогу у 

хемостази имају серинске протеазе Xa и тромбин што их чини јако важним за 

антикоагулантну терапију. Фактор Xa, фактор Va, калцијум и фосфолипиди чине 

комплекс који протромбин трансформише у тромбин. Тромбин веома ефикасно иницира 

формирање фибрина и агрегацију тромбоцита. За селективне инхибиторе тромбина 

очекује се да ће бити терапеутски корисни у лечењу или профилакси тромбоемболијских 

болести.81 У циљу развијања орално активних инхибитора коагулације, која у структури 

садрже хетероциклична језгра, Ries је синтетисао нека једињења као потенцијалне 

инхибиторе.82 Њихове структуре имају хиноксалинон 74 као централни структурни део 

(Слика 21). 
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Слика 21. Структура једињења 74 

 

1.4.5 Антимикробна активност 

Антимикробни агенси значајни су за лечење болести бактеријског и гљивичног 

порекла. Бактерије брзо стекну резистенцију на агенс па постоји непрекидна потреба за 

проналажењем нових антимикробних агенаса. Многа хетероциклична једињења која 

садрже азот показују антимикробну активност а нека од њих користе се у клиничке 

сврхе.83 Хиноксалинов прстен, као једна од хетероцикличних јединица, често улази у 

састав различитих молекула антибиотика као што су хемомицин, левомицин и 

актинодеутин који инхибирају раст грам-позитивних бактерија и користе се против 

галопирајућих тумора.84 Испитивање 9,10-диметил-2-метокси-6-оксо-7,12-дихидро-хромо-

хиноксалина 75 показало је да поседује и антибактеријску и антифунгалну активност. 

Хиноксалинони 76-79 показују исте активности (Слика 22).85 

 

Слика 22. Структуре једињења 75-79 
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 У потрази за новим антимикробним агенсом, 2(1H)-хиноксалинони и њихови 

хексахидро деривати су се показали као веома корисни.78 Тиосемикарбазид добијен од 

хексахидро-2(1H)-хиноксалинона показао је у in vitro условима високу антибактеријску 

активност. Синтетисана је серија 3-(3-оксо-3,4-дихидрохиноксалин-2-ил) деривата 

пропионске киселине, а потом су деривати третирани хидразин-хидратом при чему настају 

хидразони. Хидразони даље реагују са супституисаним ароматичним алдехидима и 

добијају се хиноксалини представљени на Слици 23. Сва синтетисана једињења показала 

су антимикробну и анти-инфламаторну активност. 

 

Слика 23. Структуре једињења 80a-r 

Ishikawa је синтетисао деривате 2,3-бис(бромометил)-хиноксалина са 

супституентима у положају 6 и/или 7 и пронашао да ова једињења показују активност 

против бактерија и гљива.86 На Слици 24 приказане су структуре синтетисаних једињења. 



Докторска дисертација  Јелена Петронијевић 

30 
 

Од синтетисаних дванаест једињења, десет (81а-h, 81j и 81k) је показало антибактеријску 

активност. Једињење 81g, које садржи трифлуорометил-групу у положају 6 показује 

инхибиторску активност на грам-позитивним бактеријама. Једино дериват 81k са етил-

естром као супституентом показује активност на грам-негативним бактеријама. 

 

Слика 24. Структуре једињења 81a-l 

 Два посебно интересантна једињења (2E)-1-(7-флуоро-3-метил-4-хиноксалин-2-ил)-3-

(3,4,5-триметокси-фенил)-пропенон 82a и (2E)-3-(3,4,5-триметокси-фенил)-1-(3,6,7-

триметил-хиноксалин-2-ил)-пропенон 82b показала су селективну пролиферативну 

активност на туморским ћелијама и паразитима (Слика 25). 

 

Слика 25. Структуре једињења 82a и 82b 

У покушају да се развије моћан антимикробни агенс, Ghadage и Shirote синтетисали 

су супституисане деривате хиноксалин-2(1H)-она.87 Пронађено је да деривати 83a-e 

(Слика 26) показују јако добру антимикробну активност, а посебно дериват 83b који 

показује јако добру активност против E.coli. 
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Слика 26. Структуре једињења 83а-e 

 

1.5 Биолошка активност деривата оксазина  

 Због велике важности ових једињења уложен је велики труд да се развију 

фармацеутски производи на бази функционализованих 1,4-бензоксазинона. Због 

антифлогистичког, антипиретичког и аналгетског дејства која су показала једињења 84 

дошло се до закључка да се нека од њих могу употребити као ефикасни фармацеутски 

производи.88,89 Након тога заиста се показало да су супституисани 1,4-бензоксазинони 85 

одлични блокатори калцијумових канала (Слика 27).90 Осим тога, неколико деривата 

бензоксазинона описани су као корисни антифунгални лекови и бронхолитици.91,92 Након 

патентирања синтезе ових једињења, настављено је са побољшавањем постојеће методе и 

развијањем нових метода синтезе 1,4-бензоксазинона као и испитивањем биолошке 

активности ове групе једињења. 

 

Слика 27. Структуре једињења 84 и 85 
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Bhat и сарадници су синтетисали деривате [1,4]-оксазин-2-она помоћу о-

аминофенола и анхидрида малеинске киселине.93 Даље су помоћу 3,3а-дихидро-

бензо(b)фуро(2,3-е) [1,4] оксазин-2-она и супституисаних ароматичних амина синтетисане 

Mannich-ове базе. За сва једињења испитиване су антитуберкулозна, антибактеријска и 

антифунгална активност. Резултати су показали да су 1,4-оксазинони обећавајућа 

једињења за даља истраживања. 

Синтетисана је прва серија [6-(p-супституисани аминофенил)-4-(p-супституисани 

фенил)-6H-1,3-оксазин-ил]-ацетамида94 и серија 6-хлоро-2,4-дифенил-3,4-дихидро-2H-1,3-

бензоксазин деривата.95 За обе серије испитивана је антимикробна активност. Из прве 

серије, јаку антибактеријску и антифунгалну активност показао је хлоро супституисани 

1,3-оксазинил ацетамидни дериват 86 (Слика 28). У другој серији метокси супституисани 

деривати 87 показали су већу антимикробну активност од стандардних лекова. 

 

Слика 28. Структуре једињења 86 и 87 

Dhanya и сарадници синтетисали су серију 4-(4-супституисани фенил)-6-

супституисани-6H-1,3-оксазина полазећи од халкона и урее у етанолу и у присуству 

концентроване хлороводоничне киселине.96 6-[2,4-Диметоксифенил]-4-(4-метоксифенил)-

6H-1,3-оксазин-2 амин 88 (Слика 29) показао је одличну активност против грам-

позитивних бактерија. 
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Слика 29. Структура једињења 88 

Испитивана је акутна токсичност деривата [1,4]-бензоксазин-2-она 89 и 90 на 

мишевима при чему су оба једињења тестирана на шест јединки (Слика 30).97 У току десет 

дана праћене су и бележене све промене које су се дешавале на животињама. Као 

параметар токсичности узета је доза која убија 50% животиња до краја експеримента 

(LD50). Приликом овог експеримента нису уочене девијације код огледних животиња као 

ни други симптоми интоксикације. Леталне дозе (LD50) тестираних једињења, после једне 

оралне примене, износиле су 1000 mg/kg и на основу ових резултата окарактерисани су 

као једињења са ниском токсичношћу. Поред акутне токсичности, испитиван је и утицај 

ових једињења на резистенцију бактерије E. coli, односно испитиван је утицај ових 

једињења на антиоксидативни систем бактерије. Као стандард за антиоксидативну 

активност употребљен је ресвератрол у истој концентрацији као и испитивана једињења 

(10-5 М). Једињење 89 показало је анти-оксидативну, а једињење 90 прооксидативну 

активност. Ова једињења су подвргнута  и испитивању антирадикалске активности где се 

једињење 90 показало као ефикаснији ,,хватач” радикала од стандардног једињења 

тролокс. 
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Слика 30. Структуре једињења 89 и 90 

 Синтетисана је серија бензо[1,4]-оксазин-3-он деривата и испитивана је њихова 

цитотоксична активност на ћелијској линији рака дојке и рака грлића материце (HeLa). Од 

свих испитиваних једињења, једино је једињење 91 (Слика 31) показало добру 

антитуморску активност на HeLa ћелијској линији. Међутим, иако ова серија 

бензоксазинона није показала добру антитуморску активност, ова једињења се могу 

користити као скелет за потенцијалне антитуморске агенсе.98 

 

Слика 31. Структура једињења 91 

 Група научника инспирисана претходним истраживањима у којима је доказано да 

деривати бензоксазинона поседују идеалну антитромботску активност синтетисала је и 

испитивала серију 1,4-бензоксазинона који имају структурну предиспозицију да се 

понашају као инхибитори агрегације тромбоцита.99 Како би побољшали инхибиторску 

активност, развили су нову групу N-(1,4-бензоксазинона) ацетамида (BOAP-AM). 

Биолошка испитивања су показала да сва једињења поседују добру антитромбоцитну 

активност при чему се IC50 вредности крећу од 8,67-13,88 μМ. Најбољу инхибиторску 

активност агрегације тромбоцита показала су једињења 92 и 93 (Слика 32) која имају IC50 
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вредност готово исту као контролно једињење, аспирин. Ова једињења се могу даље 

модификовати, односно користити као структурни модели за неку следећу генерацију 

инхибитора тримбоцита. 

 

Слика 32. Структуре једињења 92 и 93 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

     2.  НАШИ РАДОВИ 
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2.1 Увод 

 С обзиром на то да хиноксалинони и бензоксазинони поседују широк спектар 

биолошких активности или улазе у састав биолошки активних једињења постали су предмет 

истраживања великог броја научника. Улазе у састав многих антибиотика као што су 

ехиномицин, левомицин и актиномицин  a такође је добро познато да инхибирају раст грам-

позитивних бактерија. Због биолошке важности постоји тенденција да се развију нове 

методе синтезе ових једињења. До сада публиковане методе подразумевају употребу 

катализатора који су штетни и скупи или употребу токсичних органских растварача. 

Употреба ових метода праћена је нежељеним ефектима као што су компликована синтеза 

катализатора, тешкоће у изоловању производа, употреба специјалних апаратура и др. 

 Ова једињења су важна и за индустрију због њихове способности инхибиције 

корозије метала. Ефикасност инхибиције корозије метала одређена је физичко-хемијским 

особинама самог метала (електронска густина, геометријски фактори, величина молекула и 

др.), док ефекат адсорпције зависи од типа метала, природе инхибитора и електрохемијског 

потенцијала система (метал и раствор). Поред тога што се способност инхибиције корозије 

метала неког једињења може испитати експериментално то се може урадити и помоћу DFT 

(density functional theory) студије. Израчунавањем квантно хемијских параметара можемо 

добити информацију о томе да ли испитивани молекул има способност инхибиције корозије 

или не. Поред квантно хемијских параметара помоћу DFT-а можемо израчунати 

равнотежну структуру, при чему добијамо информацију о геометријским параметрима, 

симулиране спектре једињења (UV-Vis, IR, Raman и NMR) као и информације о 

молекулским орбиталама. Добијени теоријски резултати могу се упоредити са 

експерименталним уколико постоје, али највећи значај ових прорачуна је то што се могу 

добити додатне информације о структури и особинама једињења, посебно о онима која су 

тешко растворна. 

 У оквиру ове тезе синтетисане су две групе једињења, 3,4-дихидро-2(1H)-

хиноксалинони и 3,4-дихидро-1,4-бензоксазин-2-они и разрађена је нова еколошки одржива 

метода синтезе.100 Полазни супстрати за ову реакцију били су различити етил 2-хидрокси-

4-алкил(арил)-4-оксо-2-бутеноати или њихове одговарајуће соли. Реакција је рађена у 

лимуновом соку који се понаша као растварач и катализатор. Добијени приноси производа 
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су високи при чему на то не утичу различити супституенти на бензеновом прстену етил 2-

хидрокси-4-арил-4-оксо-2-бутеноата. 

 Због широког спектра фармаколошких активности које показују поменута 

једињења101, урађена је евалуација биолошких активности. Том приликом испитана је 

цитотоксичност, антиангиогенеза и антидијабетска активност хиноксалинона и 

бензоксазинона. Као допуна овим испитивањима урађена је ДНК и БСА интеракција као и 

докинг студија. 

 Коришћењем DFT методе могу се добити информације о системима које је тешко 

или немогуће добити експерименталним методама. Ова метода је последњих година веома 

популарна јер је бржа од осталих метода сличне тачности. Она се не заснива на таласној 

функцији већ на функцији густине електрона. За сва израчунавања коришћен је B3LYP 

функционал са базисним скупом 6-311+G(d,p). Све истражене структуре су оптимизоване и 

за њих је урађена вибрациона анализа како би се утврдило равнотежно стање. За добијање 

UV-Vis спектара коришћен је 6-311+G(d,p) базисни скуп и TD-DFT ниво теорије при чему 

је за израчунавања као растварач подешен етанол. Као додатак овоме израчунате су и 

молекулске орбитале и одређени су доприноси електронских прелаза. Урађена су квантно 

хемијска израчунавања како би се теоријски испитале особине ових једињења и њихова 

могућност да инхибирају корозију неког метала. NMR спектроскопски подаци су добијени 

у оквиру GIAO методе. Приликом ових израчунавања добијена су јако добра слагања 

између израчунатих и експериментално добијених података.  
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2.2 Синтеза 3,4-дихидро-2(1H)-хиноксалинона и 3,4-дихидро-1,4-

бензоксазин-2-она 

Реакцијом хетероциклизације различитих етил 2-хидрокси-4-алкил(арил)-4-оксо-2-

бутеноата или њихових одговарајућих соли са о-фенилендиамином (3) или о-

аминофенолом (4) добијају се 3,4-дихидро-2(1H)-хиноксалинони односно 3,4-дихидро-1,4-

бензоксазин-2-они. Различити етил 2-хидрокси-4-алкил(арил)-4-оксо-2-бутеноати 

синтетисани су по претходно публикованој процедури.102,103 Неки од коришћених су већ 

били познати а неки су новосинтетисани. Синтеза етил 2-хидрокси-4-алкил(арил)-4-оксо-2-

бутеноата одвија се Claisen-овом кондензацијом између различитих алифатичних и 

ароматичних метил кетона и диетил-оксалата. На Схеми 22 приказана је синтеза 3,4-

дихидро-2(1H)-хиноксалинона 5(a-m) и 3,4-дихидро-1,4-бензоксазин-2-она (6a, 6b, 6f, 6k-

о). 

 

Схема 22. Синтеза 3,4-дихидро-2(1H)-хиноксалинона 5(a-m) и 3,4-дихидро-1,4-бензоксазин-2-она 

(6a, 6b, 6f, 6k-о) 
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 За оптимизацију реакционих услова одабрали смо реакцију између реактанта 3 или 

4 са етил 2-хидрокси-4-(бут-2′-енил)-4-оксо-2-бутеноатом (2b) или етил 2-хидрокси-4-(3′-

метоксифенил)-4-оксо-2-бутеноатом (2f) где се као производи добијају 5b, 5f, 6b и 6f. Ова 

реакција је изведена у води и у лимуновом соку (метода А) као растварачу у моларном 

односу 1:1 са променом температуре. Након изоловања производа најбољи резултати су 

постигнути помоћу методе А. У току 24 сата у лимуновом соку на тачки кључања добијени 

су следећи приноси за 5b, 5f, 6b и 6f : 89, 90, 93 и 88%. Ове реакције су изведене и у води у 

присуству каталитичких количина лимунске киселине (10 mol%) али су приноси производа  

5b, 5f, 6b и 6f знатно нижи (25-54%) у поређењу са методом А где се користи лимунов сок 

(88-93%). Претпостављамо да разлог добијања виших приноса коришћењем лимуновог сока 

лежи у томе што лимунов сок представља смешу витамина, антиоксиданата и ензима, што 

није случај код воденог раствора лимунске киселине. Такође, приликом оптимизације 

услова мењан је молски однос између 3 или 4 и естара 2b или 2f (1,1:1, 1,5:1, 2:1) и уз 

продужено време реакције (24-48 сати) добијени су приноси производа (5b, 5f, 6b и 6f) 70-

92%. Резултати ових експеримената показали су да су оптимални услови за синтезу ових 

једињења рефлукс, 24 сата са молским односом реактаната 1:1. 

