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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

1. mCPBA - kwas m-chloronadbenzoesowy

2. DDQ - 2,3-dichloro-5,6-dicyjanobenzochinon

3. DMSO - dimetylosulfotlenek

4. 1ICs - stezenie badanego preparatu powodujace $Smier¢ 50 % komorek

5. LDso - jednorazowa dawka badanego preparatu powodujaca $§mier¢ 50 % zwierzat
6. MIC - minimalne st¢zenie hamujace rozw6j mikroorganizmow
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3. WPROWADZENIE —- GENEZA TEMATU

3.1. Wstep

Przedstawiana rozprawa prezentuje wyniki pracy, ktorej celem bylo otrzymanie siarkowych

analogéw flawonoidow i ich ocena jako potencjalnego zrdédta nowych substancji biologicznie

czynnych. Siarkowe pochodne flawonoidoéw sa stosunkowo mato poznane (rozdziat 3.4) a ich

podobienstwo strukturalne do wyjatkowo aktywnych analogow tlenowych (rozdziat 3.3)

pozwalato przypuszczaé, ze 1 wsrdd nich znajduja si¢ zwiazki o duzej aktywnosci.

Inicjatorem projektu byta japonska firma farmaceutyczna TAIHO Pharmaceuticals i zgodnie z

zawarta z ta firma umowa, poczatkowo naszym celem bylo poszukiwanie siarkowych

analogow flawonoidow wykazujacych dziatanie antyoksydacyjne, chemoprewencyjne i/lub

przeciwnowotworowe. Po zakonczeniu wspélpracy z TAIHO, projekt byt realizowany we

wspotpracy z kilkoma, wymienionymi nizej, o$rodkami akademickimi w Polsce. Nadal

glownym kierunkiem naszego zainteresowania bylo dzialanie przeciwnowotworowe

otrzymywanych zwiazkow lecz badania rozszerzono o oceng¢ wlasnosci przeciwbakteryjnych,

przeciwgrzybowych, przeciwgruzliczych a ostatnio rowniez przeciwwirusowych. Zmianie

ulegt nie tylko zakres testow biologicznych lecz rowniez rodzaj badanych uktadow

flawonoidowych. Poczatkowo byly to gldwnie pochodne tioflawanonu i tioflawonu, nastgpnie

tioauronu a jeszcze pozniej chalkonu. Wspdlna cecha strukturalna otrzymywanych zwiazkow

bylo to, ze wszystkie zawieraty podstawowy uktad flawonoidowy i trzy potencjalne centra

aktywne (dwa atomy tlenu i jeden atom siarki) zwiazane z pierscieniem A tego ukladu.

Badania biologiczne przedstawione w rozprawie byly prowadzone w nastepujacych

zespotach:

e TAIHO Pharmaceuticals

e Dr hab. inz. Andrzej Skladanowski, Politechnika Gdanska: badania aktywnosci
cytostatycznej oraz mechanizmu dzialania.

e Dr Joanna Wietrzyk, Instytut Immunologii 1 Terapii Doswiadczalnej PAN im. L.
Hirszfelda we Wroctawiu, badania aktywnosci cytostatyczne;.

e Prof. dr hab. inz. Stawomir Milewski, Politechnika Gdanska, badania na grzybach i
bakteriach.

e Prof. dr hab. Zofia Zwolska, Instytut Gruzlicy w Warszawie, badania aktywnoSci
przeciwgruzlicze;j.

e  Prof. dr hab. inz. Bogustaw Szewczyk, Migdzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i

AMG w Gdansku; badania aktywnosci przeciwwirusowe;j.
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Obecnie projekt jest nadal kontynuowany i1 jak podano w rozdziale 4.5., ,jnajnowsza
generacja” zwiazkow ma aktywno$¢ cytostatyczna in vitro o dwa rzedy wigksza od

aktywnos$ci pochodnych wymienionych w tej rozprawie.

3.2. Budowa chemiczna flawonoidow

Nazwa flawonoidy jest okreslana grupa zwiazkéw pochodzenia roslinnego oraz ich
syntetycznych analogéw zawierajacych dwa pier§cienie fenylowe potaczone fragmentem
strukturalnym zawierajacym trzy atomy wegla, przy czym ten ostatni stanowi najczgsciej
cze$¢ pierScienia  heterocyklicznego. Na Rys. 1 podano wzory oraz nazwy
najpopularniejszych uktadow flawonoidowych.

Zwiazki pochodzenia naturalnego zawierajace przedstawione ukltady strukturalne sa
zazwyczaj pochodnymi polihydroksylowymi i r6znia si¢ pomigdzy soba iloscia tych grup,
miejscem podstawienia, oraz alkilacja podstawnikéw hydroksylowych. Dotychczas
wyizolowano z surowcoéw roslinnych ponad 8 000 [7] flawonoidow a ich chemii oraz

wiasciwosciom poswigcono szereg ksiazek 1 artykutow przegladowych [1 —30] .

Rysunek 1

Szkielety weglowe najpopularniejszych zwiazkow flawonoidowych
o)
flawanon
7 5

1 N
GG
C 4
5 3
4 (\3 2 3

flawon flawonol auron

3.3. Aktywnos¢ biologiczna flawonoidow

W zwiazku z ich wszechobecnos$cia w $wiecie roslin, flawonoidy wystepuja w znacznych
ilosciach w diecie cztowieka, a ich obecnosci jest przypisywane lecznicze dziatanie wielu
surowcOw zielarskich. Jednym 2z najpopularniejszych flawonoidow stosowanych w

lecznictwie jest kwercetyna (3,3’,4°,5,7-pentahydroksyflawon), wchodzaca w postaci
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glikozydu z rutynoza w sklad takich lekéw jak Rutinoscorbin i1 bedaca prekursorem
pOtsyntetycznych preparatéw, np. Venorutonu czy Detralexu, stosowanych w leczeniu choréb
zyt [31].

Rola flawonoidéw w roslinach i ich wplyw na inne organizmy zostaty omowione w szeregu
doskonatych artykutéw przegladowych [1 — 30], w tym w wyczerpujacej monografii
opracowanej przez Theoharidesa i wspotpracownikow, zatytutowanej ,,The Effects of Plant
Flavonoids on Mammalian Cells: Implications for Inflammation, Heart Disease, and Cancer”
[5]. Aby pokaza¢ roéznorodnos$¢ dzialania biologicznego flawonoidow, ponizej zacytowano

spis tresci tego artykutu, gdyz jest on dobrg lista kierunkoéw dziatania omawianych zwiazkow.

Effects on mammalian enzyme systems

e Kinases
* Phospholipase
e ATPases

* Lipoxygenases and cyclooxygenases
* Phospholipase C

* Cyclic nucleotide phosphodiesterase

* Adenylate cyclase

* Reverse transcriptase

e HIV-1 proteinase

* HIV-1 integrase

* Ornithine decarboxylase

* Topoisomerase

* QGlutathione S-transferase

* Epoxide hydrolase

* Glyoxalase

* Xanthine oxidase

* Aromatase

* 11-b-Hydroxysteroid dehydrogenase

* Catechol-O-methyltransferase

* Aldose reductase

* Monoamine oxidase (FAD-containing
* Aldo-keto-reductase family of

* Hyaluronidase

* Histidine decarboxylase and DOPA decarboxylase
* Malate dehydrogenase

* Lactic dehydrogenase and pyruvate kinase
* Aldehyde and alcohol dehydrogenases
*  Amylase

* RNA and DNA polymerases

* Human DNA ligase [

* Ribonuclease

* Sialidase

* Cytochrome P450 systems

* FElastase

* Nitric-oxide synthase
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Modulation of the functions of inflammatory cells

* T Lymphocytes

* B Lymphocytes

* Natural killer cells

* Macrophages and monocytes

* Mast cells and basophils

* Neutrophils

* Eosinophils

* Platelets

* Adhesion molecule expression

Effects of flavonoids on other cells

* Smooth muscle and cardiac muscle cells

» Effects on nerve cells

* (Calcium homeostasis

V. Endocrine and metabolic effects

VI Antiviral effects

VII. Antitoxic, hepatoprotective, and cytoprotective effects
VIII. Antioxidant activity

* Influence of flavonoids on reactive oxygen species production by phagocytic cells
» Effect of flavonoids on lipid peroxidation and oxyradical production
IX. Actions in relation to coronary artery disease and vascular disorders
X. Flavonoid-vitamin C interactions

XI. Cancer-related properties

* Microbial mutagenicity studies

* Genetic effects of flavonoids in mammalian cells

* Mutagenicity studies in vivo

* Carcinogenicity of flavonoids?

* Anticarcinogenic effects

* Apoptosis and cancer

* Antiproliferative activity

* Differentiating effects

* Adhesion/metastasis/angiogenesis

» Effect on heat shock proteins

* Effect on multidrug resistance

XII. Effects on xenobiotic metabolism

W ciagu szesciu lat, ktére uptynely od ukazania si¢ przegladu Theoharidesa opublikowano
dziesiatki nowych prac na ten temat. Na szczegdlna uwage zastuguja te, ktore omawiaja nowe
kierunki dziatania biologicznego flawonoidow, takie jak wptyw na P-glikoproteing i/lub inne
biatka odpowiedzialne za opornos¢ wielolekowa [7, 9, 26, 28, 29] czy dziatanie

przeciwpierwotniakowe [32].
3.4. Aktywnos¢ biologiczna tioflawonoidow

Informacje na temat aktywnosci biologicznej tioflawonoidéw opublikowane przed rokiem 1983

zostaly podsumowane w rozdziale ksiazki [33]. W tamtym okresie badano glownie aktywnos¢
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przeciwbakteryjna, przeciwgrzybicza oraz przeciwwirusowa tych zwiazkow, 1 dla kilku
pochodnych 1,1-ditlenku tioflawonu (3) wykazano istotne dziatanie w tym kierunku.

W 1984 roku Nakazumi opublikowal wyniki pordwnawczego badania aktywnosci
przeciwbakteryjnej pochodnych flawonu i tioflawonu 1 - 4 [34]. Praca ta jest interesujaca z
dwoch wzgledow. Po pierwsze, wykazano w niej, ze posrdd badanych zwiazkow aktywnos¢
wykazuja wytacznie pochodne z atomem siarki utlenionym do sulfotlenku (2) lub sulfonu (3)
(tabela 1) oraz, ze aktywnos$ci pochodnych flawonu i tioflawonu sa zblizone. Po drugie, dla
niektorych zwiazkdw podano warto$ci toksycznosci ostrej (tabela 2) 1 widaé, ze dla obu grup

zwiazkow jest ona podobna i bardzo niska.

Rysunek 2
Struktury uktadéw flawonoidowych badanych przez Nakazumi [34]

1a R=H 2
1b R =6-OMe
1c R=7-OMe

Tabela 1
Poréwnanie aktywnos¢ przeciwbakteryjnej pochodnych flawonu i tioflawonu [34]
Zwiazek Aktywnos¢ przeciwbakteryjna (MIC, pg/ml)
B. subtilis S. Aureus S. cerevisine  C. P. crustosum  R. Chinensis
K 49 NCTC 8530 IFO 0203 utillis Thom IFO 4745
OuT 6020
la—1c > 800 > 800 > 800 > 800 > 800 > 800
2 100 400 12,5 25 100 100
3 800 800 3,13 1,56 12,5 > 800
4a 50 800 100 > 800 50 50
4b, 4¢ > 800 > 800 > 800 > 800 > 800 > 800
Tabela 2.
Poréwnanie toksycznosci ostrej pochodnych flawonu i tioflawonu [34]
Zwiazek Toksyczno$¢ ostra (LDsp, g/kg)
doustnie dootrzewnowo

1a >4,0 1,7
4a 2,5 0,61
1b > 4,0 >4,0
4b >40 >40
1c >4,0 >4,0
4c >4,0 1,2
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W dalszych pracach Nakazumi wykazal, ze znaczaca aktywno$¢ przeciwbakteryjna przeciw
Trichohtyton rubrum IFO 5467 1 Trichophyton mentagrophytes IFO 6202 wykazuja pochodne
tioflawonu o wzorze ogdlnym 5, gdzie X = np. Cl, Br, O-alkil [35, 36].

Niektore pochodne 5 wykazuja rowniez staba aktywnos¢ insektobdjcza [37]. Zwiazki o wzorze
ogélnym 5 byly rowniez przedmiotem patentu amerykanskiego jako potencjalne leki do
stosowania w chorobach uktadu oddechowego i watroby [38].

Dhanak 1 wspolpracownicy badali wplyw zwiazkow 1 — 3 na proteaze cytomegalowirusa
(HCMV) [39] 1 stwierdzili, ze podobnie jak w przypadku aktywno$ci przeciwbakteryjnej,

najsilniejsze dzialanie wykazuja pochodne sulfonowe 3 (tabela 3).

Tabela 3
Poréwnanie hamowania proteazy HCMV przez pochodne tioflawonu 1 — 3 [39]
Zwiazek ICso (M)
la nieaktywny (ICsy > 34 uM)
2 10
3 1,5

Aktywnos$¢ zwigzkéw 3 wzrasta po wprowadzeniu do pierscienia B grupy elektronobiorczej (-
NOy) lub lipofilowe;j [39].

Lee 1 wspotpracownicy badali aktywno$¢ cytotoksyczna tioflawonow, jako izosterow aktywnych
flawonoéw 1 2-fenylo-4-chinolonoéw, i stwierdzili, ze wprowadzenie atomu siarki w miejsce
atomu tlenu (azotu) nie prowadzi do utraty aktywnosci [40]. Zwiazki aktywne byty podstawione
w pierscieniu A grupami hydroksylowymi lub metoksylowymi, jedynym niepodstawionym
zwiazkiem aktywnym byl sulfotlenek 2. Wykazali réwniez, ze niektore z badanych zwiazkow
dzialaja jako inhibitory topoizomerazy [40].

Ostatnio, Kataoka i inni [41] badali dzialanie przeciwnowotworowe pochodnych tioflawonu
podstawionych w pozycji 2°. Punktem wyjs$cia w ich pracy byta pochodna flawonu 6 (zwiazek
PD98059), o ktorej wiadomo, ze wykazuje znaczace dzialanie przeciwnowotworowe, oraz ze jej

dzialanie polega na hamowaniu szlaku sygnalizacyjnego ERK-MAP kinazy.
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6, X=0; 7,X=S
Stwierdzono, ze pochodna tioflawonu 7 jest lepszym inhibitorem ERK-MAP kinazy niz
pochodna flawonu 6 (ICsp = 1,88 uM w porownaniu z 4.35 uM dla zwiazku 6), oraz ze
skuteczniej hamuje namnazanie komorek nowotworowych (ICsp = 8,6 UM w poroéwnaniu z 29,5
uM dla komoérek HT1080, oraz ICsp = 10,0 uM w poréwnaniu z 30,5 uM dla komérek WiDr).
Zastapienie grupy aminowej grupa nitrowa lub usunigcie grupy metoksylowej prowadzito do

catkowitego zaniku aktywnosci [41].

3.5. Flawonoidy jako zwiazki wyjSciowe w projektowaniu nowych lekéw — rozwdj
koncepcji pracy

Uwaza sig, ze flawonoidy stanowia bardzo obiecujace zrodlo potencjalnych lekow i1
rzeczywiscie literatura przedstawiona w cze$ci 3.3. pokazuje jak powszechne jest wsrdd nich
wystgpowanie aktywnos$ci biologicznej. Tak jak podano we wstepie, naszym pierwotnym
celem bylo otrzymanie zwiazkéw o aktywnosci chemoprewencyjnej i antyoksydacyjnej i na
te kierunki dziatania flawonoidéw zwréciliSmy szczegdlna uwage. W tabeli 4 przedstawiono,
wazniejsze z opublikowanych dotychczas zaleznosci struktura - aktywnos$¢ dla dziatania

antyoksydacyjnego.

Tabela 4

Zalezno$ci struktura-aktywno$¢ dla dzialania antyoksydacyjnego flawonoidow

Nr Stosowany test Korzystne cechy strukturalne Lit.

1  Hamowanie indukowanej Aktywno$¢ =zapewnia uklad katecholowy w 42
FeSO,4 + cysteina peroksydacji pierscieniu B, zwigksza ja  wprowadzenie
w mikrosomach z watroby dodatkowych grup OH. Obecnos¢ grupy 3-OH
szczura. wystarcza do pojawienia si¢ aktywnosci. O-
glikozydacja w pozycji C-7 nieco zmniejsza

aktywnos¢.

2 Zdolno$¢ do wychwytywania Aktywno$§¢ wzrasta ze wzrostem ilosci grup 43
wolnych rodnikow hydroksylowych w pierscieniu B. Obecnos¢ grupy
nadtlenkowych generowanych hydroksylowej w pozycji 3 oraz jej glikozydacja
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przez fotolizg¢ UV  wody nie wptywaja na aktywnos¢.

utlenione;.

Hamowanie peroksydacji Aktywnosci sprzyja obecnos¢ wigzania 43

indukowanej jonami zelaza w podwdjnego C2-C3, grupy ketonowej na C4,

uktadzie zawierajacym kwas grupy hydroksylowej na C3, dwoch grup

linolenowy hydroksylowych meta w pierscieniu A 1 dwoch
grup hydroksylowych orto w pierscieniu B.
Glikozydacja grupy 3-OH lub 7-OH znosi
aktywnos¢.

Hamowanie indukowanej Aktywnosci antyoksydacyjnej sprzyja 44

jonami metali peroksydacji polihydroksylacja pierScieni A i B, obecnos¢

migsa ryby wigzania podwodjnego C2-C3, wolna grupa
hydroksylowa w pozycji 3 oraz obecnos¢ grupy 4-
keto.

Hamowanie indukowanej Za dzialanie antyoksydacyjne jest odpowiedzialna 45

zelazem  peroksydacji w obecno$¢ uktadu 1,4- lub 1,2-hydrochinonu w

mikrosomach z watroby pierscieniu A i/lub B.

szczura

Zdolno$¢ do wychwytywania Zdolno$¢ do wychwytywania wolnych rodnikow 46

anionow nadtlenkowych rosnie z iloScia grup hydroksylowych w

generowanych enzymatycznie pierscieniu B, grupa 3-OH zwigksza aktywnos¢ a

za pomoca oksydazy jej  metylacja i/lub glikozydacja zmniejszaja

hipoksantyno - ksantynowej aktywnos$¢. Wiazanie podwojne C2-C3 i grupa
karbonylowa w pozycji 4 zmniejszaja aktywnos¢.

Hamowanie indukowanej Dobra zdolno$§¢ wylapywania rodnikéw wymaga 47

nieenzymatycznie (Fe, ugrupowania katecholowego w pierécieniu B.

askorbinian) lub enzymatycznie Grupa 3-OH w potaczeniu z wiazaniem

(doksorubicyna) peroksydacji podwojnym C2-C3 zwigksza aktywnos$¢.

w mikrosomach z watroby

szczura.

Hamowanie utleniania kwasu Niewazna jest ilos¢ grup OH oraz to czy sa obecne 48

linolenowego w  micelach

dodecylosulfonianu sodu (SDS)

w pierscieniu A lub B, istotne znaczenie ma

jedynie obecno$¢ uktadu ortohydrochinonu.
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Obecnos¢ grupy karbonylowej w pozycji 4

zwigksza aktywnos¢.

9  Artykul przegladowy, Zdolnos¢ do wychwytywania wolnych rodnikéw 6
przedstawione  wnioski  sa zalezy od podstawnikow w pier§cieniach B i C.
oparte na wynikach wielu Aktywno$ci  sprzyjaja zwlaszcza  obecno$¢
roznych badan. ugrupowania katecholowego w pier§cieniu B i

wigzanie podwdjne C2-C3 sprzezone z grupa
karbonylowa. Ponadto aktywnos$ci sprzyja grupa
3-OH, podczas gdy dodatkowe  grupy
hydroksylowe lub metoksylowe w pozycjach 3, 5
lub 7 wydaja si¢ by¢ mniej istotne. Glikozydacja

grupy 3-OH znaczaco zmniejsza aktywnos¢.

10 Artykut przegladowy, Dziatanie = antyoksydacyjne  zalezy  przede 49
przedstawione  wnioski  sa wszystkim od obecnosci ugrupowania
oparte na wynikach wielu katecholowego w pierscieniu B. Poza tym od
réznych badan. obecnosci  wiazania  podwdjnego C2-C3

sprzgzonego z grupa karbonylowa na C4 i od
obecnosci grup funkcyjnych zdolnych do wiazania
jonow metali przejsciowych, takich jak zelazo czy

miedz.

Przytlaczajaca wigkszo$¢ przytoczonych powyzej wynikow dotyczy zwiazkéw pochodzenia
naturalnego, czyli zwiazkow fenolowych. W zwiazku z tym, nawet w oparciu o tak obszerne
dane trudne wydaje si¢ wykorzystanie tych zaleznosci do projektowania nowych pochodnych
flawonoidow z podstawnikami innymi niz hydroksylowe, a nawet z modyfikacjami
polegajacymi tylko na alkilowaniu lub acylowaniu zwiazkéw naturalnych. Tymczasem
wplyw modyfikacji grup fenolowych na aktywnos¢ in vivo to zagadnienie o podstawowym
znaczeniu, gdyz jednym z gltownych probleméw w opracowywaniu farmakologicznie
uzytecznych form flawonoidoéw jest ich niska biodostepnos¢, zwiazana, miedzy innymi, z
bardzo szybkim metabolizmem, polegajacym na tworzeniu glukuroniandéw, siarczandw i
pochodnych metylowych, oraz na utlenianiu do kwasow fenolowych [10 — 14, 50 - 59].
Uwzglednienie tego czynnika w testach prowadzonych in vitro stanowi bardzo powazne
wyzwanie dla farmakologow [60]. Pomimo rosnacej ilosci prac na ten temat, absorpcja i

metabolizm flawonoidow nadal sa stosunkowo stabo poznane, a na dodatek przytlaczajaca
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wigkszo$¢ prac dotyczy kwercetyny, jej glikozydow lub bliskich analogow. W zwiazku z tym
wszelkie rozwazania na temat zwiazkow z podstawnikami innymi niz hydroksylowe,
metoksylowe lub glikozydowe musza si¢ obracac raczej w sferze hipotez niz faktow.
Dla kierunkow dziatania innych niz antyoksydacyjne, zalezno$ci struktura - aktywnos$¢ sa
poznane w mniejszym stopniu. Na dodatek, jak pokazano w cytowane] wyzej literaturze,
wiele z tych pochodnych oddzialywuje z bardzo ré6znymi receptorami. Przy projektowaniu
nowych lekow jest to powazna trudnos¢, gdyz w zwiazku z powyzszym mozna oczekiwac
wielu niepozadanych efektow ubocznych. Ten brak selektywnosci w oddzialywaniu z
bioczasteczkami znajduje tez swoje odbicie w trudno$ciach napotykanych przy testowaniu
flawonoidow in vitro metodami biochemicznymi, gdyz flawonoidy, tak jak i1 inne polifenole
naleza do zwiazkéw, ktére bardzo czgsto daja w tych testach pozorne wyniki pozytywne,
bedace wynikiem nieselektywnych oddziatywan fizykochemicznych [61].
Wobec niejednoznacznos$ci przedstawionych w tabeli 4 wynikow przyjelismy, ze
podobienstwo projektowanych przez nas czasteczek do zwiazkoéw pochodzenia naturalnego
nie begdzie mialo zasadniczego znaczenia. Z punktu widzenia wtasno$ci chemoprewencyjnych
istotne beda natomiast dwie cechy:
e latwo$¢ przechwytywania rodnika, a t¢ powinna zapewni¢ juz sama obecno$¢ grup
fenolowych [62, 63]
e oraz mozliwo$¢ stabilizacji utworzonego anionorodnika i jego przej$cia w czasteczke

obojgtna, co powinno zaleze¢ w duzym stopniu od ilo$ci i potozenia grup fenolowych