 Након успешне оптимизације реакционих услова урађена је синтеза свих 3,4-

дихидро-2(1H)-хиноксалинона и 3,4-дихидро-1,4-бензоксазин-2-она. Структуре 

синтетисаних једињења (5a-m, 6a, 6b, 6f, 6k-о)  и приноси производа приказани су на Слици 

33. У свим изведеним реакцијама постигнути су добри до одлични приноси, а најбољи 

принос од 95% постигнут је у синтези једињења 6l. Што се тиче утицаја структуре једињења 

на принос, групе са електрон-донорским или електрон-акцепторским ефектом које се налазе 

на ароматичном прстену естара немају значајан утицај на принос производа. Примећено је 

да је принос у реакцијама естара (2a-d) који садрже алкил групу  као супституент виши од 

приноса који су добијени употребом сличних супстрата.104,105 Једињење 5g је синтетисано 

помоћу методе А у нижем приносу у односу на претходно коришћену процедуру.106 

Међутим, једињења 5f и 5g су добијена у вишем приносу него једињење 5е вероватно због 

присуства стерних сметњи које потичу од метокси групе у орто положају. 
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Слика 33. Структуре и приноси (%) једињења 5(a-m) и 6a, 6b, 6f, 6k-о; у загради се налазе приноси 

остварени применом методе B 

Један од најважнијих принципа зелене хемије је смањење утрошка енергије у хемијским 

процесима. Сходно томе, применом методе B смањено је време реакције тако што су уместо 

естара, као полазних супстрата, коришћене одговарајуће енолне соли 2a'-o'.  Синтеза се 

изводи тако што се у кључали раствор лимуновог сока у коме се налази реактант 3 или 4 

дода загрејани водени раствор енолне соли (2a'-o'). У свим случајевима, одмах по додатку 

енолне соли  ствара се замућење и у периоду од 2-6 сати настаје производ у одличном 

приносу (Слика 33). Применом методе B, са краћим периодом трајања реакције у односу на 

методу А, добијају се слични или чак бољи приноси. Најбољи приноси добијени су у 

синтези 5h, 5m и 6a (97%). 

Претпостављени механизам реакције добијања 3,4-дихидро-2(1H)-хиноксалинона и 3,4-

дихидро-1,4-бензоксазин-2-она приказан је на слици 34. У првој фази реакције долази до 

протоновања једињења I што доводи до формирања енолног облика II. У даљем ступњу 

реакције протонује се облик II и формира се интермедијер подложан таутомеризацији (III 

и IV). У реакцији реактанта 3 или 4 са интермедијером IV долази до формирања C-N везе и 

дехидратације након чега се формира интермедијер V. У последњем кораку реакције долази 

до интрамолекулске циклизације интермедијера V и формирања енол-имина VIII који 

таутомеризује преко кето-имина IX у жељени производ X. 
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Слика 34. Предложени механизам реакције добијања 3,4-дихидро-2(1H)-хиноксалинона 

 

2.2.1 Постсинтетичка анализа  

 У циљу испитивања могућности рециклирања и поновне употребе лимуновог сока, 

синтетисана су једињења 5а и 6а помоћу методе В. Након одговарајућег изоловања 

производа, лимунов сок је третиран са 0,05 g активног угља и након филтрирања поново 

употребљен за синтезу 5а и 6а. Синтеза са рециклираним лимуновим соком је изведена 

седам пута и на Слици 35 је приказан утицај рециклираног медијума на приносе производа 

5а и 6а. 

 

Слика 35. Утицај рециклираног лимуновог сока на приносе производа 
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Као што се може видети на графику, рециклирани лимунов сок се може пет пута употребити 

а да при томе не изгуби каталитичку активност, док шести и седми пут долази до значајног 

опадања приноса (65-80%). 

 Приликом развијања нових метода које подразумевају употребу нетоксичних 

растварача потребно је утврдити да ли су и колико те методе еколошки одрживе. То се 

одређује израчунавањем параметара зелене хемије. У циљу одређивања еколошке 

одрживости примењене методе, израчунати су еколошки фактори за методу А и В (Слика 

36 и Слика 37). У параметре зелене хемије спадају ефективно искоришћење масе, Е-фактор, 

атомска ефикасност (АЕ) и ефикасност реакционе масе (RME) као једни од најбитнијих. 

 

Слика 36. Графички приказ фактора АЕ и RME за методу А и В (горе) и Екоскала за обе методе 

(доле) 
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Слика 37. Графички приказ Е-фактора (g g-1) за методу А и B 

Атомска ефикасност (АЕ), као један од параметара зелене хемије, која показује колики 

проценат реактаната учествује у грађењу производа, има високе вредности (Слика 36, до 

87%), док постоје значајне разлике у вредностима за RME израчунате за примењену 

методу.107 Ефикасност реакционе масе (RME) представља количник масе производа (5 или 

6) и збира масе реактаната (принос реакције) који је помножен са АЕ. Вредности за RME, 

за методу А и В, иду до 76,8 односно 84%. Остварене вредности Е-фактора (Слика 37) за 

методу А и В имају вредности 0,17 и 0,15. Такође, екоскала се налази у опсегу од 75-88,5 за 

методу А и од 82-91,5 за методу В. На основу добијених резултата метода В има боље 

вредности за АЕ, RME, Е-фактор и Екоскалу у односу на методу А, чиме је доказано да је 

ова метода чистија и еколошки одрживија. 

 Испитивана је скалабилност методе В, односно ефикасност методе на 40 mmol скали. 

У ту сврху синтетисано је неколико 3,4-дихидро-2(1H)-хиноксалинона (5а, 5k-5m) и 3,4-

дихидро-1,4-бензоксазин-2-она (6a, 6k-6m). У свим реакцијама су коришћене еквимоларне 

количине енолних соли 2а', 2k'-2m' и 3 или 4 и урађене су на 40 mmol скали. Одговарајући 

производи су добијени у приносу 74-95% (Табела 1.). 

  



Докторска дисертација  Јелена Петронијевић 

44 
 

Табела 1. Синтеза одабраних једињење на грамској скали и зелени параметри (Е-фактор и 

Екоскала) 

Супстрати Реакциони 
услови 

Производ E-фактор (g g-1)* Eкоскала* 

2a' + 3 рефлукс, 2h 5a, 84%, 7,7 g 0,12 85 

2k' + 3 рефлукс, 10h 5k, 74%, 9,1 g 0,21 80 

2l' + 3 рефлукс, 7h 5l, 92%, 11,8 g 0,05 89 

2m' + 3 120 oC, 15h 5m, 80%, 11,9 g 0,15 83 

2a' + 4 рефлукс, 5h 6a, 95%, 8,7 g 0,03 90,5 

2k' + 4 120 oC, 10h 6k, 87%, 10,8 g 0,09 86,5 

2l'+ 4 120 oC, 15h 6l, 90%, 11,6 g 0,07 88 

2m' + 4 120 oC, 24h 6m, 89%, 13,3 g 0,07 87,5 

*Еколошки фактор и Е-фактор израчунати су помоћу следећих једначина: E-фактор (g g-1) = маса 

отпада (g) /маса добијеног производа 5 или 6 (g) 107 и Екоскала = 100 – збир појединачних пенала108. 

 

2.2.2 Кристалографска анализа  

 Једињење 6b је добијено у погодном кристалном облику тако да је за њега било 

могуће урадити рендгенску структурну анализу. На овај начин је потврђена структура овог 

једињења која је приказана на Слици 38. Пошто се ради о сличним једињењима, на овај 

начин је потврђена и структура свих осталих молекула. 

 

Слика 38. Кристална структура и шема нумерисања атома једињења 6b 
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 Са слике се види да овај молекул садржи два кондензована шесточлана прстена (на 

слици обележена као прстен А и В). Прстен В је скоро идеално планаран иако су неке везе 

унутар тог прстена једноструке (Табела 2). Ова планарна конформација прстена В 

вероватно је стабилизована јаком интрамолекулском водоничном везом N1–H⋯O3 [H⋯O3 

= 2.01(2) Å, N1–H⋯O3 = 134(2)°]. Прстенови А и В су копланарни јер диедарски угао између 

два прстена износи 1.42(9)°, док померање O2, C9, C10, C11 и O3 атома из равни два прстена 

не прелази 0.09 Å. Дакле, сви атоми у молекулу формирају дугачак планарни систем осим 

крајњих (C12–C13–C14) атома. 

Табела 2. Дужине веза (Å) у кристалној структури једињења 6b 

O1-C1 1,352(2) 

O1-C8 1,385(2) 

O2-C1 1,193(2) 

O3-C10 1,238(2) 

N1-C2 1,357(2) 

N1-C3 1,382(2) 

C1-C2 1,494(2) 

C2-C9 1,351(2) 

C3-C8 1,386(2) 

C9-C10 1,444(2) 

C10-C11 1,493(2) 

C11-C12 1,526(2) 

C12-C13 1,473(2) 

C13-C14 1,287(3) 

 

 Поред поменуте интрамолекулске водоничне везе, кисеоников атом О3 у кристалној 

структури гради две јако битне интермолекулске водоничне везе N1–H⋯O3 [H⋯O3 = 

2,52(2) Å, N1–H⋯O3 = 142(2)°] и C4–H⋯O3 [H⋯O3 = 2,47 Å, C4–H⋯O3 = 144°]. Помоћу 

ових водоничних веза молекули једињења 6b формирају двоструки низ дуж 

кристалографске осе b у кристалном паковању (Слика 39). Занимљиво је поменути да су 
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прстенови А и В суседних молекула у двоструком низу постављени паралелно једни према 

другима. 

 

 

Слика 39. Формирање двоструког низа у кристалном паковању једињења 6b. Интермолекулске 

водоничне везе су приказане испрекиданим плавим линијама. 
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Интерпланарна удаљеност између суседних А и В прстенова износи само 3,36 Å, а 

удаљеност између прстенова износи 3,50 Å. Овакво паковање прстенова може се сматрати 

изненађујућим и структурно јако занимљивим јер хетероциклични прстен В не испуњава 

све критеријуме ароматичности. Заправо, делокализација π електрона унутар целог прстена 

је један од основних услова ароматичности. Међутим, у случају прстена В, C1–C2 веза има 

дужину од 1,493(2) Å и може се посматрати једино као локализована C–C једнострука веза. 
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2.3 Биолошка активност 3,4-дихидро-2(1H)-хиноксалинона и 3,4-

дихидро-1,4-бензоксазин-2-она 

2.3.1 Антитуморска активност  

Испитана је цитотоксична активност in vitro свих синтетисаних једињења 5(a-m) и 

6a, 6b, 6f, 6k-о према ћелијским линијама хуманог карцинома грлића материце (HeLa), 

хуманог карцинома дебелог црева (LS174), хуманог карцинома плућа (A549) и нормалним 

хуманим ћелијама феталних фибробласта плућа (MRC-5) које су коришћене као контролне 

ћелије. Цисплатина је коришћена као референтно једињење. На Слици 40 су дате IC50 

вредности одређене током периода инкубације од 72h. До ових резултата се дошло 

коришћењем МТТ (3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолијум бромид) теста. 

Анализа резултата је показала да неколико једињења (5c, 5g, 5h и 5i) показују добру 

цитотоксичну активност према свим ћелијским линијама док остала показују умерену до 

слабу активност.   

 

Слика 40. Концентрације испитиваних једињења које доводе до 50% инхибиције преживљавања 

ћелије (IC50) изражене у µg/ml 

 Једињења 5a, 6b, 5j и 6m према неким ћелијским линијама показују јаку 

цитотоксичну активност, а према неким слабију. На пример, једињење 6b према HeLa 

ћелијској линији показује добру цитотоксичну активност, према LS174 показује умерену 

активност, док према А549 показује јако слабу цитотоксичну активност. Што се тиче 
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селективности, односно активности испитиваних једињења на здравим ћелијама, готова сва 

испитивана једињења показала су се као нетоксична према здравим ћелијама. Једињења 5c, 

5g, 5h и 5i показала су бољу селективност од цисплатине, посебно једињење 5h чији индекс 

селективности за HeLa ћелијску линију износи 17,44 (Табела 3). 

Табела 3. Индекс селективности 

Једињења HeLa LS174 A549 

 IC50(MRC-5)/IC50(ћелијске линије) 

5c 6,92 5,18 2,01 

5g 12,53 7,83 2,84 

5h 17,44 10,88 4,51 

5i 10,51 9,12 7,72 

Цисплатина 6,04 2,96 1,24 

 

 

2.3.2 Механизам антитуморске активности  

2.3.2.1 Анализа фаза ћелијског циклуса  

Испитивано је дејство одабраних једињења (5c,5g,5h и 5i) на промену у 

дистрибуцији HeLa ћелија у појединим фазама ћелијског циклуса током 24h и резултати су 

приказани на Слици 41. 
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Слика 41. Хистограми добијени анализом ћелијског циклуса на проточном цитометру 
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Ова једињења показују добру цитотоксичност и инхибицију на свим тестираним 

ћелијским линијама. Њихов механизам активности испитиван је помоћу проточне 

цитометрије. Након 24h инкубирања са испитиваним једињењима долази до благог 

повећања процента HeLa ћелија у sub-G1 фази ћелијског циклуса. Примећене су и одређене 

промене које зависе од дозе у sub-G1 фази ћелијског циклуса HeLa ћелија. HeLa ћелије 

третиране су са две различите концентрације једињења 5i и примећено је повећање 

процента ћелија у G2/M фази које је повезано са опадањем процента ћелија у G1 фази. На 

основу добијених резултата дошло се до закључка да нема значајних промена на нивоу 

ћелијског циклуса и да ова једињења имају другачији механизам активности.  

 

2.3.2.2 Интеракција са биомакромолекулима (ДНК и БСА)  

 Испитивана је могућност везивања одабраних једињења за ДНК мерењем 

флуоресценције. Експеримент је изведен тако што се прво награди комплекс ЕБ-ДНК а онда 

се додаје испитивано једињење које у конкурентној реакцији са EБ замењује EБ који је везан 

за ДНК указујући на јаку конкуренцију са EБ. Спектри су снимљени у опсегу таласних 

дужина од 550-750 nm. Повећањем концентрације једињења 5c, 5g, 5h и 5i долази до 

смањења (хипохромизма) интезитета емисије раствора EБ-ДНК (Слика 42). Такође, поред 

хипохромизма, у већини случајева јавља се и батохромни ефекат. 