[62 - 67].
Po analizie odpowiedniej literatury [64 - 67] doszliSmy do wniosku, ze wprowadzenie do
czasteczki uktadu p-hydrochinonu powinno da¢ czasteczki o pozadanych wlasnosciach.
Naturalne flawonoidy bardzo rzadko zawieraja uktad p-hydrochinonu [68]. Do takich
wyjatkow naleza 5,8-dihydroksyflawon (primetina) [69 — 70] oraz wyizolowany niedawno ze
szpinaku 4’,5,8-trihydroksyflawanon [71]. Ostatnio ukazalo si¢ réwniez kilka prac
poswigconych aktywnosci biologicznej syntetycznych pochodnych 2°,5’-dihydroksychalkonu
[72 — 74].
Potaczenie uzasadnionej wyzej decyzji o wyborze uktadu p-hydrochinonu z wymaganiem
zleceniodawcy, aby syntezowane zwiazki byly pochodnymi tioflawonoidéw doprowadzito do
sformutowania programu, wyniki ktorego przedstawiono w rozdziatach 4.1.14.4..
O zainteresowaniu pochodnymi tioauronu (rozdziat 4.2.) zadecydowato przypadkowe
otrzymanie tych zwiazkow. Majac juz je w reku, stwierdziliSmy, Ze interesujace moze by¢

poréwnanie ich aktywnosci biologicznej =z aktywnos$cia otrzymanych wczesniej
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tioflawanondéw 1 tioflawonow, a wigc poroOwnanie aktywnosci réznych ukladow
flawonoidowych, zawierajacych wspolny uktad Ph-C-C-C-Ph, w ktorym oba pierscienie
fenylowe sa podstawione tymi samymi atomami w takich samych pozycjach. Zatozylismy, ze
w tak bliskich analogach strukturalnych moze istnie¢ taka sama grupa farmakoforowa lecz
wbudowana w czasteczki rézniace si¢ nieznacznie wielkoScia, stopniem usztywnienia
czasteczki, lipofilowoscia, rozpuszczalno$cia 1 innymi cechami wptywajacymi z jednej strony
na powinowactwo do receptora a z drugiej na wlasnosci farmakokinetyczne otrzymywanych
pochodnych, oraz ze dla tak skonstruowanego zbioru czasteczek uda si¢ uzyskac uzyteczne
korelacje struktura — aktywnos$¢. Ta sama koncepcja doprowadzila do syntezy pochodnych

chalkonu (rozdziat 4.3.).
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4. WYNIKI WLASNE

4.1. Synteza pochodnych tioflawanonu, tioflawonu i ich ditlenkow [75, 76]
Rozwazania przedstawione w czgsci 3.5., wsparte serig prob pilotowych, doprowadzity do

opracowania koncepcji syntezy przedstawionej na schemacie 1.

Schemat 1
OR,; 7 JoR, OR, 7 55ORs
N N
SS -~ =oR, SyTYoR, =
\ —
OR, O OR, O
8 9
OR; 7 SORa OR; 7 Jor
SH =X SR =X
T = TR
OR; O OR, O
10 1
OR, o
SRs C
<:['(CH3 @(CHs
OR, O O O

Potencjalnie, przedstawiona strategia dawata mozliwo$¢ otrzymania do badan biologicznych
serii pochodnych chalkonu (10, 11), flawanonu (9) i flawonu (8), przy czym dla kazdej z tych
grup istniata duza mozliwo§¢ modyfikacji grup R; - R4 na atomach tlenu. Role gléwnego
"stabilizatora" anionorodnikéw mial petni¢ uktad p-chinoidowy umieszczony w pierscieniu
A, przy czym jedna z jego grup hydroksylowych byla w pozycji 5 pierscienia flawonowego
(odpowiadajacej pozycji 2’ chalkonow 10 i 11), co jest uznawane na podstawie wynikow
eksperymentalnych za istotne dla aktywnosci antyoksydacyjnej flawonoidow.

Sposob realizacji przedstawionej koncepcji jest pokazany na schematach 2 - 7 1 w tabelach 5 -
7, ponizej.

Pierwszym etapem syntezy byla reakcja acetylochinonu (12) z p-metoksybenzylotiolem, w
wyniku ktorej otrzymano hydrochinon 13 (schemat 2). Dalsze etapy syntezy wymagaly
ochrony grup fenolowych i z tego powodu zwiazek 13 przeprowadzono w eter metylowy 14 i
benzylowy 15, uzyskujac substraty dajace odmienne mozliwosci deprotekcji grup

fenolowych.
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Schemat 2

O OH OR,
CH30OCgH,CH,SH SCH,CgH,OCH; a SCH,CgH,OCH;
cocH, ~ CAHOH te. COCH, COCH,
9 OH OR;
12 13; wyd. 90 %) 14 (R; = Ry = CHg; wyd. 90 %)

15 (R; = R, = CH,Ph; wyd. 66 %)

a: Me,S0O, / K,CO5 dla 14; PhCH,Br / K,CO3 dla 15

Pochodne acetofenonu 14 i 15 przeprowadzono w pochodne chalkonu 16 — 21, kondensujac je

w warunkach katalizy migdzyfazowej z pochodnymi benzaldehydu (schemat 3, tabela 5).

Schemat 3
CH,CgH,OCH
OR, cHO or, [ 7
SCH,CeH,OCHs X 5096 KOH s )
+ \ 2 OR3 — \ \ |7 ORs
COCH,4 /\OR4 CH,Cly t.p. OR,
OR; OR; O
14 (R, =R, = CHs 16-21
15 (R, =R, = CHyPh
Tabela 5

Chalkony otrzymane w wyniku reakcji przedstawionej na schemacie 3

Zwiazek nr OR, OR, OR; OR, Wyd. %
16 2'-OBn 5-OBn 3-OBn 4-OBn 90
17 2'-OBn 5'-OBn 2-OBn 4-OBn 51
18 2'-OBn 5'-OBn 2-OBn 3-OBn 86
19 2'-OBn 5'-OBn 3-OMe 4-OMe 73
20 2'-OMe 5-OMe 3-OBn 4-OBn 45
21 2'-OMe 5-OMe 3-OMe 4-OMe 66

Proby cyklizacji otrzymanych chalkonéow w kwasie mrowkowym, wg procedury Taylora —
Deana [77], prowadzily nieodmiennie do skomplikowanych mieszanin produktow,
powstajacych na skutek czgsciowej deprotekcji grup fenolowych i niepozadanej cyklizacji do
flawanonow poprzez atom tlenu w pozycji 2' chalkonu. W tej sytuacji zdecydowano si¢ na
opracowanie catkowicie nowej metody deprotekcji tioeterow p-metoksybenzylowych z

wykorzystaniem duzego powinowactwa siarki do jondw srebrowych (schemat 4).
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Schemat 4

CH2C5H4OCH3
CHSO
O Y e e
OCH, EtOH / wrzenie
CHO O cHoO O X AGNOL
OCH;
O S e
OCH;,
CHO O CH20C2H5
e CHs0
S.
2 _CaeHsaN(CH3)sBr ‘ O OCHs TsOH O O OcHs
AcOEt / H,O CH,Cl, OCH,
CH30 o CH30 (0]

26

Ogrzewanie tioeterow p-metoksybenzylowych (n.p. 21) z etanolowym roztworem azotanu
srebra prowadzito do powstania kompleksu 22 zawierajacego dwa atomy srebra oraz jon
azotanowy, oraz eteru 24. Powstawanie eteru 24 dowodzi, ze odszczepiajacy si¢ karbokation
ulegat neutralizacji reagujac z etanolem. Z produktéw ubocznych reakcji wyizolowano
niewielkie ilosci tioflawonu 23. Préba usunigcia srebra z kompleksu 22 za pomoca bromku
cetylotrimetyloamoniowego prowadzila do powstania zwiazku 25, ktéry wciaz zawierat jeden
atom srebra. Zwiazek 25 ulegal rozbiciu pod wpltywem kwasu p-toluenosulfonowego, a
powstajaca pochodna chalkonu ulegata w tych warunkach cyklizacji do tioflawanonu 26.
Otrzymane za pomoca opisanej reakcji pochodne tioflawanonu pokazano w tabeli 6.

O ile mi wiadomo, przedstawiona wyzej metoda jest jedyna pozwalajaca na deprotekcje
tioeterow p-metoksybenzylowych w warunkach nieomal calkowicie obojgtnych (wrzacy
roztwor azotanu srebra w etanolu). Proby jej zastosowania do tioeteréw benzylowych
zawiodly co dowodzi, Ze rozszczepienie wigzania eterowego jest mozliwe tylko dzigki
dodatkowe;j stabilizacji powstajacego karbokationu benzylowego przez grupg p-metoksylowa.
Deprotekcja grup fenolowych prowadzona za pomoca kompleksu trifluorek boru — siarczek
dimetylowy lub chlorek glinu — dimetyloanilina data zwiazki docelowe z wolnymi grupami

hydroksylowymi (tabela 6).
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Tabela 6
Tioflawanony otrzymane w wyniku reakcji przedstawionej na schemacie 4 (zwiazki 26 — 31)

oraz w wyniku deprotekcji grup hydroksylowych (zwiazki 32 — 35)

Zwiazek nr OR, OR, OR; OR, Wyd. %
26 5-OMe 8-OMe 3'-OMe 4'-OMe 50

27 5-OBn 8-OBn 3'-OBn 4'-OBn 61

28 5-OBn 8-OBn 2'-OBn 4'-OBn 41

29 5-OBn 8-OBn 2'-OBn 3'-OBn 26

30 5-OBn 8-OBn 3-OMe 4-OMe 30

31 5-OMe 8-OMe 3'-OBn 4'-OBn 33

32 5-OH 8-OH 3'-OH 4-OH 307, 0, 59°
33 5-OH 8-OH 2'-OH 4'-OH 28¢

34 5-OH 8-OH 2'-OH 3-OH 23¢

35 5-OH 8-OMe 3-OH 4'-OH 11¢

* - otrzymany w wyniku deprotekcji zwiazku 27 z uzyciem AlICI; - dimetyloaniliny
®_ otrzymany w wyniku deprotekcji zwiazku 31 z uzyciem AICl; - dimetyloaniliny
¢ - otrzymany w wyniku deprotekcji zwiazku 31 z uzyciem BF; - Me,S

4 otrzymany, odpowiednio, w wyniku deprotekcji zwiazkow 29, 30 i 31 z uzyciem AICI; — dimetyloaniliny.

Wychodzac z opisanych wyzej pochodnych tioflawanonu otrzymano, poprzez odwodornienie

za pomoca DDQ, odpowiednie pochodne tioflawonu (schemat 5, tabela 7).

Schemat 5
R,0 R,0
—}OR —\ OR
S Pt 4 4
\, Vi DDQ S‘ \ 7
OR, toluen (‘)Rs
RO O RO O
27-29 36-38
Tabela 7

Tioflawony otrzymane w wyniku reakcji przedstawionej na schemacie 5 oraz produkty ich

deprotekcji
Zwiazek nr OR, OR, OR; ORy Wyd. %
36 5-OBn 8-OBn 3'-OBn 4'-OBn 55
37 5-OBn 8-OBn 2'-OBn 4'-OBn 62
38 5-OBn 8-OBn 2'-OBn 3'-OBn 64
23 5-OMe 8-OMe 3'-OMe 4'-OMe 18
39 5-OH 8-OH 3'-OH 4'-OH 30
40 5-OH 8-OH 2'-OH 4'-OH 16
41 5-OH 8-OH 2'-OH 3'-OH 19

Ponadto, wybrana pochodna tioflawanonu (27) i pochodna tioflawonu (36) utleniono do

odpowiednich 1,1-ditlenkow 42 i 43, gdyz w oparciu o informacje podane powyzej w czesci
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3.4. mozna bylo oczekiwaé, ze zwiazki te bgda aktywniejsze niz pochodne nieutlenione

(schemat 6).

PhCH,O
O S O OCH,Ph
OCH,Ph
PhCH,O O
27
42
PhCH,O
O 5‘ O OCH,Ph
OCH,Ph
PhCH,O O
36
43

Schemat 6
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Interesujacy produkt uzyskano niespodziewanie podczas proby kondensacji tioflawanonu 27 z

benzaldehydem, gdyz zamiast spodziewanej pochodnej 3-benzylidenowej 46 powstat chalkon

47, bedacy wynikiem otwarcia pierscienia i reakcji powstatego tiolu z chlorkiem metylenu

uzytym jako rozpuszczalnik (schemat 7).

PhCH,O
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Schemat 7
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Otrzymane zwiazki byly przekazane firmie TAIHO Pharmaceutical Co, ktora prowadzita
badania ich aktywnos$ci biologicznej. Niestety, Zleceniodawca nigdy nie udostgpnit nam
uzyskanych wynikéw, wiadomo nam jedynie, Ze przynajmniej czg$¢ z otrzymanych

pochodnych wykazata aktywno$¢ chemoprewencyjna.

4.2. Synteza pochodnych tioauronu [78, 79, 80, 81, 82]
Opisana w punkcie 4.1. metoda syntezy z wykorzystaniem ochrony grupy tiolowej za pomoca
eteru p-metoksybenzylowego zapewniala mozliwos¢ syntezy duzej grupy zadanych
pochodnych, jednakze ze wzgledu na ceng p-metoksybenzylotiolu byla dos¢ droga, a ze
wzgledu na jego zapach uciazliwa. Z powyzszych wzgledow postanowiliSmy opracowac
nowa metode syntezy pochodnych 5,8-dihydroksytioflawanonu, wychodzac z tatwo
dostepnego 4-acetylo-5-metoksybenzoksatiol-2-onu (48).
—
S
CHs
CHO O
48
Ku swemu zaskoczeniu stwierdziliSmy, ze kondensacja zwiazku 48 z aldehydami
aromatycznymi w warunkach reakcji Knoevenagela, wobec octanu piperydyny daje nie

spodziewane tioflawanony a pochodne tioauronu (schemat 8).

Schemat 8
(@]
CNJLO s /IJ
S \\
RO (@]
o DMSO
(@] CHO ®
f { NH, AcO’
~
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CHs | X
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48 R=CH;3 51

49 R = CH,CH,N(CoHg),
50 R = CH,CH=CH,

Najlepsze wydajnosci tioauronéw uzyskano prowadzac reakcje w DMSO wobec octanu

piperydyny, otrzymane zwiazki pokazano w tabeli 8.
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Tabela 8

Tioaurony 51 otrzymane w wyniku reakcji przedstawionej na schemacie 8

Nr zwiazku Substrat ~ Wydajnosé Podstawniki w pier§cieniu A Podstawniki w pier§cieniu B
%
52 48 (62) 4-OCHj3;; 7-OCONC;H o 3'-OCHj;; 4'-OCH;4
53 48 21 4-OCHj;; 7-OCONC;H; 3'-OH; 4'-OH
54 48 8 4-OCHj,, 7-OH 3'-OH; 4'-OH
55 48 29 4-OCHjs; 7-OCONC;Hy 4'-Br
56 48 51 4-OCHj;; 7-OCONC;H -
57 48 19 4-OCHj3;; 7-OCONC;H o pirydynyl-4
58 48 57 4-OCHj;; 7-OCONC;H; 2'-OCHj; 3'-OCHse
59 48 19 4-OCHj;; 7-OCONC;H; 4'-OCH;
60 48 58 4-OCHj; 7-OCONC;H; 4'-OH
61 48 27 4-OCHjs; 7-OCONC;Hy 3'-OH
62 48 48 4-OCHjs; 7-OCONC;Hy 3'-OCHj;; 4'-OH
63 48 36 4-OCHj;; 7-OCONC;H o 4'-Cl
64 48 42 4-OCHj;; 7-OCONC;H; 3'-Cl
65 48 30 4-OCHj;; 7-OCONC;H; 2'-Cl
66 48 52 4-OCHj; 7-OCONC;H; 3'-Br; 4'-OH; 5'-OCH;
67 48 55 4-OCHjs; 7-OCONC;Hy 4'-N(CH3),
68 48 10 4-OCHjs; 7-OCONC;H 4'-NO,
69 48 29 4-OCHj3;; 7-OCONC;H o 3'-Br; 4'-OCH3;; 5'-OCH;
70 49 35 4-OCH,CH,N(C,Hs),; 3'-Cl
7-OCONCsH;
71 50 42 4-OCH,CH=CH,; 3'-Cl
7-OCONCsH;,

Strukture otrzymanych zwiazkow udowodniono na podstawie analiz elementarnych oraz

widm IR, i NMR. Ze wzgledu na nieoczekiwang struktur¢ produktéw, bardzo starannie

przeprowadzono dowod budowy szkieletu weglowego, tak aby jednoznacznie wykluczy¢

alternatywny uklad tioflawonu. I tak, widma NMR gHMBC wykonane dla wybranych

pochodnych, wykazaly sprzezenie dilugiego zasiggu pomigdzy weglami 2' 1 6' a
egzocyklicznym wodorem o, co potwierdzito strukture¢ auronu. Dla alternatywnej struktury

flawonu wystapienie takiego sprzgzenia wydaje si¢ niemozliwe.

Pomiar statej sprzg¢zenia pomigdzy weglem karbonylowym (wegiel 3) a wodorem o wykazat,
ze wynosi ona J = 5 - 6 Hz. Dowodzito to, ze grupa karbonylowa 1 wodér a sa w polozeniu

cis, gdyz dla alternatywnego izomeru trans stala sprz¢zenia powinna wynosic¢ ok. 12 - 15 ppm
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[83, 84]. Fakt, Zze otrzymane tiourony 51 sa izomerami Z jest zgodny z wcze$niejszymi
pracami, w ktorych wykazano, ze izomer ten jest termodynamicznie trwalszy [78, 85 - 88].
Zastosowana przez nas metoda ustalenia izomerii otrzymanych pochodnych wydaje sig¢ by¢
pewniejsza od opracowanej przez O'Sullivana [88] opartej na rdznicy przesuni¢é
chemicznych wodoru a w izomerach Z i E, gdyz ta ostatnia wymaga, zasadniczo, porownania
obydwu izomerow, czy tez od metody opartej na réznicach w widmach UV obydwu
1izomerow [86, 87, 89].

Przedstawiona metoda syntezy tioauronéw (schemat 8) wydaje si¢ mie¢ charakter ogélny i nie
jest w znaczacym stopniu zalezna od podstawnikéw obecnych w aldehydzie. Octan
piperydyny zastosowany jako katalizator i reagent moze by¢ zastapiony przez octany innych
amin, lacznie z octanem amonu, jednakze zastosowanie soli piperydyny dawato dobrze
krystalizujace produkty i z tego wzgledu stosowano ja we wszystkich syntezach. W
wigkszos$ci przypadkéw reakcje prowadzono w atmosferze argonu, jednakze nie mialo to
zasadniczego wplywu na ich przebieg i reakcje prowadzone w normalnej atmosferze dawaty
podobny wynik. Reakcje powinny by¢ prowadzone w warunkach bezwodnych, aby unikna¢
hydrolizy grupy karbamoilowej. Powstajaca w wyniku takiej hydrolizy pochodna 7-hydroksy,
zwlaszcza gdy obecna w wigkszych ilosciach, byta trudna do usunigcia przez krystalizacjg 1
musiata by¢ usuwana przez ekstrakcje zimnym, rozcienczonym roztworem wodorotlenku
sodowego, lub chromatograficznie.

Mechanizm powstawania pochodnych tioauronu w reakcji przedstawionej na schemacie 8 byt
poczatkowo zupetnie niejasny. Wiadomo byto, ze powstawanie tioauronéw z benzoksatiolonu
48 wymaga utlenienia na jednym z etapéw przejsciowych i jako mozliwe utleniacze braliSmy
pod uwage DMSO 1 powietrze. W odpowiednim doswiadczeniu, mieszaning reakcyjna
przemywano wolnym strumieniem argonu, ktéry nast¢pnie przepuszczano przez acetonowy
roztwor jodku metylu. Prowadzito to do powstawania bezbarwnego osadu, ktory na podstawie
widma IR zidentyfikowano, poprzez poréwnanie z wzorcem, jako jodek trimetylosulfoniowy.
Jego wydajno$¢ wynosita 29 % w stosunku do substratu 48 i 48 % w stosunku do
wyizolowanego tioauronu. Dowodzito to, ze DMSO rzeczywiscie gra role utleniacza.
Jednakze, reakcja benzoksatiolonu 48 z 3,4-dimetoksybenzaldehydem w metanolu réwniez
data odpowiedni auron (52), tyle Ze czas reakcji byt dluzszy a wydajno$¢ produktu mniejsza
(10 % w poréwnaniu z ok. 60 % w DMSO). Sugerowato to, ze utlenianie za pomoca DMSO

jest korzystne, lecz nie niezbgdne.
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Schemat 9
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Przypuszczano, ze w pierwszym etapie reakcji tworzy si¢ pochodna benzotiofenu 72, ktora
nastepnie kondensuje z benzaldehydem dajac auron, kondensacje takie sa dobrze znane [78].
Aby to sprawdzi¢, wykonano reakcje benzoksatiolonu 48 z octanem piperydyny w DMSO
bez aldehydu, w wyniku nie otrzymano oczekiwanego produktu lecz disiarczek 73 i spiro
zwiazek 74 (schemat 9). Przedtuzenie czasu reakcji prowadzito wylacznie do spiro zwiazku
74. Zwiazek 74 jest niezmiernie interesujacy tak ze wzgledu na unikalng strukturg jak i
niespodziewane wlasnos$ci chemiczne. W roztworach w DMSO 1 acetonie zwiazek 74 istnieje
jako mieszanina dwoch izomerow, pomigdzy ktorymi stopniowo ustala si¢ rownowaga, co
doskonale wida¢ na widmach 'H NMR. W roztworach chloroformowych zwiazek 74
przechodzit catkowicie w formeg odwodniona 75, przemiang t¢ obserwowano wylacznie na
widmach NMR wykonywanych w roztworze CDCl; a jej przyczyna byty $ladowe ilosci

chlorowodoru, praktycznie zawsze obecnego w chloroformie (schemat 10).

Schemat 10
X big
N
O\' ? M OH OCH; Q o CH, OCH,
L, = L
' O
74 I 75 o

Na tej podstawie poczatkowo zakladaliSmy, Zze réwnowaga pomigdzy izomerami ustala sig
poprzez t¢ odwodniona formg z egzocyklicznym wigzaniem podwojnym 75. Jednakze,

inkubacja zwiazku 74 w roztworze acetonowym z dodatkiem cigzkiej wody nie prowadzita do
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czeSciowe] wymiany protondéw grupy metylowej na deuter, mimo ze nastgpowata zmiana
proporcji pomig¢dzy izomerami, co dowodzito, Ze izomeryzacja przebiega na innej drodze.

Nastgpnie rozpatrywaliSmy mozliwo$¢ izomeryzacji poprzez karbanion 76 powstaly w
wyniku ataku nukleofilowego na grup¢ karbonylowa i otworzenie pierscienia (schemat 11).
Hipoteze te rowniez odrzucilismy, gdyz inkubacja zwiazku 74 z woda znaczona izotopem '*O

nie doprowadzita do wzbogacenia zwiazku 74 w ten izotop.