 Везивање једињења 5c, 5g, 5h и 5i описано је помоћу Stern-Volmer-ове једначине 

(1)109 где је испитивана зависност I0/I од [Q] 

𝐼0/𝐼 =  1 + 𝑘𝑞𝜏0[𝑄]  =  1 +  𝐾𝑆𝑉[𝑄]                                                                                       (1) 

У једначини I0 и I представљају интезитете емисије у одсуству и присуству испитиваних 

једињења, [Q] је равнотежна концентрација испитиваног једињења, kq је бимолекулска 

константа гашења и τ0 је просечан животни век ДНК у одсуству испитиваног једињења (10-

8 s). KSV je Stern-Volmer-овa константа чија је вредност добијена испитивањем зависности 

I0/I у функцији од [Q]. У Табели 4 налазе се вредности за kq и KSV за једињења 5c, 5g, 5h и 

5i. На основу добијених вредности константи може се закључити да испитивана једињења 

имају афинитет да супституишу EБ из EБ-ДНК комплекса и везују се за ДНК преко 
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интеркалације. Такође, добијене вредности за KSV су у рангу константи које су добијене за 

потенцијалне лекове који садрже метал.102,110 
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Слика 42. На горњим сликама приказани су емисиони спектри EБ везаног за ДНК у одсуству (црвене 
линије) и присуству једињења 5c, 5g, 5h и 5i. Црвена линија одговара раствору пуфер + испитивано 

једињење. [EБ] = 100 µM, [ДНК] = 100 µM; [5c], [5g], [5h] and [5i] = 0-100 µM; pH = 7,4; λex = 520 

nm. Стрелицама је приказана промена интензитета емисије са повећањем концентрације 

испитиваних једињења. Доле: графици зависности I0/I у функцији од [Q]. 
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Табела 4. Бимолекулска константа гашења kq, Stern-Volmer-овa константа KSV и фактор 

корелације R за једињења 5c, 5g, 5h и 5i  

 

Познато је да ефикасност лекова зависи од њихове способности да се везују за 

протеин. Имајући ово на уму, поред интеракције са ДНК испитивана је и интеракција са 

говеђим серум албумином (БСА). Праћено је смањење интензитета флуоресценције БСА са 

испитиваним једињењима 5c, 5g, 5h и 5i у опсегу од 300-500 nm. Максимум интензитета 

флуоресценције за БСА постигнут је на 365 nm. Интензитет флуоресценције БСА се 

постепено смањује са повећањем концентрације испитиваних једињења. Померање 

максимума интензитета флуоресценције комплекса БСА-испитивано једињење ка нижим 

таласним дужинама (хипсохромно померање) узроковано је повећањем хидрофобности већ 

поменутог комплекса.111 

 Везивање испитиваних једињења за БСА описано је помоћу једначине (2)112: 

 log(𝐼0 − I/I)  =  logKa +  n log[Q]                                                                                                          (2) 

У једначини I0 и I представљају интезитете емисије у одсуству и присуству испитиваних 

једињења, Ka је константа везивања испитиваних једињења за БСА, n је број везивних места 

за молекул БСА и [Q] је равнотежна концентрација испитиваног једињења. На Слици 43 

приказани су графици зависности log(I0-I/I) у функцији од log[Q]. Вредности Ka и n одређене 

су из одсечка и нагиба праве. Вредности константи и параметара за 5c, 5g, 5h и 5i-БСА 

комплекса дате су у Табели 5. На основу добијених вредности за n може се закључити да 

постоји једно место где се хиноксалинони везују за БСА током њихове интеракције. Треба 

поменути да је најбитнији фактор доступности лека управо јачина везивања лека за БСА.113 

Уколико се вредности константе Ka налазе између 104 и 106 онда се лиганди реверзибилно 

Једињење kq [M
-1 s-1] × 1011 Ksv [M

-1] × 103 R 

5c 6,3 ± 0,2  6,3 ± 0,2 0,9964 

5g 5,6± 0,2  5,6± 0,2 0,9944 

5h 3,1 ± 0,2  3,1 ± 0,2 0,9940 

5i 5,1± 0,1 5,1± 0,1  0,9935 
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везују за протеин.114 Добијене вредности за Ka показују да је везивање између испитиваних 

једињења и БСА умерено, односно да се испитивана једињења реверзибилно везују за БСА 

и да се могу транспортовати помоћу БСА. 
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Слика 43. На горњим сликама приказани су емисиони спектри БСА у одсуству (црвене линије) и 
присуству једињења 5c, 5g, 5h и 5i. Црвена линија одговара раствору пуфер + испитивано једињење. 

[БСА] = 10 µM, [5c], [5g], [5h] and [5i] = 0,0, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0 и 8,0; µM; pH = 7,4; λex = 

280 nm.. Доле: графици зависности I0/I у функцији од [Q]. 

Табела 5. Параметри Ka и n и коефицијент корелације R за једињења 5c, 5g, 5h и 5i 

Једињења Ka (M) n R 

5c (1,9± 0,1) × 103 1,06 0,9954 

5g (2,0± 0,1) × 103 1,08 0,9908 

5h (1,1± 0,1) × 104 1,16 0,9505 

5i (3,4 ± 0,1) × 104 1,38 0,9906 
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2.3.2.3 Мерење вискозности  

 Мерењем вискозности раствора ДНК може се уочити промена дужине ДНК ланца у 

присуству једињења које може да се веже за ДНК.115 Вредности релативне специфичне 

вискозности (η/ηo)
1/3 зависе од релативне дужине ДНК (L/Lo) и повезане су једначином 

(3)116,117: 

(𝜂/𝜂0)1/3  =  (𝐿/𝐿0),                                                                                                                            (3) 

У једначини η0 и η представљају доприносе специфичној вискозности ДНК у одсуству и 

присуству лиганда. Уопштено, када се неко једињење угради између базних парова ДНК, 

долази до повећања растојања између база ДНК. Самим тим повећава се дужина ДНК и 

повећава се вискозност. Приликом интеркалације између суседних парова база уграђује се 

планарни део молекула који изазива продужавање хеликса.118-120 Интеракције које доводе 

до повећања дужине ДНК доводе и до повећања вискозности. Међутим, екстерне 

интеракције као што је електростатичка интеракција не доводе до повећања вискозности 

ДНК раствора јер се не повећава растојање између базних парова. Приликом овог типа 

интеракција долази до савијања ДНК хеликса, при чему се мало смањује дужина ДНК а 

самим тим и вискозност.121-123 

 На Слици 44 приказане су вредности релативне специфичне вискозности (η/ηo)
1/3 у 

функцији од R (R = [лиганд] / [ДНК]) у одсуству и присуству комплекса у tris HCl пуферу. 

Резултати су показали да додатком лиганда у 0,01 mM раствор ДНК (до R = 1,0) долази до 

значајног повећања релативне вискозности ДНК узорка. Ово повећање је било 

најизраженије након додатка једињења 5i. На основу добијених резултата може се 

закључити да испитивана једињења интеркалирају са ДНК.124 
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Слика 44. Релативна вискозност (η/ηo)
1/3 ДНК (0,01 mM) у раствору пуфера (50 mM NaCl и 5 mM 

tris HCl на pH 7,4) по додатку лиганда 5h (црвено) и лиганда 5i (црно) са повећањем односа R 

 У ранијим испитивањима125 показало се да присуство добро познатог органског 

интеркалатора, етидијум-бромида, доводи до повећања релативне вискозности ДНК  где 

нагиб праве за (η/ηo)
1/3 у функцији од R износи 0,96. Сходно томе, очекује се да долази до 

повећања релативне вискозности ДНК где је нагиб праве између 0 и 0,96 уколико је дошло 

до интеркалације лиганда или уколико је интеркалација јача од других интеракција које се 

дешавају између ДНК и лиганда. У нашем случају, релативна вискозност ДНК се повећава 

са нагибом праве од 0,97 за лиганд 5i и 0,789 за лиганд 5h услед продужења хеликса ДНК и 

удаљавања базних парова како би се хеликс прилагодио лиганду. Овако висока вредност 

нагиба за лиганд 5i слична је вредностима које одговарају комплексима ДНК са класичним 

интеркалационим лигандима. У случају 5h вредност нагиба је нешто нижа па се може 

претпоставити да постоје неке друге интеракције између ДНК и овог лиганда које доводе 

до савијања ДНК хеликса и смањују његову дужину. 
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2.3.2.4 Молекулски докинг 

 У наредном делу истраживања урађена је докинг студија са ДНК додекамером како 

би се потврдила интеракција лиганада 5c, 5g, 5h и 5i са ДНК и утврдио њихов начин 

везивања за ДНК. Као референтно једињење коришћена је цисплатина (Слика 46). На 

Сликама 45 и П1 приказани су најбољи начини везивања лиганада са ДНК, а у Табели 6 

налазе се израчунате енергије везивања и константе инхибиције. Резултати докинг студије 

показали су да сва једињења интерагују са ДНК интеркалацијом чиме се потврђују 

експериментални резултати. Као што је приказано на Сликама 45 и П1 једињења се јако 

добро уклапају између ДНК нуклеотида без прекидања двоструког ДНК хеликса. Лиганди 

5c и 5g интерагују са базним паровима ДНК преко van der Waals-ових сила, хидрофобних 

интеракција и водоничних веза са DT:B20. Лиганд 5c се боље уклапа између ДНК ланаца 

због мање величине молекула. Лиганд 5i интерагује са базним паровима ДНК преко van der 

Waals-ових и хидрофобних интеракција док лиганд 5h поред ових интеракција формира и 

две водоничне везе са DT:B19 и DG:A4. Постојање јаких водоничних веза између атома 

кисеоника из метокси групе лиганда 5h и гуанинске базе молекула ДНК и између -NH из 

пиразинског прстена лиганда 5h и тимина у складу је са резултатима мерења вискозности и 

управо из ових разлога је нагиб праве за лиганд 5h нижи од нагиба праве за 5i. На основу 

добијених резултата, из Табеле 6 може се видети да лиганд 5i има негативнију вредност 

енергије слободног везивања (ΔG) и већи афинитет везивања за ДНК од лиганда 5h. Ови 

резултати показују да геометријско уклапање лиганда у хеликс ДНК има већи утицај на 

везивање лиганда за ДНК од формирања водоничних веза. Најнижу вредност енергије 

слободног везивања има лиганд 5c, вероватно због мале величине молекула и бољег 

уклапања између хеликса ДНК. Када се добијени резултати упореде са цисплатином, уочава 

се да најсличнију вредност за ΔG са цисплатином има лиганд 5i. 
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Слика 45. Резултати докинг студије лиганада 5c и 5g са ДНК 
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Слика 46. Резултати докинг студије цисплатине са ДНК 

 

 Поред докинг студије урађене за лиганде са ДНК урађена је и докинг студија са БСА. 

Као референтно једињење коришћена је цисплатина (Слика 48). На овај начин су потврђени 

експериментални резултати и приказана су могућа места везивања. Анализа резултата 

показала је да сви лиганди интерагују са БСА на истом везивном месту (Слика 47 и П2) које 

се налази између две субјединице IIa и IIIa и изложено је утицају растварачу.126 Лиганд 5c 

са БСА формира две водоничне везе, једну са Arg 185 и једну са Tyr 160. Лиганд 5g формира 

водоничну везу са Lys 136 и Thr 121 молекула БСА. Интеракција између 5i и БСА остварује 

се формирањем водоничне везе између карбонилне групе лиганда и гванидино групе из Arg 

185 и -NH2 групе Leu 115. Интеракција је додатно јача због постојања π-π интеракција 

између Lys 114 и ароматичног прстена лиганда. Лиганд 5h формира две водоничне везе са 

Leu 115 и једну са Arg 185 и Lys 114. Поређењем добијених резултата очигледно је да за 

лиганде 5c, 5g и 5h најважнију улогу у везивању за БСА има Arg 185. Што се тиче лиганда 

5i он има нижу вредност за ΔG у односу на 5h што указује на већи афинитет везивања према 

БСА што је у сагласности са флуориметријским титрацијама (Табела 5). 
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Слика 47. Резултати докинг студије лиганада 5c и 5g са БСА 
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Слика 48. Резултати докинг студије цисплатине са БСА 

Табела 6. Параметри добијени анализом докинг студије за 5c, 5g, 5h и 5i 

Једињење Докинг учинак Слободна 

енергија 

везивања (ΔG) / 

kJ mol–1 

Константа 

инхибиције 

(Ki)/ μM 

ДНК 

5c -5,783        -39,17         0,137 

5g -6,664        -46,09         0,008 

5h -6,663 -33,16 1,553 

5i -7,018 -37,11 0,315 

цисплатина -6,345 -37,06 0,304 

 БСА 

5c -5,879 -31,43 3,114 

5g -6,119 -33,63 1,282 

5h -6,794 -21,73 155,986 

5i -7,225 -28,11 11,894 

цисплатина -5,321 -20,18 291,35 
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2.3.3 Анти α-глукозидазна активност 

 Приликом испитивања инхибиције ензима α-глукозидазе утврђено је да два од свих 

тестираних једињења показују значајну инхибицију in vitro (Табела 7). Након очитавања 

апсорбанције и сређивања резултата израчунате су IC50 вредности. Једињење 5i је показало 

најбољу инхибицију са IC50 вредношћу од 40,09±0,49 µM док је једињење 5c показало 

најлошију инхибиторну активност са IC50 вредношћу од 166,09±9,80 µM. Генерално, IC50 

вредност за сва испитивана једињења, осим за 5c, нижа је од IC50 вредности стандардног 

антидијабетичког лека (акарбозе). Добијени резултати се поклапају са неким претходним 

истраживањима која су урађена на хиноксалинонима и указују на то да овакав тип једињења 

може да инхибира α-глукозидазу127 и поседују антидијабетичка својства.128 Сходно томе, 

једињења 5h и 5i се могу даље испитивати и користити као нова потенцијална контролна 

хипергликемијска једињења. 

Табела 7. IC50 вредности испитиваних једињења 5c, 5g, 5h и 5i за анти α-глукозидазну активност 

Једињење IC50(µM) 

5c 166,09±9,80 

5g 133,85±8,05 

5h 52,54±0,09 

5i 40,09±0,49 

Акарбоза 145,43±3,88 
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2.3.4 Утицај на ангиогенезу 

 На основу претходних испитивања и резултата, као допуна урађена је процена 

утицаја испитиваних једињења на ангиогенезу in vitro. Као што се може видети на Слици 

49, ћелије EA.hy926 у контролној серији су поређане тако да формирају цевасте структуре 

као и прелазне цеви са мултицентричним спојевима. Након тога урађен је третман суб-

токсичном дозом IC20 испитиваних једињења 5c (45 µM), 5g (8 µM), 5h (5 µM) and 5i (9,5 

µM) који је резултирао значајним инхибиторским ефектом на ангиогенезу. Овај утицај се 

огледа у томе што долази до смањења формирања капиларних цеви као и инхибиције 

спајања ћелија и формирања полигонских структура. Постоје подаци у литератури који 

указују на то да су бензоксазини и хиноксалинони инхибитори ангиогенезе.129,130   

 

Слика 49. Утицај испитиваних једињења 5c, 5g, 5h и 5i на ангиогенезу ендотелних ћелија 
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2.4 Теоријско испитивање одабраних 3,4-дихидро-2(1H)-хиноксалинона 

и 3,4-дихидро-1,4-бензоксазин-2-она 

За теоријско испитивање (DFT израчунавање) одабрана су три деривата 

хиноксалинона и један дериват бензоксазинона (Слика 50). За сва израчунавања коришћен 

је B3LYP131,132 функционал са базисним скупом 6-311+G(d,p)133 и сва израчунавања су 

урађена у програму Gaussian 09.134 У првом кораку урађена је оптимизација одабраних 

молекула у вакууму и израчунате су вибрационе фреквенције. На основу добијених 

фреквенција и енергија одређене су равнотежне геометрије. Овако добијене равнотежне 

геометрије коришћене су за UV-Vis, IR, Raman, 1H и 13C NMR и квантно хемијска 

израчунавања. Добијене вибрационе фреквенције скалиране су фактором скалирања који 

износи 0,9679.135 1H и 13C хемијска померања израчуната су помоћу GIAO методе у DMSO-

у као растварачу.136 Такође су израчуната и хемијска померања за стандард TMS у DMSO-

у и та вредност за 1H износи 32,0121, а за 13C 184,5363 ppm. Добијене вредности померања 

1H и 13C за испитивана једињења било је потребно скалирати одређеним факторима који су 

израчунати помоћу методе најмањег квадрата и износе 0,9409 за 13C и 1,1119 за 1H. 

 

Слика 50. Структуре одабраних деривата хиноксалинона и бензоксазинона 
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2.4.1 Молекулска геометрија 

 Помоћу DFT студије добијени су подаци о молекулској геометрији једињења за које 

није било могуће добити кристалну структуру. У Табели 8 приказани су структурни 

параметри  који се односе на оптимизоване геометрије (дужине веза и углови). Подаци о 

кристалној структури једињења 5c нису познати али су познати за једињење сличне 

структуре100 тако да су израчунати структурни параметри упоређени са постојећим 

подацима. Хетероциклични прстен који је део два кондензована шесточлана прстена скоро 

је идеално планаран што је потврђено у кристалној структури сличног једињења (3,4-

дихидро-3-(2-оксо-хекс-5-енилиден)-1,4-бензоксазин-2-она).100 Израчунати диедарски угао 

између N(18)-C(12)-C(14)-C(16) износи 0,12°, а између C(14)-C(16)-C(20)-C(23) износи 

176,71° што указује на то да сви атоми у молекулу (осим крајњег фрагмента C26–C27–C30) 

чине један дуг планарни систем. Претпоставља се да је планарна конформација готово 

читавог система стабилизована јаком интрамолекулском водоничном везом. Као што се 

може видети у табели, израчунати параметри се не поклапају потпуно са XRD вредностима. 

Разлог ових одступања је то што се израчунавања односе на равнотежну структуру 

изолованог молекула у гасној фази док се експериментални резултати односе на молекул 

који има сличну структуру и при томе се налази у кондензованој фази. 

Табела 8. Израчунати геометријски параметри за једињење 5c у поређењу са експериментално 

доступним подацима структурно сличног једињења 

 

Дужина 

веза 

B3LYP/6-

311+G(d,p) 

Експер.[13] Углови B3LYP/6-

311+G(d,p) 

C(1)-C(2) 1,391  C(2)-C(1)-C(6) 120,1 
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C(1)-C(6) 1,397  C(1)-C(2)-C(3) 119,9 

C(2)-C(3) 1,395  C(2)-C(3)-C(4) 120,1 

C(3)-C(4) 1,404 1,386 C(2)-C(3)-N(34) 122,2 

C(3)-N(34) 1,397 1,384 C(4)-C(3)-N(34) 117,7 

C(4)-C(5) 1,398  C(3)-C(4)-C(5) 119,6 

C(4)-N(18) 1,385 1,382 C(3)-C(4)-N(18) 118,5 

C(5)-C(6) 1,389  C(5)-C(4)-N(18) 121,9 

C(11)-C(12) 1,502 1,494 C(4)-C(5)-C(6) 120,0 

C(11)-O(13) 1,217 1,193 C(1)-C(6)-C(5) 120,2 

C(11)-N(34) 1,376  C(12)-C(11)-O(13) 123,1 

C(12)-C(14) 1,370 1,351 C(12)-C(11)-N(34) 114,9 

C(12)-N(18) 1,364 1,357 O(13)-C(11)-N(34) 122,0 

C(14)-C(16) 1,447 1,444 C(11)-C(12)-C(14) 119,2 

C(16)-O(17) 1,242 1,238 C(11)-C(12)-N(18) 117,7 

C(16)-C(20) 1,521 1,493 C(14)-C(12)-N(18) 123,1 

C(20)-C(23) 1,534 1,526 C(12)-C(14)-C(16) 122,6 

C(23)-C(26) 1,512 1,473 C(14)-C(16)-O(17) 122,5 

C(26)-C(27) 1,335 1,351 C(14)-C(16)-C(20) 116,9 

C(26)-C(30) 1,509  O(17)-C(16)-C(20) 120,6 

   C(4)-N(18)-C(12) 125,1 

   C(16)-C(20)-C(23) 113,5 

   C(20)-C(23)-C(26) 113,1 
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   C(23)-C(26)-C(27) 121,6 

   C(23)-C(26)-C(30) 116,5 

   C(27)-C(26)-C(30) 121,9 

   C(3)-N(34)-C(11) 126,1 

  

2.4.2 Вибрациона анализа 

 Употребом B3LYP/6-311+G(d,p) нивоа теорије у вакууму израчунате су вибрационе  

фреквенције и додељена вибрациона померања добијена помоћу TED-а (total energy 

distribution) (Табела 9). Јавља се одређено одступање израчунатих од експерименталних 

резултата које је последица тога што се израчунавања односе на молекул у вакууму, а 

експериментални подаци на молекул у чврстом стању. Због овог одступања било је 

потребно скалирати израчунате фреквенције фактором скалирања који износи 0,9679. На 

следећим сликама налазе се упоређени експериментални и теоријски IR и Рамански спектри 

једињења 5g, 5c, 5k и 6l (Слика 51, Слика 52, Слике П3 и П4). Постоји веома добро слагање 

између скалираних израчунатих и екперименталних вредности фреквенција. 

Табела 9. Експерименталне и израчунате вредности вибрационих модова као и додељена 

вибрациона померања добијена помоћу TED-а 

Нескалирано 

(cm-1) 

Скалирано 

(cm-1) 

Посматране 

фреквенције 

Додељене вибрације 

(TED %) 

FT-IR FT-Raman 

3572 3457 3437  νN11H13(79) 

3327 3220   νN12H14(70) 

3252 3147   νC18H19(64) 

3210 3107   νC24H28(30) + νC27H31(45) 

3200 3097   νC1H7(28) + νC6H10(28) + 

νC5H9(13) + νC2H8(10) 

3199 3096  3079 νC23H26(38) 
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3195 3092   νC24H28(43) + νC27H31(28) 

3189 3086   νC1H7(25) + νC6H10(19) + 

νC5H9(25) + νC2H8(15) 

3184 3081   νC23H26(28) + νC25H30(42) 

3178 3076   νC5H9(33) + νC6H10(24) + 

νC2H8(21) 

3172 3070 3037  νC1H7(21) + νC6H10(14) + 

νC5H9(11) + νC2H8(34) 

3147 3046 3002  νC33H35(53) + γC33H36(13) + 

γC33H34(13) 

3089 2989 2965  νasym C33H34H36(40) 

3023 2926   νsym C33H34H36(36) 

1720 1664 1681 1628 νC15O17(15) 

1610 1558 1597 1580 ν(C-C)aromatic 

1529 1479 1518 1553 βC4N12C16(6) + βC3N11C15(6) 

1500 1451 1510  βC33H34H36(23) + 

βC33H35H36(12) 

1498 1449 1500  νC1C2 + νC1C6 + νC5C6 + 

νC5C4(6) + βC29O32C33(10) 

1493 1445 1445 1445 νC33H35(24) + γC33H36(21) 

1488 1440 1436 1424 βC16C18H19(6) + 

βC16C18C20(6) 

1468 1420 1416 1410 βC33H34H36(9) 

1442 1395  1392 βH13N11C15 

1385 1340 1373 1320 βC15C16N12(6) + 

βC18C16N12(6) 

1181 1143   βC1C6H10(11) + βC6C1H7(11) 

+ βC5C6H10(11) + 

βC2C1H7(11) 

1161 1123 1155  γC33H34(20) + γC33H36(21) 
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1052 1018   νC1C6(11) 

1034 1000   νC32C33(21) 
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Слика 51. Експериментални (a), израчунати IR (b) и израчунати Raman-ски (c) спектри за 

једињење 5g 
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Слика 52. Експериментални (a), израчунати IR (b) и израчунати Raman-ски (c) спектри за једињења 

5c  
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2.4.2.1 C-H вибрације  

 Вибрације C-H истезања ароматичних и алифатичних једињења јављају се у опсегу 

од 3100-3000 cm-1  и 3000-2840 cm-1.136 Израчунате вибрације C-H истезања ароматичног 

прстена јављају се у области од 3100-3000 cm-1 док се експерименталне вредности јављају 

у опсегу од 3140-2963 cm-1. Израчунате вибрације C-H истезања код алифатичних 

фрагмената као што су метокси или метил групе износе између 3050-2900 cm-1 док су 

екперименталне вредности пронађене у области од 2965-2811 cm-1. На основу добијених 

резултата може се закључити да су израчунате вредности више у односу на 

експерименталне. 

2.4.2.2 C-C вибрације  

Код хетероцикличних ароматичних једињења вибрације истезања C-C веза налазе се у 

области од 1600-1585 и 1500-1400 cm-1.137 За вибрације које потичу од ароматичних C-C 

веза израчунате вредности износе 1558 и 1340 cm-1 док експерименталне вредности износе 

1553 и 1351 cm-1. За вибрације које потичу од алифатичних C-C веза (једињење 5c) 

израчуната вредност износи 1412 cm-1 док та вредност у експерименталном IR спектру 

износи 1380  cm-1 . Као што се може видети из добијених резултата, у случају ароматичних  

C-C истезања имамо одлично поклапање између експерименталних и израчунатих 

вредности док код алифатичних постоји мало одступање.  

2.4.2.3 N-H вибрације 

 Вибрације N-H истезања јављају се у области од 3500-3300 cm-1.138 Као што се може 

видети из структуре испитиваних једињења у прстену хиноксалинона налазе се две -NH 

групе. Постојање ових група потврђено је израчунатим вибрацијама где се налазе две траке 

на 3457 и 3220 cm-1 за једињење 5g, 3472 и 3070 cm-1 за једињење 5c, 3460 и 3191 cm-1 за 

једињење 5k и 3480 и 3455 cm-1 за једињење 6l. У експерименталним спектрима за -NH 

групе не јављају се две траке већ једна широка трака (изузетак једињење 5k) и то на 3473 

(5g), 3412 (5c), 3438 и 3411 (5k) и 3484 cm-1 (6l).  
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2.4.2.4 C=O вибрације 

 За валенционе вибрације карбонилне групе очекивано је да се нађу у области од 

1680-1715 cm-1.139 У случају испитиваних хиноксалинона вибрација истезања карбонилне 

групе која је део амидне групе у експерименталном спектру појављује се као интензивна 

трака на 1700 cm-1 док се израчуната вредност налази на 1690 cm-1. У случају 

бензоксазинона експериментална вредност вибрације естарске карбонилне групе јавља се 

на 1754 cm-1, а израчуната вредност износи 1756 cm-1. Експериментална вредност вибрација 

карбонилне групе која припада бензоил фрагменту за сва испитивана једињења налази се у 

опсегу од 1650-1605 cm-1, а израчунате вредности се налазе између 1680-1600 cm-1. Код 

бензоксазинона 6l се поред две карбонилне групе које се налазе као саставни део свих 

испитиваних једињења налази још једна која припада NHCOCH3 фрагменту. 

Експериментална вредност вибрације карбонилне групе која припада N-ацетил фрагменту 

износи 1599 cm-1 док израчуната вредност износи 1645 cm-1. Упоређивањем 

експерименталних и израчунатих резултата може се закључити да у случају C=O вибрација 

постоји одлично поклапање скоро у свим случајевима.  

2.4.3 Рамански спектри 

 Рамански спектри добијени су коришћењем ласера таласне дужине 780 nm и снаге 

10 mW. Овако добијени експериментални спектри упоређени су са теоријски добијеним 

резултатима. Вибрације C-H истезања на око 3000 cm-1 одсуствују само из спектра једињења 

5c због шума који се јавља у том опсегу.140 Траке које одговарају C-N-H вибрацијама за 

једињења 5g и 5c јављају се на 1540 cm-1, а за једињења 5k и 6l на 1560 cm-1. Један од 

најинтензивнијих пикова у спектрима једињења 5g, 5c и 5k јавља се на 1380-1330 cm-1 и 

одговара C-O истезању.141 Најинтензивнији пик у спектру једињења 6l одговара 

осцилацијама бензеновог прстена и јавља се на 1498 cm-1 што је потврђено и теоријским 

испитивањима (трака се јавља на око 1500 cm-1). Траке у области од 1275-1235 cm-1 

одговарају асиметричном савијању N-O веза. Вибрације које одговарају C-O-C 

симетричном истезању налазе се у области од 1050-1000 cm-1.142 На Сликама 53 и 54 

приказани су експериментални и израчунати Рамански спектри испитиваних једињења. У 

експерименталном раманском спектру једињења 5k пикови су ниског интензитета и јавља 

се велики шум у спектру. Добијени резултат може се приписати самој морфологији узорка, 
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то јест односу кристалне и аморфне фазе у узорку. Узорци који имају структуру кристала 

поседују пикове већег интензитета. Ово се може потврдити и микроскопским снимцима 

добијеним током Раманске спектроскопске анализе (Слика 55). Вибрације анализираних 

узорака налазе се у оквиру њихових карактеристичних области при чему се 

експерименталне и теоријске вредности веома добро поклапају. Наравно, могуће је уочити 

и одређена одступања између експерименталних и израчунатих спектара која су последица 

природе квантно-механичког модела коришћеног за израчунавање вибрација. Такође, ова 

одступања се могу приписати и потцењивању делокализације π-електрона због коњугације 

молекула приликом израчунавања. 

 

Слика 53. Експериментални (лево) и израчунати (десно) Рамански спектри једињења 5g и 5c 
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Слика 54. Експериментални (лево) и израчунати (десно) Рамански спектри једињења 5к и 6l 

 

Слика 55. Микроскопски снимци добијени приликом снимања Раманских спектара 
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2.4.4 UV-Vis спектри и израчунавање електронских параметара 

 Апсорпциона таласна дужина одговара електронском прелазу из основног у прво 

ексцитовано стање. Електронска апсорпција описује се као прелазак електрона из највише 

попуњене молекулске орбитале (HOMO) у најниже непопуњену молекулску орбиталу 

(LUMO). Граничне орбитале као и енергетска разлика између HOMO и LUMO у великој 

мери одређују електронске и оптичке особине молекула. Најчешћи електронски прелази у 

органским молекулима су π-π*, n-π* и π*(акцептор)-π(донор). На Слици 56 приказани су 

експериментални UV-Vis спектри једињења 5g, 5c, 5k и 6l. У Табели 10 приказане су 

експерименталне и теоријске апсорпционе таласне дужине, енергије, осцилаторна јачина (f) 

и прелази који одговарају таласним дужинама. За хемијску реакцију од велике је важности 

изглед (познавање, израчунавање) HOMO и LUMO орбитала. Енергија HOMO орбитале 

представља способност давања електрона док енергија LUMO орбитале представља 

способност прихватања електрона. Разлика између HOMO и LUMO енергије одређује 

хемијску стабилност молекула. Израчунавања су урађена помоћу TD-DFT нивоа теорије са 

B3LYP/6-311+G(d,p) базисним скупом и CPCM143 солватационим моделом у етанолу као 

растварачу. Помоћу ових прорачуна добија се јаснија слика о електронским прелазима, а 

самим тим и о особинама испитиваног једињења.  