Schemat 11
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W tej sytuacji, najbardziej prawdopodobne jest, ze izomeryzacja zwiazku 74 nastepuje
poprzez karbanion 77, tworzacy si¢ poprzez deprotonowanie grupy hydroksylowej i
otworzenie pier§cienia heterocyklicznego. Mozliwos¢ powstawania karbokationu 77
udowodnili$my alkilujac zwiazek 74 jodkiem metylu wobec weglanu potasowego, w wyniku

czego otrzymalismy mieszaning pochodnych metylowych 78 1 79 (schemat 12).

Schemat 12
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78:79=7:1 (wg NMR)
Tworzenie si¢ disiarczku 73 (schemat 9) sugerowato, ze to on moze by¢ poszukiwanym
produktem przejsciowym, jako ze powstawanie tioauronow z disiarczkow bylo opisane
wcezesniej [90]. Rzeczywiscie, ogrzewanie disiarczku 73 z 3,4-dimetoksybenzaldehydem w

warunkach reakcji prowadzito do powstawania tioauronu 52 (schemat 13).
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Schemat 13
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73
W oparciu o przedstawione dane zaproponowaliSmy przebieg reakcji przedstawiony na

schemacie 14.

Schemat 14
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Brak jest dowodoéw eksperymentalnych aby zaproponowaé przebieg reakcji disiarczku 73 z
benzaldehydem. Na schemacie 15 pokazano dwa hipotetyczne mechanizmy tej reakcji, réznia
si¢ one przede wszystkim ,.chronologia zdarzen”. Mechanizm 1 postuluje tworzenie sig
karboanionu — cyklizacj¢ do benzotiofenonu 72 — powtdrne tworzenie karboanionu —
kondensacj¢ z benzaldehydem, a mechanizm 2 proponuje tworzenie si¢ karboanionu —
kondensacj¢ z benzaldehydem - powtdrne tworzenie karboanionu — cyklizacj¢ do

benzotiofenonu 51.

Schemat 15
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Mechanizm 2
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Podobnie, dla reakcji tworzenia si¢ spiro zwiazku 74 z disiarczku 73 mozna zaproponowac
jedynie hipotetyczny mechanizm. Jedna z jego mozliwych wersji jest przedstawiona na

schemacie 16.

Schemat 16
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Celem nadrz¢dnym przedstawianej pracy byto otrzymanie serii pochodnych tioauronu 51 do
badan biologicznych. Zgodnie z zalozZeniami, pochodne te miaty r6zni¢ si¢ rozbudowanymi

podstawnikami alkilowymi na grupach hydroksylowych. Pierwszym etapem ich syntezy byta

32



przedstawiona na schemacie 17 selektywna deprotekcja grup fenolowych w w zwiazkach 52 -

69 (tabela 8) [80].

Schemat 17
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Selektywna deprotekcja grup hydroksylowych w pozycjach 4 1 7 tioauronéw byta stosunkowo
fatwa z powodu duzej réznicy w reaktywnosci grup ochronnych. Grupa karbamoilowa w
pozycji 7 ulegata hydrolizie pod wplywem wodnego roztworu wodorotlenku sodowego,
jednakze zastosowanie metanolanu sodowego w metanolu dawalo produkt o wyzszej
czystosci 1 w praktyce stosowano ten wlasnie odczynnik. Reakcja przebiegala ilosciowo 1 jej
wydajnosci zalezaly wylacznie od wydajnosci krystalizacji. Rozszczepienie grupy
metoksylowej w pozycji 4 réwniez przebiegalo ilosciowo i1 bylo przeprowadzane za pomoca
kompleksu trifluorku boru z siarczkiem dimetylowym, badz tez z uzyciem chlorku glinowego
wobec jonow jodkowych. Deprotekcje grupy hydroksylowe; w pozycji 4 mozna bylo
przeprowadzi¢ selektywnie wobec innych grup metoksylowych obecnych w czasteczce.
Typowo, reakcja z kompleksem BF; - Me,S w chlorku metylenu w 0 °C prowadzita w ciagu 1
godziny do catkowitej deprotekcji w pozycji 4, bez naruszenia innych grup metoksylowych,
podczas gdy kilkunastogodzinne mieszanie w temperaturze pokojowej prowadzilo do
rozszczepienia wszystkich grup hydroksylowych. Obserwowana selektywno$¢ nie byta
charakterystyczna wylacznie dla badanych tioauronéw. Testy przeprowadzone na pochodnych
benzenu pozwolity nam na przedstawienie ogdlnej metody selektywnej deprotekcji eterow
fenylowo-metylowych i1 fenylowo-allilowych za pomoca kompleksu BF; - Me,S [81].
Deprotekcja za pomoca mieszaniny chlorek glinu - jodek tetrabutyloamoniowy we wrzacym
benzenie nie byta tak specyficzna, chociaz mozna bylo w niej osiagna¢ pewna selektywnos¢.

Relatywna tatwo$¢ rozszczepienia grupy metoksylowej w pozycji 4 jest najprawdopodobniej
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nastgpstwem udzialu w reakcji sasiedniej grupy karbonylowej. Otrzymane produkty
deprotekcji tioauronéw podano w tabelach 9 - 11.

Dla pochodnych tioauronu firma TAIHO udostgpnita nam wyniki badan cytotoksycznosci,
przedstawiono je rowniez w tabelach 9 - 12. W poszczegélnych tabelach, zwiazki sa

uszeregowane wedtug malejacej cytotoksycznosci w stosunku do komorek HeLa.

Tabela 9
Cytotoksycznos$¢ pochodnych 4-hydroksy-7-piperydynokarbonyloksytioauronu (81)

By
N">o 77,
oH ©
81

Nr Podstawniki w pier§cieniu ICso ( M)
zwiaz. B HeLa AZ-521 P815 TF-1 WI-38
84 3'-Br; 4',5'-diOH; 1,1 2,0 0,8 3,8 2,9
85 3'-Br; 4',5'-diOCH3; 2,4 6,0 1,1 4,7 >50
86 3'4'-diOH 2,7 3.9 2,2 6,1 7.8
87 3" 4'-diOCH; 22,1 60,8 >89.7 >89.7 >89.7
Tabela 10
Cytotoksycznos¢ pochodnych 7-hydroksy-4-metoksytioauronu (82)
oH 77
.
cH O ©O
82

Nr Podstawniki w pier§cieniu ICso ( M)
zwiaz. B HeLa AZ-521 P815 TF-1 WI-38
88 3'-Br; 4',5'-diOCH3; 3,9 8,5 3,5 6,0 20,4
54 3'4'-diOH 12,9 13,8 18,8 36,7 26,1
89 3'-Cl 13,6 28,4 31,7 5,7 >100
90 - 93,0 18,5 21,6 7.1 >100
91 3'4'-diOCH; >100 30,9 >100 >100 >100
92 4'-Cl >100 >100 >100 >100 >100
93 3'Br; 4-OH; 5-OCH;  >100 21,5 >100 >100 29,6
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Tabela 11
Cytotoksycznos¢ pochodnych 4,7-dihydroksytioauronu (83)

OH 77
S o \&
OH ©
83

Nr Podstawniki w pier$cieniu ICso (M)
zwiaz. B HeLa AZ-521 P815 TF-1 WI-38
94 - 2,5 7,8 3,8 3,2 14,6
95 4'-Cl 2,8 12,4 4,4 5.9 7,2
96 3'-Cl 2,9 6,1 3,0 2,8 12,8
97 3',4-diOCH3; 5'-Br 6,6 11,5 7,1 6,6 27,8
98 3',4'-diOH 12,0 3,1 46,0 >100 41,7
99 3',4-diOCH3 >100 4,6 >100 >100 >100

Tabela 12

Cytotoksycznos¢ pochodnych 4-metoksy-7-piperydynokarbonyloksytioauronu (51),

wymienionych w tabeli 8

B
N™ >0 7
@ @JQ&
(@]
51

CHZ0

Nr Podstawniki w pier§cieniu ICso ( M)

zwiaz. B HelLa AZ-521 P815 TF-1 WI-38
61 3'-OH 8,9 8,5 6,7 14,0 10,9
53 3'4'-diOH 10,6 4.8 8,9 11,2 11,5
65 2'-Cl 12,0 17,0 23,8 18,8 >100
55 4'-Br 14,0 12,5 4,5 9,1 12,8
69 3'-Br; 4',5'-diOCH3; 15,0 32,1 6,0 16,9 >50
63 4'-Cl 15,1 21,3 27,3 17,4 >100
58 2'.3'-diOCH; 18,3 6,7 33 7,1 10,1
64 3'-Cl 20,3 30,4 >100 >30 >100
60 4'-OH 31,2 31,2 77,7 >100 57,2
56 - 443 77,4 >100 >100 >100
57 pyridinyl-4 ring 44,8 33,0 60,2 69,6 >100
59 4'- OCH; 81,4 51,2 >100 >100 99,5
52 3'4'-diOCH; >100 >100 >100 >100 >100
62 3'-OCH;; 4'-OH >100 44,4 >100 >100 >100
66 3'-Br; 4'-OH; 5'-OCH; >100 12,6 14,7 51,5 18,2
67 4'-N(CH;), >100 36,3 >100 >100 >100
68 4'-NO, >100 >100 >100 >100 >100
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Jak wida¢, czg$¢ otrzymanych zwiazkow wykazuje znaczace dzialanie cytotoksyczne, przy
czym niektore z nich, np. 65, 85, 89 sa cytotoksyczne w stosunku do linii nowotworowych, a
nie dziataja na lini¢ WI-38, odpowiadajaca normalnym fibroblastom ptuc.

Dla zwiazkow o wzorze ogdélnym 51, granica pomigdzy pochodnymi aktywnymi i
nieaktywnymi przebiega w poblizu niepodstawionego zwiazku 56 (tabela 12). Wprowadzenie
do pierscienia B atomu chlorowca zwigksza aktywnos$¢, przy czym najwigkszy efekt wystapit
dla pochodnej podstawionej w pozycji orto (zwiazek 65). Dwa najbardziej aktywne zwiazki,
531 61, sa podstawione grupami hydroksylowymi. Metylowanie tych grup (zwiazek 61 versus
52 i 14 versus 59) prowadzi do zwiazkdéw nieaktywnych, jednakze wprowadzenie do zwiazku
52 atomu bromu daje znowu aktywny zwiazek 69. Mono demetylacja zwiazku 69 (zwiazek
66) prowadzi do pochodnej o podobnym poziomie aktywnosci lecz o odmiennej
selektywnos$ci w stosunku do réznych linii komérkowych.

Powyzsze zalezno$ci struktura — aktywno$¢ nie maja zastosowania dla pochodnych
dihydroksylowych 83 (tabela 11). Dla tych pochodnych najaktywniejszy byt zwiazek 94,
niepodstawiony w pierscieniu B, pochodne chlorowe 95 i 96 nadal zachowywaly aktywnos¢
lecz pochodna dihydroksylowa 98 byta nieaktywna w wigkszosci testow.

Wspomniany wyzej wptyw metylowania grup fenolowych w zwiazkach o wzorze ogélnym
51 na aktywno$¢ jest interesujacy 1 widoczny rowniez dla pochodnych 4-hydroksy 81.
Pochodna dihydroksy 84 (tabela 9) wykazuje silne dziatanie cytotoksyczne zarowno w
stosunku do komorek nowotworowych jak i normalnych. Odpowiednia pochodna dimetoksy
85 wykazuje nieznacznie zmniejszona aktywno$¢ w stosunku do linii nowotworowych lecz
jest nieaktywna w stosunku do komérek normalnych. Debrominacja zwiazku 84 (zwiazek 86)
jedynie nieznacznie zmniejsza aktywnos$¢, podczas gdy debrominacja zwiazku 85 (zwiazek
87) prowadzi do catkowitej utraty aktywnosci, co wskazuje na istotna rolg¢ atomu bromu. Co
ciekawe, wigkszo$¢ zwiazkoéw selektywnie nieaktywnych w stosunku do normalnych
komorek WI-38 byta podstawiona chlorem lub bromem.

Podsumowujac, wydaje sig, ze pochodne 4,7-dihydroksytioauronu stanowia grupg zwiazkow
o obiecujacym dzialaniu cytotoksycznym, jednakze znalezienie optymalnych pochodnych
wymaga jeszcze znacznego naktadu pracy. W ramach kontraktu z firma TAIHO
otrzymalisSmy szereg innych pochodnych 4,7-dihydroksytioauronu, w tym pochodne 3,3-
ditlenkowe, jednakze ta czg$¢ pracy jest nadal objeta klauzula poufnosci i nie moze by¢

przedmiotem tego opracowania.
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4.3. Synteza pochodnych chalkonu zawierajacych pierscien benzoksatiolonu [91, 92, 93]
Powyzej opisatem syntezy pochodnych tioflawanonu (zwiazki 26- 35), tioflawonu (zwiazki

36 - 41) i tioauronu (zwiazki 52 — 71; 84 - 99), o wzorach og6lnych odpowiednio 100, 101 i

102.
OR 7 /‘ OR 7 /‘ OR //‘ R
N S‘ N PN 5 PN \
)S o
(o] 1 (@]
102 103

OR; O OR; Or, O
100 101

Te trzy typy zwiazkow wykazuja daleko posunigte podobienstwo strukturalne, gdyz
wszystkie zawieraja w swojej strukturze dwa, podobnie podstawione pierscienie fenylowe
potaczone trzema atomami wegla. Interesujace wydawalo sig otrzymanie jeszcze ich analogu
103, opartego na strukturze chalkonu i poréwnanie aktywnosci biologicznej otrzymanych
pochodnych. Wydawalo sig, ze majac opanowane metody syntezy zwiazkow 100 — 103
mozna bgdzie planowac¢ syntezy serii zwiazkdw o bardzo podobnej budowie farmakoforu a
wigc zdolnych do oddziatywania z tym samym receptorem, lecz rdzniacych si¢ nieznacznie
wielkoscia, stopniem usztywnienia czasteczki, lipofilowo$cia, rozpuszczalnoscia 1 innymi
cechami wptywajacymi z jednej strony na powinowactwo do receptora a z drugiej na
wlasno$ci farmakokinetyczne otrzymywanych pochodnych. Innymi stowy, opracowanie
wspomnianych metod syntezy stwarzalo mozliwo$¢ racjonalnego wykorzystania wszystkich
sugestii wynikajacych z zaleznos$ci struktura — aktywnos$¢.

Opisane w punkcie 4.2. reakcje benzoksatiolonu 48 z aldehydami przebiegaly z otwarciem
pierScienia heterocyklicznego. Synteza pochodnych chalkonu 103 wymagata znalezienia
takich warunkow kondensacji zwiazku 48 z aldehydami aby pierscien heterocykliczny
pozostawal nienaruszony. Najpopularniejsza metoda syntezy chalkonow jest katalizowana
zasadami kondensacja Claisena-Schmidta odpowiednich pochodnych acetofenonu z
benzaldehydami [94, 95]. Jednakze wrazliwos¢ pierscienia benzoksatiolonu na czynniki
nukleofilowe sugerowala, ze do otrzymania zwiazkéw 103 wiasciwsze bedzie zastosowanie
katalizy kwasowej. Reakcje takie, aczkolwiek duzo rzadziej stosowane, sa znane [94 - 98].
Zadawalajace wyniki otrzymali§my prowadzac reakcje w kwasie octowym z katalitycznymi

ilosciami kwasu siarkowego (schemat 18).
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Schemat 18

OCH, CHO OCH; /\
o}// COCH3 o H,S0, o]

Otrzymane zwiazki (104 — 114) oraz ich aktywnos$¢ biologiczna pokazano w tabeli 13.
Zwiazki byly testowane na ich aktywno$¢ cytostatyczng w stosunku do linii komoérkowej
HeLa, aktywno$¢ bakteriostatyczna w stosunku do Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium, Escherichia.coli, Proteus vulgaris, przeciwgrzybowa w
stosunku do Candida albicans oraz przeciwgruzlicza w stosunku do szczepow
Mycobacterium tuberculosis H37Rv and Mycobacterium kansasii.

Zwiazki 104, 110 i 113 wykazaty staba aktywno$¢ w stosunku do komoérek HeLa, przy czym
zwiazek 104 cechowala najwigksza selektywnos$¢, gdyz byl nieaktywny w pozostatych
testach. Wigkszo$¢ otrzymanych zwiazkéw byta nieaktywna w stosunku do bakterii 1
grzybow, jedynie zwiazki 110 1 113 wykazaly staba aktywnos$¢ w stosunku do Micrococcus
luteus 1 Staphylococcus aureus. Jeden zwiazek, chloropochodna 111, wykazat staba
aktywno$¢ w stosunku do szczepu Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Niezaleznie od przedstawionego wyzej uzasadnienia syntezy zwiazkéw 103, interesujace byto
w jakim stopniu potozenie pierscienia oksatiolonu wptywa na aktywnos$c¢ tych zwiazkow. Aby

odpowiedzie¢ na to pytanie otrzymaliSmy seri¢ ich izomerdw o wzorach ogélnych 1151 116

[92].
X X
S OCH;z //‘ o OCHjs //‘
o= N o=<( PN
O S
o (]
116

115

Ich syntezg¢ pokazano na schematach 19 — 22.

Schemat 19
o OH OCOCH;
H,NCSNH, /@/ O(COCHy),
- D S
e =
o o o
117 118
A OH s OH
3
—_— CH, o:<o CHs
o
/ys e} o
o 119 120
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Schemat 20

CHO
A

X
s OH s OCH; CX s oCH; (#7
CHgl = |
o< D[ Lhl o< ﬁ 2 o= N
o COCHs o COCH, H o
120 121

115

Schemat 21
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Schemat 22

CHO

N X
o OH o o OCHjs \ /—x o OCHg //‘
o= ol o ﬁ 2L o P
S COCH3 S COCH;, H S
124 126

116

Przegrupowanie Friesa [99] acetoksy pochodnej 118 (schemat 19) dato izomeryczne
pochodne acetofenonu 119 i 120 w stosunku okoto 1 : 3, dzigki czemu obydwa zwiazki
mozna bylo otrzyma¢ w tej reakcji w iloSciach syntetycznie uzytecznych. Pochodna 119
wykorzystano jako alternatywny substrat do otrzymywania metoksy pochodnej 48, a zwiazek
120 w syntezie pokazanej na schemacie 20. Analogiczne przegrupowanie acetoksy pochodnej
123 réwniez dato dwa produkty (124 i1 125) (schemat 21) ale w stosunku okoto 10 :1, 1 z tego
wzgledu w dalszych syntezach wykorzystano wylacznie gldowny produkt 124.

Pochodne chalkonu otrzymane w wyniku reakcji pokazanych na schematach 20 i 22 oraz ich
aktywno$¢ biologiczna przedstawia tabela 14.

Wszystkie zwiazki przedstawione w tabeli 14, dla ktérych aktywnos$¢ cytotoksyczna mogta
by¢ okreslona, wykazaty staba (5 — 12 uM) aktywno$é w stosunku do komérek HeLa. Zaden
ze zwiazkow o wzorze 115 nie wykazywat aktywnosci w stosunku do badanych
mikroorganizmow i pod tym wzgledem przypominaty one zwiazki 103. Aktywno$¢ izomerow
o wzorze 116 silnie zalezala od podstawnika i tak niepodstawiona pochodna (133) byla
aktywna we wszystkich testach, podczas gdy chloropochodne 135 1 136 wykazaty aktywnos$¢

tylko w stosunku do szczepow Micrococcus luteus i Staphylococcus aureus, oraz aktywnos¢
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przeciwgrzybowa. Dimetyloamino pochodna 138 byta aktywna tylko w stosunku do

Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

Tabela 14

Otrzymane zwiazki o wzorach ogolnych 115 1 116, oraz ich aktywnos$¢ biologiczna

Nr Wzor ogolny / Akt. Aktywno$¢ bakteriostatyczna Akt. Aktywno$¢
. przeci ICs0 (ng/ml) cytosta przeciwgruzlicza
Podstawnik w tyczna MIC (pg/ml)
grzybo ICs
wa (uM),
ICso [(ng/m
(ug/ml) 1
C.albic  M.lute Staure Saltyp E.coli  Pr. Hela H;;Rv M.
ans us us h. vulgari kansas
s i
127 115/H >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 7.4 100 >100
[2.3]
128 115/4’-Br >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 11.2 >100 >100
[4.4]
129 115/3’-Cl >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 4.9 >100 >100
[1.7]
130 115/2°-Cl >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 8.8 >100 >100
[3.0]
131 115/4’-OCH; >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 10.2 >100 >100
[3.5]
132 115/3°4’- >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 -* >100 >100
diOCH;
133 116/H 250 62,5 31,3 125,0  125,0 125,0 8.6 50 100
[2.7]
134 116/4’-Br >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 11,4 >100 >100
[4.5]
135 116/3’-Cl 125 15,6 15,6 >1000 >1000 >1000 9.8 100 >100
[3.4]
136 116/2’-Cl 125 31,25 15,62  >1000 >1000 >1000 -* 50 100
137 116/ 4°-OCH; >1000 62,5 62,5 >1000 >1000 >1000 -* 50 >100
138 116/4’-N(CH;), >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000 -* <25 100

* warto$¢ nie mogta by¢ okreslona, gdyz zwiazek wytracat si¢ w trakcie inkubacji.

Jak wida¢ z danych w tabeli 13, zastapienie grupy 4’-OCH; grupa 4’-OCH,CH,N(CHj3),
(zwiazek 113) lub grupa 4’-OCH,CH,NC4H3O (morfolinoetoksy) (zwiazek 114), znacznie
zwigkszyto aktywno$¢ przeciwbakteryjna i przeciwgrzybowa. Obserwacja ta sklonita nas do
otrzymania serii zwiazkow, w ktorych grupa metoksylowa w pierScieniu A (zwiazki o
wzorach ogolnych 103, 115 i 116) byla zastapiona grupa dietyloaminoetoksylowa (zwiazki
139A, 140A i 141A), grupa morfolinoetoksylowa (zwiazki 139B ) lub grupa allilowa (zwiazki

140C i 141C) (rysunek 3). Réwnie wazkim argumentem za wprowadzeniem podstawnika z
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grupa aminowa byto to, ze zwiazki te mozna bylo przeprowadza¢ w rozpuszczalne w wodzie

sole.

Rysunek 3
X X X
OR =/ ‘ S OR =7 ‘ o OR = ‘
A O:< X O% A
. o)
/>/s o) o] o
O 103 R=CH, 115: R=CH;, 116: R=CH;,
139A: R = (CH,),N(C,Hs), 140A: R = (CHp),N(CoHs), 141A: R = (CH2)-N(CoHs),
139B: R = (CH2),NC, HgO 140C: R = CH,CH=CH, 141C: R = CH,CH=CH,

Najwigksza trudno$¢ przy realizacji tego zamierzenia stanowilo otrzymanie pochodnych
benzoksatiolonu zawierajacych odpowiedni tancuch aminolkoksylowy, gdyz okazato sig, ze
w warunkach syntezy pierscien oksatiolonu jest wyjatkowo nietrwaty.

Aminopochodne 142 i 143 otrzymano poprzez kondensacje zwiazku 119 z odpowiednimi
chlorowodorkami chloroalkiloaminy w DMF, wobec weglanu potasowego, w temperaturze

pokojowej (schemat 23).