Табела 10. Експерименталне и израчунате вредности електронских параметара (λ, E и f) добијене 

помоћу TD-DFT/ B3LYP/6-311+G(d,p) методе 

Једињење Експериментално TD-DFT (B3LYP/6-311+G(d,p)) 

λ (nm) E (eV) λ (nm) E (eV) f Електронски прелази 

5g 422 2.93 412 3.00 0.95 H→L (70%) 

270 4.37 228 5.43 0.33 H-2→L+1 (61%) 

5c 400 3.09 377 3.28 0.59 H→L (70%) 

275 4.49 219 5.66 0.14 H-2→L+2 (58%) 

5k 425 2.87 417 2.97 0.78 H→L+1 (70%) 

260 4.74 270 4.58 0.06 H-4→L+1 (60%) 
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6l 420 2.93 421 2.94 0.73 H→L (70%) 

255 4.81 228 5.42 0.11 H-2→L+1 (64%) 

 

 

 

Слика 56. Експериментални UV-Vis спектри једињења 5g, 5c, 5k и 6l 

 За једињење 5g апсорпција UV зрачења на таласној дужини од 412 nm са 

осцилаторном јачином од f = 0,95 указује на то да постоји n→π* електронски прелаз. 

Апсорпциона трака која се јавља на 228 nm са осцилаторном јачином f = 0,33 потиче од 

n→π* и π→π* електронског прелаза. На основу резултата који су добијени израчунавањем 

примећује се да апсорпционе траке са највишим таласним дужинама потичу од прелаза 

електрона из HOMO у LUMO и из HOMO у LUMO+1 са 70% доприноса. На Слици 57 

приказане су HOMO и LUMO орбитале одабраних једињења. 
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Слика 57. Граничне молекулске орбитале (HOMO и LUMO) једињења 5g, 5c, 5k и 6l 

 На основу изгледа симулираних LUMO орбитала закључује се да постоји 

интрамолекулски пренос наелектрисања унутар целог система. Изузетак се јавља у случају 

једињења 5c где се пренос наелектрисања дешава само у хиноксалинском фрагменту као 

последица одсуства бензоил фрагмента. Код HOMO орбитала може се видети да се 

дистрибуција наелектрисања дешава само унутар хетероцикличних прстенова. 

 Уколико се осврнемо на литературне податке, односно претходно публиковане 

радове, може се пронаћи да се као инхибитори корозије најчешће користе хетероциклична 

једињења која садрже поларне функционалне групе као што су -OH, -OCH3, -Cl, -NO2, -CN, 

-C=N-, -CH3, -NH2 или незасићена једињења са двоструком или троструком везом где 

незасићене везе служе као адсорпциони центри због присуства π електрона или слободног 

електронског пара.144-146 Електрон донорске групе као што су -OH, -NH2, -CH3, -OCH3 

повећавају инхибиторске способности молекула због повећања густине електрона на самом 

адсорпционом центру чиме се повећава интеракција између инхибитора и површине метала. 

Супротно томе, присуство електрон привлачних група као што су -NO2, -CN, -COOH, -
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COOC2H5 смањује електронску густину на адсорпционом центру инхибитора, а самим тим 

смањује и ефикасност инхибиције.147-149 

 Поред таласне дужине, ексцитационе енергије и осцилаторне дужине израчунати су 

и други електронски параметри као што су енергије HOMO и LUMO орбитале (EHOMO, 

ELUMO), енергетска разлика између HOMO и LUMO (ΔE), електронегативност (χ), диполни 

момент (μ), електронски афинитет (А), јонизациони потенцијал (I), тврдоћа (η), мекоћа (σ) 

и трансфер наелектрисања електрона (ΔN) (Табела 11). Ови параметри су израчунати 

помоћу података добијених из оптимизоване структуре који су употребљени у једначинама 

које се налазе испод:150 

 

𝛥𝐸𝑔𝑎𝑝 = 𝐸𝐿𝑈𝑀𝑂 − 𝐸𝐻𝑂𝑀𝑂                (4) 

𝐼 = −𝐸𝐻𝑂𝑀𝑂                                        (5) 

𝐴 = −𝐸𝐿𝑈𝑀𝑂                                        (6) 

𝜒 = 
𝐼+𝐴

2
                                                 (7)  

𝜂 =
𝐼−𝐴

2
                                                 (8) 

𝜎 =
1

𝜂
                                                     (9) 

𝛥𝑁 =
𝜒(𝐹𝑒)−𝜒(𝑖𝑛ℎ)

2(𝜂(𝐹𝑒)+𝜂(𝑖𝑛ℎ))
                           (10) 
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Табела 11. Вредности електронских параметара једињења 5g, 5c, 5k и 6l (ΔE, A, I, χ, η, σ и ΔN) 

parameter Ehomo 

(eV) 

Elumo 

(eV) 

ΔE 

(eV) 

A 

(eV) 

I 

(eV) 

χ 

(eV) 

η 

(eV) 

σ (eV-1) ΔN 

5g -5,900 -2,514 3,386 2,514 5,900 4,207 1,693 0,591 0,825 

5c -5,961 -2,332 3,629 2,332 5,961 4,146 1,814 0,551 0,786 

5k -6,096 -0,657 5,439 0,657 6,096 3,376 2,720 0,368 0,666 

6l -6,237 -2,928 3,309 2,928 6,237 4,582 1,654 0,604 0,731 

 

 Вредности χ и η за гвожђе износе 7 eV/mol и 0 eV/mol. Када се упореде резултати ова 

четири испитивана једињења може се видети да једињење 5g има највишу енергију HOMO 

орбитале, а једињење 6l најнижу енергију LUMO орбитале. Добијени резултати указују на 

то да једињење 5g показује највећу способност инхибиције корозије зато што висока 

вредност HOMO енергије значи нижи јонизациони потенцијал и лакше се отпуштају 

електрони.151 Разлика између HOMO и LUMO (ΔE) одређује реактивност органских 

молекула према површини метала као и могућност преласка електрона. Уколико је вредност 

ΔEgap ниска то значи да је потребна мала енергија за уклањање електрона из последње 

окупиране орбитале чиме се обезбеђује добра ефикасност инхибиције. Осим тога, ниска 

вредност ΔEgap значи и већу стабилност формираног комплекса на површини метала. 

Вредности ΔЕ за једињења 5g, 5c, 5k и 6l износе 3,386, 3,629, 5,439 и 3,309 eV. На основу 

резултата може се закључити да једињење 6l има нижу вредност ΔЕ од осталих испитиваних 

једињења и самим тим поседује боље инхибиторске способности од осталих молекула. 

Вредност ΔE за једињење 5k износи 5,439 eV што потврђује да овај молекул има 

најстабилнију структуру у односу на 5g, 5c и 6l при чему се вредност ΔEgap може упоредити 

са ΔEgap неких биолошки активних молекула.152 Ниска вредност електронског афинитета 

молекула 5k (0,657 eV) указује на то да поменути молекул лако прихвата електроне за 

формирање везе што значи да је молекул јако реактиван и лако ступа у реакцију са 

нуклеофилима. 

 Апсолутна тврдоћа (η) и мекоћа (σ) су електронске особине које су уско повезане са 

стабилношћу и реактивношћу молекула. Ефикасност инхибиције корозије повећава се 

повећањем мекоће, а смањује се повећањем тврдоће молекула.153 Када се упореде резултати 
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добијени за испитивана једињења може се закључити да једињење 6l има најнижу вредност 

тврдоће (1,654 eV) и највишу вредност мекоће (0,604 eV-1). 

 ΔN се дефинише као количина преноса наелектрисања између молекула и површине 

челика. Уколико ΔN има позитивну вредност онда молекул има способност да прими 

електроне а уколико је та вредност негативна онда молекул има способност да донира 

електрон.154 У нашем случају, сва испитивана једињења имају позитивну вредност за ΔN 

што указује на то да сви испитивани молекули поседују способност преноса наелектрисања 

на површину челика.  

 Једињења 5g и 6l поседују боље инхибиторске способности јер садрже електрон 

донорске групе (-OCH3 и -NHCOCH3) у односу на једињења 5c и 5k која садрже електрон 

привлачне групе (-NO2 и алкенил низ) што је у корелацији са претходно публикованим 

резултатима. 

2.4.5 1H и 13C NMR спектри 

 Комбинација експерименталних и теоријских испитивања може бити јако моћна и 

корисна за тумачење и предвиђање структура молекула. NMR спектри испитиваних 

једињења снимљени су у DMSO-у и урађена је асигнација. У циљу упоређивања 

експерименталних и израчунатих резултата урађена је симулација 1H и 13C NMR спектара 

поменутих једињења помоћу GIAO методе у DMSO-у применом IEF-PCM солватационог 

модела и помоћу B3LYP/6-311+ G(d,p) базисног скупа. У Табели 12 приказане су теоријске 

и експерименталне вредности 1H и 13C хемијских померања једињења 5g. На слици која се 

налази у оквиру табеле налази се структура са нумерацијом атома. За теоријска испитивања 

било је потребно израчунати хемијска померања за TMS као стандард. Добијене вредности 

за 1H и 13C било је потребно скалирати па су у том циљу, помоћу методе најмањих квадрата 

израчунати фактори скалирања. Они износе 1,1119 за 1H и 0,9409 за 13C померања.  

 За органска једињења карактеристично је да се хемијска померања у 13C NMR 

спектру јављају изнад 100 ppm155 што је потврђено и у нашем случају. Хемијска померања 

угљеникових атома који су конституенти прстенова већа су од 100 ppm као што је и 

очекивано. У експерименталном спектру померања се јављају на 115,6; 114,2; 129,4; 116,4; 

131,6; 124,5 и 126,7 ppm, а у израчунатом на 123,8; 114,9; 125,0; 126,1; 130,5; 128,6 и 129,4 
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ppm. Израчунате вредности 13C померања се веома добро поклапају са експерименталним 

што потврђују и квадрат коефицијента корелације (R2) 0,9696 (5g), 0,9910 (5c), 0,9933 (5k) 

и 0,9528 (6l). Приликом симулирања 1H NMR спектара наишли смо на одступања од 

експерименталних вредности што наравно није неуобичајено. У нашем случају највеће 

одступање се јавља код N-H померања при чему се претпоставља да је узрок постојање 

интра- и интермолекулских интеракција којих нема приликом израчунавања. 

Табела 12. Експерименталне и израчунате вредности 1H и 13C померања  једињења 5g 

 

Атом Експериментални 
13C NMR 

Скалиране 

теоријске 

вредности 
13C NMR 

(ppm) 

Атом Експериментални 
1H NMR 

Скалиране 

теоријске 

вредности 
1H NMR 

(ppm) 

C1 115.6 123.8 H7 7.05 8.4 

C2 114.2 114.9 H8 7.05 8.4 

C3 129.4 125.0 H9 7.05 8.1 

C4 116.4 126.1 H10 7.05 8.4 

C5 114.2 114.4 H12 13.57 15.2 

C6 115.6 123.2 H14 11.96 8.9 

C15 145.2 142.9 H20 6.76 7.9 

C16 156.1 154.0 H26 7.94 9.1 

C18 89.2 89.3 H28 7.94 9.7 

C19 188 184.6 H30 7.05 8.1 

C22 131.6 130.5 H31 7.42 8.1 
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C23 124.5 128.6 H34 3.82 4.8 

C24 126.7 129.4 H35 3.82 4.5 

C25 123.9 115.7 H36 3.82 4.5 

C27 116.4 108.9    

C29 162.6 162.3    

C33 55.6 55.3    

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

        3.  ЕКСПЕРИМЕНТАЛНИ ДЕО 
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3.1 Опште напомене  

За синтезу, карактеризацију и биолошка испитивања 3,4-дихидро-2(1H)-

хиноксалинона и 3,4-дихидро-1,4-бензоксазин-2-она коришћене су следеће комерцијално 

доступне супстанце и растварачи: о-фенилендиамин (99,5%), о-аминофенол (99%), 

лимунска киселина (99,5%), алуминијум-оксид (Al2O3), силикагел (SiO2), 

диметилсулфоксид (DMSO), потпуно деутерисани диметилсулфоксид (DMSO-d6), CDCl3, 

етанол, пропидијум-бромид (PB), етидијум-бромид (EБ), фосфатни пуфер (PBS), 

дезоксирибонуклеинска киселина (ДНК), бовин серум албумин (БСА), α-глукозидаза, 

акарбоза, p-нитрофенил-α-D-глукопиранозид (PNP-G) и 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-

дифенилтетразолијум-бромид (МТТ). Произвођач свих поменутих једињења је Sigma 

Aldrich. 

Реакције су праћене коришћењем танкослојне хроматографије (TLC) на 

алуминијумским плочама, које су превучене слојем силика-гела дебљине 0,2 mm (Silica gel 

on TLC Al foils, Fluka Analytical). 

Употребом Mel-Temp апарата одређене су тачке тољења синтетисаних производа. 

UV-Vis спектри су снимљени у етанолском раствору на таласној дужини од 200-600 nm, у 

кварцној кивети дужине оптичког пута 1,0 cm, на Perkin Elmer Lambda 35 double-beam 

спектрофотометру на собној температури.   

Инфрацрвени спектри су снимљени на Perkin-Elmer Spectrum One FT-IR 

спектрофотометру (KBr пилула). Рамански спектри снимљени су на Thermo Fisher Scientific 

DXR Raman микроскопу на 25°C. Овај уређај користи DPSS (Diode Pumped Solid State) 

ласер са таласном дужином од 780nm. Ласер који се користи за побуђивање повезан је са 

оптичким Olympus микроскопом и објективом са увећањем 10 пута, који усмерава сноп 

ласерских зрака на узорак. Помоћу истог објектива са отвором размере 50 μm прикупљени 

су повратни подаци помоћу CCD камере као детектора. OMNIC софтвер је коришћен за 

прикупљање и анализу добијених Раманских спектара узорака. NMR спектри (1H и 13C) 

снимљени су на Varian Gemini 200 MHz NMR спектрометру (1H на 200 и 13C на 50 MHz) у 

CDCl3 или DMSO-d6 (при чему је као стандард коришћен тетраметилсилан). Скраћенице 

коришћене за 1H сигнале су: s (синглет), d (дублет), t (триплет), q (квартет), m (мултиплет) 

и br. s. (широки синглет). Хемијска померања (δ) су дата у ppm (parts per million). 
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Масена спектрометрија рађена је на Waters Micromass Quattro II triple quadrupole 

масеном спектрометру при чему је коришћен MassLynx софтвер за обраду резултата. 

Коришћена је електроспреј јонизација у позитивном моду (капилара је била подешена на 

3,0 kV, а конус на 20 V). Температура потребна за јонизацију је била подешена на 120°C, а 

проток азота износио је 500 l h−1 и 50 l h−1. Енергија колизије износила је 20 eV. Елементална 

анализа (C, H и N) урађена је на Carlo Erba EA1108. 

Подаци о дифракцији X-зрака монокристала одговарајућег једињења добијени су на 

собној температури, на Agilent Gemini S дифрактометру са извором зрачења MoKα (λ = 71 

073 Å). За обраду података коришћен је софтвер CrysAlisPro.156 Кристална структура 

одређена је директном методом коришћењем SIR2002157 и SHELXL158 (методом најмањег 

квадрата).  

Програми PARST159, PLATON160 и WinGX161 су коришћени за геометријске 

прорачуне. Слике су урађене коришћењем програма ORTEP-3162 и MERCURY (Version 

2.4)163. 