Schemat 23
OH OCH,CH,NR,
Qi CICH,CH,NR, x HCI Qi
_CICH,CHoNR, x HO
o}// ) COCH; KaCOs DV, 1 o}// ) COCH;
(@] (@)

119
142 NR; = N(CzHs),

143NR, = N o)
/

Dla izomerycznego acetofenonu 124, analogicznie prowadzona reakcja z chlorowodorkiem
chlorku 2-(dietyloamino)etylu (stosunek 124 : chlorowodorek aminy : weglan potasowy =1 :
1.5 : 6) data ztozona mieszaning produktéw, z ktorej nie udato si¢ wyizolowacé zadanego
produktu  144. Jednakze zmniejszenie ilosci weglanu potasowego (stosunek 124

chlorowodorek aminy : weglan potasowy = 1 : 1.5 : 1.5) i podniesienie temperatury do 50 °C

pozwolito na otrzymanie oczekiwanego produktu 144 z wydajnoscia 40 % (schemat 24).

Schemat 24

CICH,CH,;N(CoHs), x HC

o OH K,COj; (Cs,COs), DMF, 50 °C o OCH,CH,N(CoHs),
O%S lub o= JC[
COCH; S COCH;z
124 CICH,CHN(CoHg), 144
NaH, THF, wrzeni
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Wydaje sig, ze w tym drugim przypadku, po zakonczeniu reakcji mieszanina zawierata
zasadniczo tylko kwasny weglan potasowy, ktory buforowat roztwor tak, ze nie byt on
wystarczajaco nukloeofilowy aby otworzy¢ pierscien oksatiolonu. Zastapienie weglanu
potasowego weglanem cezowym (stosunek 124 : chlorowodorek aminy : weglan potasowy =
1 :1.5:2) dato podobny wynik (wydajnos¢ 30 %). Najlepsza wydajnos¢ (67 %) zwiazku 144
otrzymano w reakcji hydroksypochodnej 124 z wolng aming w THF wobec wodorku
sodowego (schemat 24).

Schemat 25

Cs,CO3, DMF, 50°C

s OH CICH,CH,N(C,Hg), X HCI s OCH,CHN(C,He),
NaH, THF, wrzenie

Reakcja hydroksyacetofenonu 120 z chlorowodorkiem chlorku 2-(dietyloamino)etylu byta
bardzo brudna niezaleznie od ilo$ci weglanu potasowego, jednakze uzycie weglanu cezowego
dato zadany produkt 145 (schemat 25). Podobnie jak dla wcze$niej opisanego izomeru 124,
najlepsza wydajno$¢ (70%) zwiazku 145 otrzymano w reakcji wobec wodorku sodowego
(schemat 25).

Reakcja hydroksyacetofenonu 120 z bromkiem allilu w DMF wobec wegglanu potasowego, w
temperaturze pokojowej dala mieszaning dwoch produktéw w stosunku okoto 1 : 1, zostaly

one zidentyfikowane jako spodziewany produkt allilowania 146 i dimer 147 (schemat 26).

Schemat 26

CHZ:CHCHZSD[OCHzCHin
s OH a S OCH,CH=CH, _ O COCH,
— o% + o=C
o= o COCH
o COCH 3
O COCH, 146 3
120 CH,=CHCH,S OCH,CH=CH,

a: BrCH,CH=CH, K,CO3 DMF, rt 147

Wynik ten potwierdzil nietrwato$¢ pier§cienia oksatiolonu w warunkach reakcji alkilowania.
Obnizenie temperatury tej reakcji do 0 °C pozwolito na calkowite wyeliminowanie tworzenia
zwiazku 147. Reakcja zwiazku 120 z bromkiem allilu we wrzacym THF wobec wodorku
sodowego byta bardzo wolna. W porownaniu ze stosunkowo szybka reakcje z chlorkiem
dimetyloaminoetylowym (schemat 25) bylo to zaskakujace. Te¢ nieoczekiwana rdznice
szybkosci reakcji mozna wyja$ni¢ zakladajac, Ze ta ostatnia biegnie poprzez jon

azyrydyniowy 148.
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CoHs. + CoHs
[\
148

Reakcja acetofenonu 124 z bromkiem allilu w DMF, wobec weglanu potasowego, w

temperaturze pokojowej data spodziewany produkt 149 (schemat 27).

Schemat 27
OCH,CH=CH.
R
s cocH. KeCOs DMF, 1t S COCH
I3 ! 3
124 149

Poréwnanie powyzszych wynikow sugeruje, ze podatnos¢ ukladow benzoksatiolonu na
otwarcie pierscienia pod wplywem czynnikéw nukleofilowych maleje w szeregu: 120 > 124
>119.

Otrzymane pochodne acetofenonu kondensowano z odpowiednimi benzaldehydami w kwasie
octowym wobec kwasu siarkowego jako katalizatora (schemat 28).

Schemat 28

Q
AcOH T\ﬁ\ = OR //X
" kat H,S0, s e
(0]
150 - 176

[los¢ kwasu siarkowego miala zasadnicze znaczenie. W reakcjach pochodnych allilowych
nalezato uzywac jedynie sladow tego katalizatora, gdyz w przeciwnym przypadku pojawialy
si¢ produkty rozerwania eteru allilowego 1 cyklizacji powstajacych 2’-hydroksychalkonow,

n.p. 177, do pochodnych flawanonéw 178 (schemat 29).

Schemat 29
o o 7
Q Q |
j’ - OCH;CH=CH, D\ OH D\ O X
S LA /x| N~
\_7 \_7
o ° o
177 178

Dla pochodnych z grupa aminowa w fancuchu bocznym, ilos¢ kwasu siarkowego musiata by¢
znaczaco wigksza, gdyz w przeciwnym przypadku byt on nieomal catkowicie zwigzany w
postaci siarczanu i reakcje byly bardzo wolne. Otrzymane zwiazki 150 — 176 pokazano w
tabeli 15.

Opisana wyzej wrazliwos¢ pierScienia oksatiolonu na czynniki nukleofilowe zostata
potwierdzona obserwowanym rozkladem chalkonéw zawierajacych podstawnik aminowy, w
rozpuszczalnikach protonowych. Dla przyktadu, krystalizacja zwiazku 162 z metanolu

prowadzita do jego czgSciowego rozkladu do disiarczku 179 (schemat 30).
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Wydaje sig, ze zwiazek 179 tworzyt si¢ w wyniku katalizowanego grupa aminowa otwarcia

pierscienia oksatiolonu 1 utlenienia tiolu do disiarczku.

Schemat 30

:<S OCH,CH,N(CHs)2 * S OCH,CH,N(C;Hs)2
o CH;OH O
wrzenie
o al o cl )
162 179

Wyniki badania aktywnos$ci biologicznej pokazane w tabeli 15 pokazuja, ze wprowadzenie w
miejsce grupy metoksylowej podstawnika aminoalkoksylowego czy tez alliloksylowego nie
wptywa w zasadniczy sposdb na aktywnos$¢ otrzymanych zwiazkow. Wszystkie pochodne,
dla ktorych udato si¢ oznaczy¢ aktywnos$¢ cytotoksyczna wykazywaty stabe dziatanie w
granicach 2 — 12 uM, podobnie jak ich odpowiedniki metoksylowe (tabele 13 1 14). Podobnie,
zaden (poza 163) zwiazek o wzorze ogdlnym 140 nie wykazywal dziatania w stosunku do

badanych mikroorganizmow.

4.4. Synteza pochodnych sulfonu fenylowo-winylowego [100, 101]

W czes$ci 3.5. przedstawiono ogolne zalozenia przyjgte przy projektowaniu pierwszej czgsci
kontraktu z firma TAIHO. Realizujac je, przeprowadzono zaprezentowane w czgsci 4.1.
syntezy pochodnych tioflawanonu i tioflawonu, oraz prezentowane ponizej syntezy
pochodnych sulfonu fenylowo-winylowego 180. Tak jak w przypadku tioflawondw, naszym
celem byta synteza zwiazkéw posiadajacych uktad p-chinoidowy w pierscieniu A. Kluczowy

substrat 181 otrzymano w reakcji p-chinonu z kwasem sulfinowym (schemat 31).

Schemat 31
o OH OR
H,0 _RX, aceton_
* [CHSOHI* 5°C wrzenie
SO,CH3 SO,CH3
o} OH OR
181 182 R=CH;,
183 R=CH,Ph
OR CHO RO 7 /ﬂ
N
+ ﬁ\ 50 % NaOH | X
SO,CH; AZ CH,Cl e
OR rRo O O
182 R=CH;, )
183 R=CH,Ph 180 (184 - 196)

* kwas sulfinowy generowano in situ poprzez redukcj¢ chlorku kwasu metanosulfonowego cynkiem
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Dihydroksysulfon 181 alkilowano do pochodnej metylowej 182 i1 benzylowej 183, ktore z
kolei kondensowano w uktadzie difazowym z pochodnymi benzaldehydu do pochodnych
fenylo winylo sulfonu 180 (tabela 16).

Cztery z otrzymanych zwiazkéw poddano deprotekcji do odpowiednich pochodnych
hydroksylowych (tabela 16).

Tabela 16

Otrzymane pochodne sulfonu fenylowo-winylowego 180

5R,
R, //ﬂ4
PN N3
ey
3

2 A

R

' ,0 o
180

Nr zwigzku R R’ R’ R* Wyd. %
184 2-OBn 3-OBn 2'-OBn 5'-OBn 64
185 3-OBn 4-OBn 2'-OBn 5'-OBn 45
186 2-OBn 4-OBn 2'-OBn 5'-OBn 23
187 2-OBn 3-OMe 2'-OBn 5'-OBn 40
188 3-OMe 4-OBn 2'-OBn 5-'OBn 32
189 2-OMe 3-OMe 2'-OBn 5'-OBn 77
190 2-OMe 4-OMe 2'-OBn 5'-OBn 22
191 3-OMe 4-OMe 2'-OBn 5'-OBn 51
192 2-OMe 3-OMe 2'-OMe 5-'OMe 49
193 3-OMe 4-OMe 2'-OMe 5'-OMe 15
194 4-OBn - 2'-OBn 5'-OBn 30
195 3-OBn 4-OBn 2'-OMe 5'-OMe 18
196 2-OBn 3-OBn 2'-OMe 5'-OMe 22
197 2-OH 3-OH 2'-OH 5'-OH 517 60°
198 3-OH 4-OH 2'-OH 5-'OH 41°

* otrzymane z 184 dziataniem AICI; - dimetyloanilina
b otrzymane z 189 lub 196 dziataniem BF; - Me,S

“otrzymane z 185 dziataniem AICl; — dimetyloanilina
Uwodornienie otrzymanych zwiazkow (Pd/C, octan etylu, temp. pok.) prowadzito do redukcji

wiazania podwdjnego oraz usunigcia grup benzylowych, powstate w jego wyniku zwiazki

podano w tabeli 17.
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Tabela 17
Zwiazki o wzorze 199 otrzymane w wyniku uwodornienia pochodnych sulfonu fenylowo-

fenylowinylowego (180)

@Pg

6' O O
Nr zwiazku R’ R? R’ R’ Wyd. %
200 2-OH 3-OH 2'-OH 5'-OH 48
201 3-OH 4-OH 2'-OH 5'-OH 94
202 2-OH 4-OH 2'-OH 5'-OH 83
203 2-OH 3-OMe 2-OH 5-OH 63
204 2-OMe 3-OMe 2'-OH 5-OH 77
205 3-OMe 4-OMe 2'-OH 5-OH 90

Ogrzewanie pochodnej dibenzylowej 191 z kwasem trifluorooctowym w chloroformie dato w

wyniku pochodna 2-fenylo-1,4-benzoksatianu 206 (schemat 32).

Schemat 32
PhCH,O OcHs O
57— g
S 5 o o)

d o
PhCH,0
191

Pochodne tego typu moga by¢ uwazane za sulfonowe bioizostery flawanonéw i z tego punktu
widzenia, reakcja przedstawiona na schemacie 32 jest wazna, gdyz w literaturze opisano

stosunkowo niewiele syntez uktadu 4,4-ditlenku 1,4-benzoksatianu [102 - 107].