Ћелијске линије HeLa, LS174, A549 и MRC-5 одржаване су и гајене на температури 

37°C у виду монослоја у хранљивом медијуму RPMI-1640 (Sigma Aldrich). Овим хранљивим 

подлогама пре употребе је додат 10% говеђи серум, L-глутамин и смеша пеницилин-

стрептомицин (Sigma Aldrich). 

Раствор БСА концентрације 200 μM припремљен је у 10 mM PBS пуферу (pH= 7.4), 

заштићен је од светлости и остављен на температури 4°C три дана. Комплекси БСА са 

испитиваним једињењима направљени су тако што је коришћена иста количина БСА а 

различите количине испитиваног једињења. Моларни однос БСА:испитиванo једињењe је: 

1:0 (контрола), 1:0,1, 1:0,2, 1:0,3, 1:0,4, 1:0,5, 1:0,6, 1:0,7, 1:0,8, у укупној запремини од 5 ml, 

pH = 7.4 на 25°C. Раствор комплекса БСА-испитиванo једињењe инкубиран је 3h пре него 

што је снимљен емисиони спектар, у опсегу од 300-500 nm, при чему су максимални 

интезитети искоришћени за даље прорачуне. 

Испитивање интеракција са ДНК рађена су у 10 mM PBS пуферу (pH = 7.4). Као 

интеркалирајући агенс коришћен је етидијум-бромид у концентрацији од 100 μM при чему 

је и концентрација ДНК износила 100 μM. Комплекси ДНК са испитиваним једињењима 
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направљени су тако што је коришћена иста концентрација ДНК, а различите концентрације 

испитиваног једињења. Раствор комплекса ДНК-испитиванo једињењe инкубиран је 24h пре 

снимања спектра. Узорци су ексцитовани на 527 nm, а емисија је праћена на 610 nm.  

3.2 Компјутерске методе за докинг и симулирање 

Из PDB базе узета је структура B-ДНК додекамера за испитивање интеракције 

одабраних једињења са поменутим фрагментом ДНК док је за испитивање интеракције са 

БСА из исте базе узета структура 3V03. Структуре су обрађене у  Protein Preparation Wizard 

програму који је део Schrödinger 2015-02 пакета.164 Подешен је интегритет структура, а 

петља је додата помоћу програма Prime.165,166 Водоникови атоми додати су након брисања 

оригиналних, а затим је уследило подешавање веза за остатке и лиганде. Протоновање и 

таутомерна стања остатака подешена су на pH 7. Након завршеног докинга, молекули воде 

који су се налазили на удаљености већој од 5,0 Å од лиганда су обрисани у циљу лакше 

презентације података. Током симулација, наелектрисања аминокиселина, оријентација 

молекула воде у околини активних центара на рецептору и формирање водоничних веза 

између лиганада и рецептора били су третирани методом PROPKA при pH вредности 7.167 

Затим је ензим подвргнут геометријској оптимизацији коришћењем поља сила OPLS-

2005168, уз процес енергетске минимизације. Статичка валидност модела проверавана је 

анализом варијансе, тачније коришћењем квадратног корена средње вредности девијације 

(RMSD) позиције атома од 0,3 Å. Прво је урађена оптимизација геометрије свих лиганада 

употребом B3LYP-D3 методе са базисним скупом 6-31+G(d,p) помоћу Macro 

Model/Conformational Search програма. Овако оптимизоване структуре су даље 

припремљене за испитивање помоћу LigPrep-а са пољем силе OPLS-2005.169 Мрежа 

рецептора припремљена је коришћењем OPLS-2005 поља силе, а докинг студија је урађена 

помоћу Glide-а са стандардном прецизношћу.170 Одређене су најпогодније структуре 

лиганада на основу енергије која је сума енергије мреже, афинитета везивања, енергије 

унутрашњег напрезања и van der Waals-ових интеракција. 

За потребе симулирања спектара све геометрије су оптимизоване употребом DFT-а 

са B3LYP функционалом.131,132 Израчунавања су урађена помоћу 6-311+G(d,p)133 базисног 

скупа у софтверу GAUSSIAN 09.134 B3LYP/6-311+G(d,p) теоријски модел употребљен је за 

добијање геометрије основног стања одабраних хиноксалинона и бензоксазинона у 
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вакууму. Израчунавањем фреквенција показало се да не постоје имагинарне фреквенције 

што указује на то да стационарне тачке одговарају равнотежним геометријама. Добијене 

равнотежне геометрије коришћене су као улазни подаци (input-и) за даља израчунавања 

(UV-Vis, IR, Raman, 1H и 13C NMR спектара). За боље разумевање електронских особина, 

симулирани су UV-Vis спектри помоћу TDDFT/B3LYP методе са 6-311+G(d,p) базисним 

скупом при чему је подешен етанол као растварач. Структуре које су оптимизоване у 

вакууму коришћене су за симулирање Раманских и IR спектара. Израчунате вибрационе 

фреквенције скалиране су фактором скалирања који износи 0,9679.135 Израчуната су 

хемијска померања у 1H и 13C NMR спектрима помоћу GIAO методе у DMSO као 

растварачу.136 Израчуната су и 1H и 13C NMR хемијска померања за TMS као стандард у 

DMSO. Израчуната хемијска померања скалирана су факторима скалирања 0,9409 за 13C и 

1,1119 за 1H, који су добијени методом најмањих квадрата. 

3.3 Припремање лимуновог сока  

 50 ml свежег лимуновог сока процеђено је кроз активни угаљ. Добијени филтрат је 

пропуштен кроз колону која је претходно напуњена слојем Al2O3, силика гелом и на врху 

колоне још једним слојем Al2O3. На овај начин је добијен филтрат пречишћен од пектина и 

уљастих примеса са pH вредношћу око 3,5. Овако добијен лимунов сок коришћен је као 

растварач и катализатор за синтезу 3,4-дихидро-2(1H)-хиноксалинона и 3,4-дихидро-1,4-

бензоксазин-2-она. 
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3.4 Генерална процедура за добијање 3,4-дихидро-2(1H)-

хиноксалинона (5a-m) и 3,4-дихидро-1,4-бензоксазин-2-она (6a, 6b, 

6f, 6k-о) 

 Метода А. У балон од 100 ml у коме се налази 50 ml кључалог лимуновог сока додаје 

се одговарајући естар 1а-о (1 mmol) и о-фенилендиамин (1 mmol, 0.108 g) или о-аминофенол 

(1 mmol, 0.109 g). Остави се да се загрева на пешчаном купатилу уз рефлуктовање 24h. 

Након хлађења, производи се процеде, исперу врућом водом и суше помоћу вакуума.  

 Метода B. У балон од 100 ml у коме се налази 50 ml кључалог лимуновог сока додаје 

се о-фенилендиамин (1 mmol, 0.108 g) или о-аминофенол (1 mmol, 0.109 g) а затим се дода 

5 ml воденог раствора одговарајуће енолне соли 1a′–o′ (1 mmol). Таложење производа је 

опажа након 10 минута. Реакција се прекида након 2-6 часова. Обрада производа је иста као 

и код методе А. 

3.5 Спектроскопски подаци хиноксалинона и бензоксазинона 

У тексту који се налази испод описане су физичке особине синтетисаних једињења 

(боја и тачка топљења), принос по методи А, а у загради принос по методи B, IR и NMR 

карактеризација као и масена и елементална анализа. 

 

3,4-дихидро-3-(2-оксо-2-циклопропилетилиден)-2(1H)-хиноксалинон (5a). Наранџаста 

прашкаста супстанца; Принос: 85 (94)%; Тt 257°C; IR (KBr): ν 3438, 3413, 

2964, 1681, 1613, 1574, 1390 cm-1; 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6): δ = 0,83-

1,08 (m, 4H, 2×CH2), 1,99-2,11 (m, 1H, CH), 6,22 (s, 1H, CH), 7,03-7,09 (t, 

3H, CHAr), 7,31-7,42 (m, 1H, CHAr), 11,86 (br. s, 1H, NH), 12,99 (br. s, 1H, 

NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, DMSO-d6): δ = 10,1, 20,9, 93,0, 115,4, 115,9, 123,4, 123,7, 124,4, 

126,3, 142,7, 155,9, 199,4 ppm; ESI-MS (m/z): 228 [M]+. Израчунато за C13H12N2O2 (%): C 

68,41, H 5,30, N 12,27; нађено: C 68,30, H 5,38, N 12,20. 
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3,4-дихидро-3-(2-оксо-хекс-5-етилиден)-2(1H)-хиноксалинон (5b). Браон кристали; 

Принос: 89 (93)%; Тt 212°C; IR (KBr): ν 3438, 2961, 1673, 1614, 

1577, 1380 cm-1 ; 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6): δ = 2,32-2,49 (m, 

2H, CH2), 2,50-2,55 (m, 2H, CH2), 4,91-5,00 (m, 2H, CH2), 5,76-5,90 

(m, 1H, CH), 6,05 (s, 1H, CH), 6,93-7,07 (m, 3H, CHAr), 7,09-7,40 

(m, 1H, CHAr), 11,87 (br. s, 1H, NH), 12,95 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, DMSO-d6): 

δ = 29,0, 41,2, 92,9, 115,3, 115,5, 116,2, 123,6, 123,8, 124,4, 126,4, 138,0, 143,6, 155,9, 199,3 

ppm; ESI-MS (m/z): 265 [M + Na]+; Израчунато за C14H14N2O2 (%): C 69,41, H 5,82, N 11,56; 

нађено: C 69,28, H 5,87, N 11,51. 

3,4-дихидро-3-(5-метил-2-оксо-хекс-5-етилиден)-2(1H)-хиноксалинон (5c). Наранџаста 

прашкаста супстанца; Принос: 91 (95)%; Тt > 300°C; IR (KBr): ν 3412, 

2963, 2854, 1667, 1612, 1568, 1460, 1380 cm-1; 1H NMR (200 MHz, 

DMSO-d6): δ = 1,71 (s, 3H, CH3), 2,24-2,31 (m, 2H, CH2), 2,57-2,64 (m, 

2H, CH2), 4,69 (s, 2H, CH2), 6,08 (s, 1H, CH), 7,04-7,10 (m, 3H, CHAr), 

7,37-7,42 (m, 1H, CHAr), 11,88 (br. s, 1H, NH), 12,96 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, 

DMSO-d6): δ = 22,6, 32,7, 40,3, 92,8, 110,4, 115,4, 116,1, 123,6, 123,7, 124,4, 126,4, 143,5, 

144,7, 155,9, 199,5 ppm; ESI-MS (m/z): 256 [M]+; Израчунато за C15H16N2O2 (%): C 70,29, H 

6,29, N 10,93; нађено: C 70,41, H 6,39, N 10,97. 

3,4-дихидро-3-(6-метил-2-оксо-хепт-5-етилиден)-2(1H)-хиноксалинон (5d). Браон 

кристали; Принос: 83 (92)%; Тt 215°C; IR (KBr): ν 3438, 2966, 1681, 

1627, 1614, 1580, 1387 cm-1; 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6): δ = 1,58-

1,63 (d, 6H, 2×CH3), 2,22-2,30 (t, 2H, CH2), 2,40-2,44 (d, 2H, CH2), 

5,07-5,14 (t, 1H, CH), 6,05 (s, 1H, CH), 7,07-7,10 (d, 3H, CHAr), 7,37-

7,42 (m, 1H, CHAr), 11,87 (br. s, 1H, NH), 12,98 (br. s, 1H, NH) ppm; 
13C NMR (50 MHz, DMSO-d6): δ = 17,7, 23,7, 25,6, 42,3, 92,9, 115,4, 116,1, 123,5, 123,7, 124,5, 

126,4, 131,5, 143,4, 155,9, 199,7 ppm; ESI-MS (m/z): 271 [M + H]+; Израчунато за C16H18N2O2 

(%): C 71,09, H 6,71, N 10,36; нађено: C 71,20, H 6,64, N 10,41. 
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3,4-дихидро-3-[2-оксо-2-(2-метоксифенил)етилиден]-2(1H)-хиноксалинон (5e). 

Наранџаста прашкаста супстанца; Принос:  78 (64)%; Тt 278-279°C; IR 

((KBr): ν 3436, 2984, 2840, 1683, 1592, 1371, 1241, 1169 cm-1; 1H NMR 

(200 MHz, DMSO-d6): δ = 3,87 (s, 3H, OCH3), 6,82 (s, 1H, CH), 7,10-7,17 

(q, 4H, CHAr), 7,44-7,49 (m, 3H, CHAr), 7,52-7,68 (m, 1H, CHAr), 11,96 (br. 

s, 1H, NH), 13,53 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, DMSO-d6): δ = 56,0, 95,2, 112,6, 

115,5, 116,6, 120,7, 123,9, 124,0, 124,5, 126,9, 129,3, 129,8, 132,8, 144,7, 156,1, 157,6, 189,3 

ppm; ESI-MS (m/z): 294 [M]+; Израчунато за C17H14N2O3 (%): C 69,38, H 4,79, N 9,52; нађено: 

C 69,45, H 4,81, N 9,47. 

3,4-дихидро-3-[2-оксо-2-(3-метоксифенил)етилиден]-2(1H)-хиноксалинон (5f). Жута 

прашкаста супстанца; Принос: 90 (94)%; Тt 263°C; IR (KBr): ν 3435, 

3052, 2924, 1686, 1604, 1587, 1379 cm-1; 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6): 

δ = 3,82 (s, 3H, OCH3), 6,77 (s, 1H, CH), 7,12-7,14 (d, 4H, CHAr), 7,38-

7,57 (m, 4H, CHAr), 12,04 (br. s, 1H, NH), 13,67 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C 

NMR (50 MHz, DMSO-d6): δ = 55,4, 89,4, 111,8, 115,5, 116,7, 118,0, 119,6, 123,8, 124,2, 124,2, 

126,9, 130,0, 140,3, 145,8, 155,8, 159,7, 188,2 ppm; ESI-MS (m/z): 317 [M + Na]+; Израчунато 

за C17H14N2O3 (%): C 69,38, H 4,79, N 9,52; нађено: C 69,27, H 4,85, N 9,50. 

3,4-дихидро-3-[2-оксо-2-(4-метоксифенил)етилиден]-2(1H)-хиноксалинон (5g). 

Наранџаста прашкаста супстанца; Принос: 86 (95)%; Тt 241°C; IR 

(KBr): ν 3437, 2965, 2842, 1681, 1597, 1373, 1246, 1172 cm-1; 1H NMR 

(200 MHz, DMSO-d6): δ = 3,82 (s, 3H, OCH3), 6,76 (s, 1H, CH), 6,99-7,13 

(m, 5H, CHAr), 7,38-7,46 (m, 1H, CHAr), 7,90-7,98 (m, 2H, CHAr), 11,96 

(br. s, 1H, NH), 13,57 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, DMSO-

d6): δ = 55,6, 89,2, 114,2, 115,6, 116,4, 123,9, 124,5, 126,7, 129,4, 131,6, 145,2, 156,1, 162,6, 

188,0 ppm; ESI-MS (m/z): 294 [M]+; Израчунато за C17H14N2O3 (%): C 69,38, H 4,79, N 9,52; 

нађено: C 69,49, H 4,75, N 9,47.  
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3,4-дихидро-3-[2-(3-(N-4-метоксибензоил)фенил)-2-оксо-етилиден]-2(1H)-

хиноксалинон (5h). Жута прашкаста супстанца; Принос: 90 

(97)%; Тt 297°C; IR (KBr): ν 3412, 3359, 3285, 2964, 1683, 1650, 

1607, 1594, 1378, 1255, 1214  cm-1; 1H NMR (200 MHz, DMSO-

d6): δ = 3,85 (s, 3H, OCH3), 6,85 (s, 1H, CH), 7,46-7,54 (t, 5H, 

CHAr), 7,68-7,72 (m, 3H, CHAr), 7,99-8,08 (m, 3H, CHAr), 8,46 (s, 1H, CHAr), 10,32 (br. s, 1H, 

NH), 12,10 (br. s, 1H, NH), 13,67 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, DMSO-d6): δ = 55,6, 

89,3, 113,8, 115,6, 116,7, 119,0, 122,1, 123,6, 123,8, 124,2, 124,3, 126,9, 129,2, 129,8, 139,2, 

140,0, 145,8, 155,9, 162,2, 165,2, 188,4 ppm; ESI-MS (m/z): 414 [M + H]+; Израчунато за 

C24H19N3O4 (%): C 69,72, H 4,63, N 10,16; нађено: C 69,64, H 4,74, N 10,15. 

3,4-дихидро-3-[2-оксо-2-(3-нитрофенил)етилиден]-2(1H)-хиноксалинон (5k). 

Наранџаста прашкаста супстанца; Принос: 89 (78)%; Тt > 300°C; IR 

(KBr): ν 3438, 3170, 2928, 1701, 1689, 1605, 1531, 1347 cm-1; 1H NMR 

(200 MHz, DMSO-d6): δ = 6,83 (s, 1H, CH), 7,16 (s, 3H, CHAr), 7,55 (s, 

1H, CHAr), 7,76-7,84 (t, 1H, CHAr), 8,37-8,63 (d + s, 3H, CHAr), 12,16 

(br. s, 1H, NH), 13,68 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, DMSO-d6): δ = 89,0, 115,6, 117,1, 

121,5, 124,0, 124,8, 126,3, 127,2, 130,8, 133,3, 140,1, 146,7, 148,4, 155,6, 185,6 ppm; ESI-MS 

(m/z): 308 [M + H]+; Израчунато за C16H11N3O4 (%): C 62,14, H 3,58, N 13,59; нађено: C 62,21, 

H 3,64, N 13,60. 

3,4-дихидро-3-[2-оксо-2-(3-N-ацетилфенил)етилиден]-2(1H)-хиноксалинон (5l). Жута 

прашкаста супстанца; Принос: 86 (95)%; Тt > 300°C; IR (KBr): ν 3438, 3253, 

3191, 2925, 1676, 1663, 1607, 1554, 1378 cm-1; 1H NMR (200 MHz, DMSO-

d6): δ = 2,08 (s, 3H, CH3), 6,79 (s, 1H, CH), 7,14-7,83 (m, 7H, CHAr), 8,25 (s, 

1H, CHAr), 10,16 (br. s, 1H, NH), 12,06 (br. s, 1H, NH), 13,62 (br. s, 1H, NH) 

ppm; 13C NMR (50 MHz, DMSO-d6): δ = 24,2, 89,3, 115,5, 116,7, 117,7, 121,7, 

122,3, 123,8, 124,3, 126,9, 128,3, 129,3, 139,3, 139,9, 145,7, 155,9, 168,7, 188,4 ppm; ESI-MS 

(m/z): 322 [M + H]+; Израчунато за C18H15N3O3 (%): C 67,28, H 4,70, N 13,08; нађено: C 67,45, 

H 4,78, N 13,05. 
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3,4-дихидро-3-(2-оксо-2-фероценилетилиден)-2(1H)-хиноксалинон (5m). Црвени 

кристали; Принос: 90 (97)%; Тt > 300°C; IR (KBr): ν 3437, 3413, 2855, 1681, 

1611, 1561, 1378 cm-1; 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6): δ = 4,17 (s, 5H, 

CHFc), 4,54 (s, 2H, CHFc), 4,83 (s, 2H, CHFc), 6,35 (s, 1H, CH), 7,08-7,35 (d, 

4H, CHAr), 11,89 (br. s, 1H, NH), 13,26 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (50 

MHz, DMSO-d6): δ = 68,6, 69,7, 71,7, 81,7, 91,2, 115,3, 115,8, 123,1, 123,6, 124,6, 126,2, 142,9, 

156,1, 193,6 ppm; ESI-MS (m/z): 372 [M]+; Израчунато за C20H16N2O2Fe (%): C 64,54, H 4,33, 

N 7,53; нађено: C 64,60, H 4,41, N 7,47. 

3,4-дихидро-3-(2-оксо-2-циклопропилетилиден)-1,4-бензоксазин-2-он (6a). Жута 

прашкаста супстанца; Принос: 88 (97)%; Тt 189°C; IR (KBr): ν 3483, 

3060, 1756, 1627, 1597, 1570, 1388 cm-1; 1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ = 

0,97-1,14 (m, 4H, 2×CH2), 1,94-2,06 (m, 1H, CH), 6,44 (s, 1H, CH), 6,95-

7,27 (m, 4H, CHAr), 12,45 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, CDCl3): 

δ = 11,3, 21,9, 97,9, 115,4, 117,0, 123,3, 123,9, 125,7, 136,4, 140,8, 156,2, 202,0 ppm; ESI-MS 

(m/z): 252 [M + Na]+; Израчунато за C13H11NO3 (%): C 68,11, H 4,84, N 6,11; нађено: C 68,24, 

H 4,91, N 6,15. 

3,4-дихидро-3-(2-оксо-хекс-5-етилиден)-1,4-бензоксазин-2-он (6b). Жути кристали; 

Принос: 93 (84)%; Тt 100°C; IR (KBr): ν 3491, 3061,  2854, 1758, 1638, 

1583, 1571, 1499, 1361 cm-1; 1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ = 2,37-2,47 

(q, 2H, CH2), 2,63-2,70 (t, 2H, CH2), 4,99-5,12 (m, 2H, CH2), 5,79-5,93 

(m, 1H, CH), 6,32 (s, 1H, CH), 7,00-7,27 (m, 4H, CHAr), 12,46 (br. s, 1H, 

NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, CDCl3): δ = 28,8, 42,2, 97,6, 115,4, 115,6, 117,0, 126,6, 123,8, 

125,7, 136,9, 137,4, 141,0, 156,1, 201,9 ppm; ESI-MS (m/z): 243 [M]+; Израчунато за C14H13NO3 

(%): C 69,12, H 5,39, N 5,76; нађено: C 69,26, H 5,41, N 5,69. 
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3,4-дихидро-3-[2-оксо-2-(3-метоксифенил)етилиден]-1,4-бензоксазин-2-он (6f). Жута 

прашкаста супстанца; Принос: 88 (95)%; Тt 151°C; IR (KBr): ν 3852, 3491, 

3060, 2918, 1758, 1621, 1601, 1585, 1348 cm-1; 1H NMR (200 MHz, CDCl3): 

δ = 3,87 (s, 3H, OCH3), 7,01-7,56 (m, 9H, CH + CHAr), 13,04 (br. s, 1H, NH) 

ppm; 13C NMR (50 MHz, CDCl3): δ = 55,4, 94,7, 111,9, 115,9, 117,1, 119,1, 

120,2, 123,7, 123,9, 125,8, 129,6, 139,0, 139,6, 141,2, 156,1, 160,0, 191,1 ppm; ESI-MS (m/z): 

296 [M + H]+; Израчунато за C17H13NO4 (%): C 69,15, H 4,44, N 4,74; нађено: C 69,20, H 4,59, 

N 4,68. 

3,4-дихидро-3-[2-оксо-2-(3-нитофенил)етилиден]-1,4-бензоксазин-2-он (6k). Наранџасти 

кристали;  Принос: 91 (93)%; Тt 228°C; IR (KBr): ν 3490, 3101, 

2918, 1751, 1625, 1615, 1587, 1348 cm-1; 1H NMR (200 MHz, 

CDCl3): δ = 7,07 (s, 1H, CH), 7,21-7,24 (m, 3H, CHAr), 7,71-7,75 (m, 

1H, CHAr), 8,31-8,44 (m, 3H, CHAr), 8,84-8,86 (m, 1H, CHAr), 13,17 

(br. s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, CDCl3): δ = 29,7, 93,7, 

116,4, 117,3, 122,6, 123,4, 124,8, 126,0, 126,7, 129,8, 133,0, 139,7, 140,3, 141,6, 188,4 ppm; ESI-

MS (m/z): 310 [M]+; Израчунато за C16H10N2O5 (%): C 61,94, H 3,25, N 9,03; нађено: C 62,11, 

H 3,31, N 8,97. 

3,4-дихидро-3-[2-оксо-2-(3-N-ацетилфенил)етилиден]-1,4-бензоксазин-2-он (6l). Жута 

прашкаста супстанца; Принос: 95 (91)%; Тt 235°C; IR (KBr): ν 

3484, 3288, 3091, 2853, 1754, 1672, 1630, 1599, 1553, 1351 cm-1; 1H 

NMR (200 MHz, DMSO-d6): δ = 2,07 (s, 3H, CH3), 6,81 (s, 1H, CH), 

7,11-7,84 (m, 7H, CHAr), 8,24 (s, 1H, CHAr), 10,16 (br. s, 1H, NH), 

12,76 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, DMSO-d6): δ = 24,2, 

92,7, 116,6, 117,0, 117,7, 121,9, 122,8, 123,8, 124,1, 125,5, 129,4, 138,8, 140,0, 140,1, 141,3, 

156,2, 168,8, 189,4 ppm; ESI-MS (m/z): 322 [M]+; Израчунато за C18H14N2O4 (%): C 67,08, H 

4,38, N 8,69; нађено: C 67,15, H 4,31, 8,70. 
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3,4-дихидро-3-(2-оксо-2-фероценилетилиден)-1,4-бензоксазин-2-он (6m). Црвени 

кристали;  Принос: 91 (93)%; Тt 223°C; IR (KBr): ν 3853, 3750, 3491, 

3081, 2918, 1760, 1629, 1596, 1375 cm-1; 1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ 

= 4,21 (s, 5H, CHFc), 4,57-4,59 (d, 2H, CHFc), 4,87-4,89 (t, 2H, CHFc), 

6,55 (s, 1H, CH), 6,99-7,26 (m, 4H, CHAr), 12,68 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C 

NMR (50 MHz, CDCl3): δ = 69,1, 70,2, 72,7, 80,9, 96,6, 115,4, 117,0, 123,1, 124,2, 125,7, 136,5, 

140,8, 156,7, 196,2 ppm; ESI-MS (m/z): 374 [M + H]+; Израчунато за C20H15NO3Fe (%): C 64,37, 

H 4,05, N 3,75; нађено: C 64,30, H 3,92, N 3,78. 

3,4-дихидро-3-[2-оксо-2-(3-N-циклопропаноилфенил)етилиден]-1,4-бензоксазин-2-он 

(6n). Жута прашкаста супстанца; Принос: 84 (89)%; Tt 264°C; 

IR (KBr): ν 3486, 3259, 3061, 2921, 1760, 1651, 1618, 1599, 1560, 

1348 cm-1; 1H NMR (200 MHz, DMSO-d6): δ = 0,84 (s, 4H, CH2), 

1,78 (m, 1H, CH), 6,81 (s, 1H, CH), 7,16-7,81 (m, 7H, CHAr), 8,27 

(s, 1H, CHAr), 10,42 (br. s, 1H, NH), 12,76 (br. s, 1H, NH) ppm; 13C 

NMR (50 MHz, DMSO-d6): δ = 7,5, 14,8, 92,7, 116,6, 117,0, 117,7, 121,8, 122,8, 123,9, 124,1, 

125,5, 129,5, 138,8, 140,0, 140,1, 156,2, 172,1, 189,4 ppm; ESI-MS (m/z): 348 [M]+; Израчунато 

за C20H16N2O4 (%): C 68,96, H 4,63, N 8,04; нађено: C 68,90, H 4,75, N 8,01. 

3,4-дихидро-3-[2-оксо-4-(4-бензилокси-3-метоксифенил)бут-3-етилиден]-1,4-

бензоксазин-2-оне (6o). Наранџаста прашкаста супстанца; 

Принос: 80 (94)%; Тt 188°C; IR (KBr): ν 3750, 3061, 2955, 1751, 

1613, 1595, 1341 cm-1; 1H NMR (200 MHz, CDCl3): δ = 3,94 (s, 3H, 

OCH3), 5,19 (s, 2H, OCH2), 6,53-7,60 (m, 15H, CHAr), 12,99 (br. s, 

1H, NH) ppm; 13C NMR (50 MHz, CDCl3): δ = 56,0, 70,8, 98,4, 113,5, 

116,1, 117,0, 122,9, 123,8, 125,3, 125,7, 127,2, 128,0, 128,6, 136,5, 138,6, 141,3, 141,6, 149,8, 

150,5, 156,1, 189,3 ppm; ESI-MS (m/z): 450 [M + Na]+; Израчунато за C26H21NO5 (%): C 73,06, 

H 4,95, N 3,28; нађено: C 73,19, H 4,91, N 3,32. 
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4.    ЗАКЉУЧАК 

 

На основу приказаних и описаних резултата у овој докторској дисертацији, могу се 

извести следећи закључци:  

 Развијена је еколошки одржива метода која подразумева употребу “зеленог 

растварача” као што је лимунов сок за синтезу нових 3,4-дихидро-2(1H)-

хиноксалинона 5(a-m) и 3,4-дихидро-1,4-бензоксазин-2-она (6a, 6b, 6f, 6k-о). 

 Употребом ове методе врло лако се изолују производи у високом приносу (до 97%) 

и високе чистоће при чему се употребљени растварач може рециклирати и 

употребити поново, а да при томе не губи својства. 

 Испитиван је утицај синтетисане серије једињења на три ћелијске линије тумора 

(карцинома грлића материце, карцинома дебелог црева, карцинома плућа) и 

нормалним ћелијама фибробласта плућа. Резултати су показали да четири једињења 

(5c, 5g, 5h и 5i) показују добру цитотоксичну активност према свим ћелијским 

линијама. Испитивана једињења су показала висок индекс селективности, што значи 

да су нетоксична према здравим ћелијама. 

 Урађена је и анализа ћелијског циклуса при чему добијени резултати за једињење 5i 

показују да долази до повећања процента HeLa ћелија у G2/M фази које је повезано 

са опадањем ћелија у G1 фази. 

 Поред цитотоксичне активности испитивана је и анти α-глукозидазна активност чији 

резултати указују на то да два једињења (5h и 5i) показују значајну инхибицију α-

глукозидазе in vitro и могу се даље испитивати у ове сврхе. 

 Резултати добијени испитивањем интеракције DNA са једињењима 5c, 5g, 5h и 5i 

указују на то да се испитивана једињења везују за DNA преко интеркалације и да су 

добијене константе Ksv у рангу константи које одговарају потенцијалним лековима 

који садрже метал. 

 Испитивањем интеракције BSA са једињењима 5c, 5g, 5h и 5i утврђено је да постоји 

једно место где се хиноксалинони везују за BSA. Добијене вредности за Ka показују 

да се испитивана једињења реверзибилно везују за BSA што им омогућава транспорт 

помоћу BSA. 
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 Захваљујући прорачунима који су урађени помоћу DFT студије добијене су додатне 

информације о структури и особинама хиноксалинона и бензоксазинона. Добијене 

вредности за квантно хемијске параметре указују на то да једињења 5g и 6l поседују 

добру инхибиторску активност корозије метала јер садрже електрон донорске групе.  

 Такође, урађена је и симулација UV-Vis, IR, Raman, 1H и 13C NMR спектара и 

израчунати спектри су упоређени са експерименталним при чему је добијено 

одлично поклапање резултата што коришћену методу B3LYP/6-311+G(d,p) чини 

врло погодном за примену код овог типа једињења. 
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6.    БИОГРАФИЈА 

 
 

Јелена М. Петронијевић, је рођена 22.03.1991. године у Крагујевцу. 

Основну школу ,,Карађорђе“ и гимназију ,,Ђура Јакшић“ завршила је 

у Рачи са просечном оценом 5,00. Природно математички факултет у 

Крагујевцу, одсек хемија, смер заштита животне средине уписала 

2010. године, а дипломирала септембра 2014. године са просечном 

оценом 8,78. Након тога 2014. године уписала мастер академске 

студије на Природно математичком факултету у Крагујевцу, а 

дипломирала у октобру 2015. године са просечном оценом 9,67, 

одбранивши мастер рад на тему ,,Синтеза и карактеризација нових 2(1H)-

хиноксалинонских деривата“. Школовање је наставила уписавши докторске академске 

студије 2015. године на Природно-математичком факултету у Крагујевцу, модул органска 

хемија. 

Од 04.11.2016. године укључена је на изради пројекта Министарства просвете, 

науке и технолошког развоја Републике Србије - ,,Испитивање механизма реакција 

комплекса јона прелазних метала са биолошки значајним молекулима”, бр. 172011, 

руководилац проф. др Зорица Бугарчић. 

Као студент докторских студија, од октобра 2017. године ангажована је и у 

извођењу практичне наставе из предмета Одабрана поглавља органске хемије и Органски 

индустријски загађивачи. 

Јелена Петронијевић се бави истраживачким радом из области органске хемије. 

Предмет истраживања на којима је ангажована су синтеза и функционализација нових 

хиноксалинонских и бензоксазинонских деривата коришћењем one-pot протокола и 

испитивање биолошке активности новосинтетисаних једињења. До сада има једанаест 

објављених научних радова у часописима од међународног значаја, пет саопштења на 

интернационалним конференцијама и једанаест саопштења на националним 

конференцијама. 
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Слика П3. Експериментални (a), израчунати IR (b) и израчунати Рамански (c) спектри за 
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Табела П1. Експерименталне и израчунате вредности 1H и 13C померања  једињења 5c 

 

 

  

 

   

Атом Експериментални 
13C NMR 

Скалиране 

теоријске 

вредности 
13C NMR  

(ppm) 

Атом Експериментални 
1H NMR 

Скалиране 

теоријске 

вредности 
1H NMR 

(ppm) 

C1 124.4 124.1 H3 7.08 8.0 

C2 126.4 126.6 H8 7.08 7.9 

C4 116.1 114.2 H9 7.40 8.1 

C5 115.4 112.6 H10 7.08 8.0 

C6 123.7 123.7 H12 11.88 7.7 

C7 123.6 120.5 H14 12.96 8.6 

C15 155.9 153.6 H19 6.08 6.2 

C17 143.5 137.8 H23 2.27 2.4 

C18 92.8 104.8 H24 2.60 4.1 

C20 199.5 202.7 H26 2.27 2.2 

C22 40.3 44.2 H27 2.60 3.5 

C25 32.7 35.1 H30 4.69 5.6 

C28 144.7 152.6 H31 4.69 5.6 

C29 110.4 108.8 H33 1.71 1.9 

C32 22.6 24.1 H34 1.71 3.1 

   H35 1.71 2.1 
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Табела П2. Експерименталне и израчунате вредности 1H и 13C померања  једињења 5k 

 

  

 
Атом Експериментални 

13C NMR 

Скалиране 

теоријске 

вредности 
13C NMR  

(ppm) 

Атом Експериментални 
1H NMR 

Скалиране 

теоријске 

вредности 
1H NMR 

(ppm) 

C1 126.3 124.2 H7 7.6 8.4 

C2 115.6 114.8 H8 7.2 8.2 

C3 124.7 126.7 H9 7.8 8.6 

C4 121.5 124.3 H10 7.8 8.4 

C5 117.1 115.5 H13 12.2 9.1 

C6 126.3 124.2 H14 13.7 15.5 

C15 155.6 153.2 H19 6.8 8.1 

C16 146.7 144.2 H26 8.4 9.8 

C18 89.0 87.9 H28 8.6 10.7 

C20 185.6 180.8 H30 7.8 8.9 

C22 140.6 138.6 H31 8.4 9.8 

C23 133.3 134.4    

C24 124.0 122.9    

C25 130.8 128.2    

C27 148.4 148.2    

C29 127.2 126.0    
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Табела П3. Експерименталне и израчунате вредности 1H и 13C померања  једињења 6l 

 

 
Атом Експериментални 

13C NMR 

Скалиране 

теоријске 

вредности 
13C NMR  

(ppm) 

Атом Експериментални 
1H NMR 

Скалиране 

теоријске 

вредности 
1H NMR 

(ppm) 

C1 117 121.2 H7 7.1 8.1 

C2 117.7 116.2 H8 7.2 8.2 

C3 123.8 140.0 H9 7.2 8.0 

C4 122.8 125.2 H10 7.4 8.4 

C5 116.6 113.7 H12 10.2 7.8 

C6 121.9 125.7 H18 6.8 6.7 

C14 156.2 153.8 H25 7.7 8.5 

C16 141.3 134.9 H27 8.2 9.0 

C17 92.7 106.5 H29 7.8 8.8 

C19 189.4 193.0 H30 7.6 8.6 

C21 138.8 141.9 H32 12.8 7.7 

C22 124.1 123.8 H36 2.1 2.7 

C23 125.5 124.5 H37 2.1 2.3 

C24 129.4 137.6 H38 2.1 2.0 

C26 140.1 128.3    

C28 140.0 127.9    

C33 168.8 169.8    

C35 24.2 21.6    
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Innovative, efficient, clean, experimentally simple and environmentally friendly one-pot biocatalytic syn-

thesis of two small libraries of 3,4-dihydro-2(1H)-quinoxalinones (4a–m) and 3,4-dihydro-1,4-benzox-

azin-2-ones (5a, 5b, 5f and 5k–o) by heterocyclization of ethyl 2-hydroxy-4-alkyl(aryl)-4-oxo-2-buteno-

ates (1a–o) or their corresponding salts (1a’–o’) with o-phenylenediamine (2) or o-aminophenol (3) in

lemon juice as a solvent and a catalyst is presented. In all reactions where esters 1a–o are used for 24 h,

very good-to-excellent yields were achieved, but the best yield was realized in the synthesis of 5a (97%)

from 3 and 1a. The use of enolate salts (1a’–o’) instead of the corresponding esters 1a–o significantly

reduced the reaction time (up to 6 h) and good-to-excellent yields were achieved. Groups with electron-

donating or -withdrawing effects at the aromatic ring of the ester did not have significant influences on

the yield of targeted products. In addition, several selected 3,4-dihydro-2(1H)-quinoxalinones and 3,4-

dihydro-1,4-benzoxazin-2-ones on a gram-scale in the yields up to 92% were synthesized. The presented

synthetic strategy has produced smaller amount of waste without by-products and with excellent values

of green chemistry metrics (atom efficiency, reaction mass efficiency, E-factor and EcoScale).

Introduction

The conventional chemical manufacturing processes of
different pharmaceuticals and other relevant molecules produce
large amounts of waste and toxic by-products.1 These facts indi-
cate that it is very important to develop methods which satisfy
green principles.2,3 This means that all chemical transform-
ations should be promoted in an eco-friendly medium with
advantages such as: easy work-up, nontoxicity, nonflammability
and high heat capacity.4 In addition, investigated chemical pro-
cesses should fulfill EcoScale parameters.1 In order to realize
these requirements, reactions are performed in solvent-free

medium5,6 or water,7 ionic liquids,8 lemon juice,9 biobased
chemicals10 and supercritical fluids11 as green solvents.

Quinoxaline12,13 and benzoxazine14 derivatives are a group
of very important heterocyclic pharmacophores, which have
attracted the attention of a large number of scientists. The
quinoxaline moiety is found in a broad range of biologically
active molecules with anticancer,15,16 antiviral,17 antifungal,18

antimicrobial,19 anti-inflammatory,20 antidiabetic21 and anti-
tuberculosis22 activities. Also, molecules with a quinoxaline
scaffold were used as lifespan altering compounds.23

Quinoxalines that contain boron difluoride display fluorescent
properties and can be used for preparing luminescent
materials.24 Compounds that contain benzoxazine scaffolds
can be used successfully as anticancer compounds,25,26 anti-
microbials,27 β2-adrenoceptor agonists,28 inhibitors of platelet
aggregation,29 positive inotropic agents,30 calcium channel
modulators,31 thrombin inhibitors and glycoprotein receptor
antagonists.32

Bearing in mind these facts, there is a reasonable tendency
for the development of novel methods for the synthesis of
compounds with the quinoxaline and benzoxazine nucleus. In
the last decade, several improved methods with new catalysts

†Electronic supplementary information (ESI) available: Copies of 1H and 13C
NMR spectra of 4a–m and 5a, 5b, 5f and 5k–o. CCDC 1510178 (5b). For ESI and
crystallographic data in CIF or other electronic format see DOI: 10.1039/
c6gc02893d
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Abstract

In order to investigate new potential therapeutically active agents, we investigated the

biological properties of two small libraries of quinoxalinones and 1,4-benzoxazin-2-

ones. The results obtained showed that compounds 5, 9–11 have good cytotoxic

activity against HeLa cells where the lowest IC50 value (10.46 ± 0.82 μM/mL) was

measured for compound 10. Additionally, the most active compounds (5, 9–11)

showed much better selectivity for MRC-5 cells (up to 17.4) compared to cisplatin. In

vitro evaluation of the inhibition of the enzyme α-glucosidase showed that compounds

10 and 11 exert significant inhibition of the enzyme at 52.54 ± 0.09 and

40.09 ± 0.49 μM, respectively. Competitive experiments with ethidium bromide (EB)

indicated that all tested compounds have affinity to displace EB from the EB-DNA

complex through intercalation, suggesting good competition with EB (Ksv = (3.1 ± 0.2),

(5.1 ± 0.1), (5.6 ± 0.2), and (6.3 ± 0.2) × 103M−1). A molecular docking study was also

performed to better understand the binding modes and to conclude the structure–

activity relationships of the synthesized compounds.

K E YWORD S

anticancer, antidiabetic, benzoxazines, DNA and BSA interaction, quinoxalinones

1 | INTRODUCTION

Heterocycles such as quinoxalines[1,2] and benzoxazines[3] are

structural motifs of wide spectrum of biologically active compounds.

Quinoxalines display a broad spectrum of pharmacological activity

such as antimicrobial,[4] anti-inflammatory,[5] antidiabetic,[6] antivi-

ral,[7] anticancer,[8,9] and antituberculosis.[10] In fact, one of the primary

targets inmedicinal chemistry and one of the biggest health problem in

society nowdays is cancer. Since cisplatin was involved in clinical

practice, platinum-based drugs had been in center of researches as

chemotherapy agents.[11,12] Use of cisplatin in clinical therapy is limited

by several side effects such as neurotoxicity, nephrotoxicity,[13–15]

limited applicability, etc. Development and synthesis of new non-

platinum drugs with less side effects is the major interest in medicinal

chemistry.[16] Bearing in mind these facts, we developed synthesis of

novel 3,4-dihydro-2(1H)-quinoxalinones (1–12) and 3,4-dihydro-1,4-

benzoxazin-2-ones (13–20) (Figure 1) as potential drugs for cisplatin

replacement.[17] The new synthesized quinoxalinones and oxazines

were exposed to antitumor, anti-α-glucosidase and antiangiogenic

activities, DNA and BSA binding, and docking study. Investigation of
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Abstract. The selected quinoxalinones and benzoxazinones derivatives, synthesized in our laboratory

earlier, were explored by spectroscopic techniques (UV-Vis, IR, Raman and NMR) and theoretical study

(DFT calculations). In order to understand the electronic properties of these compounds, the theoretical UV

spectra have been investigated by TDDFT/B3LYP method with 6-311?G(d,p) basis set in ethanol as a

solvent. For all compounds, the absorption of UV radiation with a wavelength around 415 nm with an

oscillator strength f = 0.90 induces the intramolecular electronic transition (n?p*). The frontiers molecular

orbitals are calculated, and contributions of the electronic transitions are determined. Also, we did quantum

chemical calculations to investigate the corrosion inhibition properties of these molecules. The vibrational

analysis was performed at the B3LYP/6-311?G(d,p) level of theory in vacuo. Obtained results are in very

good agreement with experimental data. The calculated 13C NMR shifts in all cases are in good-to-excellent

agreement. Also, 1H NMR predicted shifts are comparable with experimental results, but there are some

deviations (for N–H shifts) probably as a consequence of intramolecular interactions.

Keywords. Quinoxalinones; 1,4-benzoxazin-2-ones; vibrational analysis; corrosion inhibition; simulated
13C and 1H spectra.

1. Introduction

The quinoxaline and benzoxazine derivatives are

mainly known for their wide range of pharmacological

and biological activities.1–3 Their ring moieties are

part of the chemical structures of various antibiotics

such as echinomycin, levomycin and actinomycin.2

Such compounds are also known to be active against

transplant tumors.4 Also, quinoxaline-based com-

pounds have the ability to inhibit the metal corrosion

and they are used in electroluminescent materials.5,6

Physicochemical properties of inhibitors (e.g., electron

density, geometric factors, molecular volume, etc.,)

determine their effectiveness of corrosion, while the

process of adsorption depends on the type of metal, the

nature of inhibitor, and the electrochemical potential at

the metal-solution surface.7 Many quinoxaline

derivatives have been reported as efficient inhibitors of

metal corrosion in acidic medium in the last few

years.8–12 Nowadays, many scientists and engineers

are investigating new synthetic routes for the synthesis

of novel corrosion inhibitors with even better proper-

ties. There are numerous methods available for the

synthesis of quinoxaline and benzoxazine derivatives.

In recent times, several green methodologies that

include recyclable catalysts, microwave-assisted syn-

thesis and reactions in aqueous medium are pre-

sented.13,14 Bearing in mind the biological, structural,

and industrial importance of quinoxaline- and ben-

zoxazine-based compounds, we used these previously
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Образац 2 
 
 
 

ИЗЈАВА АУТОРА О ИСКОРИШЋАВАЊУ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ 
 
 
 
 
 
 

 

Ја, Јелена Петронијевић,  
 

 

дозвољавам  

 

не дозвољавам 
 

 

Универзитетској библиотеци у Крагујевцу да начини два трајна умножена примерка у 

електронској форми докторске дисертације под насловом: 

 
,,Синтеза, карактеризација, биолошко и DFT испитивање хиноксалинона и 

бензоксазинона” 

 

која је одбрањена на Природно-математичком факултету, Универзитета у 

Крагујевцу, и то у целини, као и да по један примерак тако умножене докторске 

дисертације учини трајно доступним јавности путем дигиталног репозиторијума 

Универзитета у Крагујевцу и централног репозиторијума надлежног министарства, тако 

да припадници јавности могу начинити трајне умножене примерке у електронској 

форми наведене докторске дисертације путем преузимања. 

 
 

 

Овом Изјавом такође  
 

 

дозвољавам  

 

не дозвољавам
1 

 
 
 
1 Уколико аутор изабере да не дозволи припадницима јавности да тако доступну докторску дисертацију 
користе под условима утврђеним једном од Creative Commons лиценци, то не искључује право 
припадника јавности да наведену докторску дисертацију користе у складу са одредбама Закона о 
ауторском и сродним правима. 
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