4.5. Nowa generacja pochodnych chalkonu [108]

W czgsci 4.3. przedstawiono opublikowane wyniki badan nad pochodnymi chalkonu. Praca ta
byta kontynuowana w ramach grantu ministerialnego [108] i uzyskane tam rezultaty stanowia
cenne uzupelnienie materiatu zaprezentowanego w czgsci 4.3. Jednakze, ze wzgledow
patentowych, wyniki te ciagle stanowia material poufny i nie powinny by¢ ujawniane.
Szukajac sposobu umozliwiajacego pokazanie tej czg$ci pracy, zdecydowatem si¢ na
pominigcie wzorow zwiazkow 1 opisanie w tej rozprawie wyltacznie wynikow biologicznych,
gdyz to gtownie one stanowia o wartosci tej czesci projektu. Przedstawione wyniki zostaly
uzyskane dla zwiazkow otrzymanych przeze mnie lub pod moim kierownictwem a badania

biologiczne przeprowadzono w nast¢pujacych zespotach:
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e Prof. dr hab. inz. Andrzej Sktadanowski, Politechnika Gdanska: badania aktywnosci
cytostatycznej oraz mechanizmu dziatania.

e Dr Joanna Wietrzyk, Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN im. L.
Hirszfelda we Wroctawiu, badania aktywno$ci cytostatycznej

e Prof. dr hab. inz. Stawomir Milewski, Politechnika Gdanska, badania na grzybach i
bakteriach.

e Prof. dr hab. Zofia Zwolska, Instytut Gruzlicy w Warszawie, badania aktywnosci
przeciwgruzliczej.

e  Prof. dr hab. inz. Bogustaw Szewczyk, Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG i

AMG w Gdansku; badania aktywnosci przeciwwirusowe;j.

4.5.1. Badania aktywnosci biologicznej in vitro

Glownym przedmiotem naszego =zainteresowania, tak jak to deklarowano w tytule
omawianego grantu, byla aktywnos$¢ przeciwnowotworowa otrzymywanych zwiazkow oraz
ich wplyw na komorki/organizmy wielolekooporne. Dodatkowo sprawdzano ich aktywnos¢
przeciwbakteryjna, przeciwgrzybicza, przeciwgruzlicza 1 przeciwwirusowa. Uwazam, ze
mozliwie szerokie sprawdzanie aktywnos$ci biologicznej jest celowe z dwoch wzgledow. Po
pierwsze, moze doprowadzi¢ do wykrycia nieoczekiwanego typu aktywno$ci, a wigc
poszerzy¢ potencjalny obszar zastosowan badanych zwiazkéw. Po drugie, wielokierunkowe
badanie aktywnos$ci juz na bardzo wczesnym etapie dostarcza podstawowych informacji o
selektywno$ci dziatania badanych preparatow i ich biodostgpnosci. Dla przyktadu, dla
zwiazku wykazujacego duza, niezréznicowana toksyczno$¢ w stosunku do wszystkich linii
komorkowych 1 mikroorganizméw mozemy si¢ spodziewaé nieakceptowalnie wysokiej

toksyczno$ci ostrej, ale z drugiej strony mamy informacj¢ o jego nieztej biodostgpnosci.

4.5.1.1. Aktywnosci cytotoksyczna

Wigkszos¢ badanych zwiazkéw wykazywata aktywnos$¢ cytotoksyczna (tabela 18). Uwage
zwraca wyjatkowo duza (ICsp = 0.04 uM) i selektywna aktywnos$¢ cytotoksyczna zwiazku
AMG-175 w stosunku do komorek HelLa. Znaczna selektywno$¢ dziatania cytotoksycznego
wykazuja rowniez inne pochodne (tabela 18). Réwnie interesujaca byta aktywno$¢ badanych
pochodnych w stosunku do komoérek wielolekoopornych (tabela 18). I tak dla kilku bardzo
aktywnych zwiazkow, np. AMG-164 (ICso = 0.5 uM), AMG-168 (ICsp = 0.4 uM), AMG-
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169 (ICsp = 0.6 uM) czy tez dla AMG-180 (ICsp = 0.4 uM) aktywnosci w stosunku do linii

opornej i wrazliwej byly podobne.

Aktywnos¢ cytotoksyczna 1 przeciwgruzlicza badanych zwigzkow

Tabela 18

Symbol Aktywnos$¢ cytotoksyczna RI** Aktywnos¢
zwiazku ICso (uM) przeciwgruzlicza
MIC (pg/mL)
HeLa A549 MCF-7 HL60 MESS4  MESSA/D MESSA / H37Rv  M.Kans
X5 MESSA/DXS5 asii
AMG-158 2,7 41,9 4,5 4,3 4,6 2,9 0,64 12,5 50
AMG-159 5,5 10,9 21,3 36,4 5,4 5,8 1,07 25 50
AMG-160 0,5 1,9 n.a* 1,9 35 0,2 0,07 12,5 50
AMG-161 1,2 21,8 4,2 22 34 3,1 0,93 25 50
AMG-164 1,6 2,7 1,5 3,0 0,5 0,5 1,04 12,5 25
AMG-165 1,6 6,1 2,9 1,5 2,4 2,7 1,1 12,5 25
AMG-166 1,8 5,7 6,2 2,0 7,9 29 0,36 25 50
AMG-167 5,1 5,6 4,2 2,1 2,7 2,8 1,04 12,5 50
AMG-168 1,8 38,3 0,8 0,6 0,4 0,3 0,87 25 50
AMG-169 2,4 4,1 23 2,5 0,6 3,1 4,8 25 25
AMG-170 2,9 2,9 2,1 1.9 1,4 1,9 1,3 25 50
AMG-171 0,4 6,5 3,6 1,2 0,5 0,4 0,69 12,5 50
AMG-172 1,8 2,8 0,7 23 0,4 0,4 0,95 25 50
AMG-173 1,6 4,6 1,9 1,8 2,5 32 1,26 12,5 25
AMG-174 4,9 4,7 2,7 2,1 0,6 2,9 4,62 12,5 50
AMG-175 0,04 0,3 n.a* 2,1 n.a* n.a* n.a 25 50
AMG-176 3,7 42,7 13,5 n.a* 25 31,0 1,24 12,5 50
AMG-177 3,4 39 1,9 0,7 2,5 2,9 1,15 25 50
AMG-178 10,3 n.a* n.a* 18,9 28,6 31,9 1,1 25 100
AMG-179 6,6 62,25 6,64 39,1 20,2 26,4 1,3 25 50
AMG-180 1,8 2,3 0,6 0,5 0,4 0,4 0,84 25 50
AMG-181 >10 n.a* 21,3 15,7 n.a* 26,5 n.a 12,5 50
AMG-182 4,5 46,6 6,8 1,9 4,8 2,9 0,61 12,5 50
AMG-185 2.3 n.a* n.a* 36,4 n.a* n.a* n.a 25 50
doksorubi 16,6
cyna

ek

50

n.a. — zwigzek nieaktywny do st¢zenia 100 pg/mL
indeks opornosci (RI) — iloraz wartosci IDs, wyznaczonej wobec komorek linii opornej i linii wrazliwej. Warto$ci
RI od 0 do 2 $wiadcza o wrazliwosci badanych komorek na stosowany zwiazek. Wartosci RI od 2 do 10 wskazuja
na umiarkowana lekooporno$¢ danych komoérek na badany zwiazek. Wartoci RI>10 wskazuja na silng

lekoopornos¢.




4.5.1.2. Aktywnosci przeciwgruzlicza, przeciwbakteryjna i przeciwgrzybowa

Jedenascie z badanych zwiazkow wykazywato aktywnos$¢ przeciwgruzlicza w stosunku do
szczepu H37Rv, ich wartosci MIC byly < 12.5 pg/mL (tabela 18), natomiast Zaden z
testowanych zwiazkow nie wykazywal znaczacej aktywnosci przeciwbakteryjnej lub

przeciwgrzybowe;j (tabela 19).

Tabela 19
Aktywnos$¢ przeciwgrzybowa i przeciwbakteryjna badanych zwiazkow
Aktywnos¢ Aktywno$¢ przeciwbakteryjna, MIC [pg/mL]
Zwiazek przeciwgrzybowa
MIC [pg/mL]
C. albicans E. coli B. cereus Pseudomonas  Salmonella S. aureus
ATCC 10261 aerq.
AMG-158 ¥ >100** >100** >100** >100** >100%*
AMG-159 -* >100%** >100** >100%* >100** >100%*
AMG-160 -* >100%** >100** >100%* >100** >100%*
AMG-161 >1000 >50%** >50%* >50%* >50%* >50%*
AMG-164 -* >50%* >50%* >50%* >50%* >50%*
AMG-165 >1000 62,5 62,5 >250 >250 62,5
AMG-166 ¥ >50%** >50%** >50%** >50%** >50%*
AMG-167 ¥ >50%* >50%* >50%%* >50%* >50%*
AMG-168 ¥ >50%* >50%* >50%* >50%* >50%*
AMG-169 -* >50%* >50%** >50%* >50%* >50%%*
AMG-170 -* >50%** >50%** >50%* >50%* >50%%*
AMG-171 -* >50%* >50%* >50%* >50%* >50%*
AMG-172 -* >50%* >50%* >50%* >50%* >50%*
AMG-173 >1000 >50%* >50%* >50%* >50%* >50%*
AMG-174 >1000 >50%** >50%** >50%** >50%** >50%**
AMG-175 ¥ >50%* >50%* >50%* >50%* >50%*
AMG-176 ¥ n.b. *** n.b. *#* n.b. *** n.b.#** n.b.***
AMG-177 >1000 >50%* >50%* >50%* >50%* >50%*
AMG-178 >1000 >50%* >50%* >50%* >50%* >50%*
AMG-179 >1000 >50%** >50%* >50%* >50%* >50%*
AMG-180 >1000 n.b. ¥k n.b. ¥k n.b.¥** n.b ¥k n.b. ¥k
AMG-181 ¥ n.b. ¥** n.b. ¥** n.b. ¥** n.b. F** n.b.¥**
AMG-182 >1000 >100%** >100%** >100%** >100%** >100%**
AMG-185 -* >100** >100** >100** >100** >100**
* nie badano
ok warto$¢ MIC przedstawiona jest jako >50 lub >100 w przypadkach, kiedy nie udato sig uzyskac
roztworu rzeczywistego w pozywce w stgzeniu wyzszym od pokazanego
HA nie badano z powodu niskiej rozpuszczalnosci w wodzie badz DMSO

Badajac wptyw na mikroorganizmy wielolekooporne wykazano, ze niektére z otrzymanych
zwiazkow, w kombinacji z chemoterapeutykami przeciwgrzybowymi z grupy pochodnych
imidazolu 1 triazolu, zwigkszaja wrazliwo§¢ komorek grzybdéw patogennych dla cztowieka
wykazujacych fenotyp opornosci wielolekowej, na dziatanie tych zwiazkéw (tabela 20).
Sugeruje to, ze zwiazki te moga by¢ inhibitorami pomp blonowych odpowiedzialnych za

oporno$¢ wielolekowa.

51




Tabela 20

Wartosci MIC [ug/mL] dla ketonazolu w obecnosci badanych zwiazkéw dla szczepow
Candida albicans.

Zwiazek Szczep Candida albicans.
B3 B4 F2 F5 Gu4 Gus
Ketokonazol 0,078 | 0,15625 | 0,078 | 0,3125 | 0,156 1,25

Ketokonazol + AMG-81 | 0,156 | 0,039 | 0,078 | 0,625 | 0,156 2,5
Ketokonazol + AMG-116 | 0,156 | 0,039 | 0,078 | 0,039 | 0,156 1,25
Ketokonazol + AMG-118 | 0,156 | 0,039 | 0,078 | 0,039 | 0,156 1,25
Ketokonazol + AMG-165 | 0,078 | 0,156 | 0,078 | 0,3125 | 0,156 | 0,625
Ketokonazol + Verapamil | 0,078 | 0,039 0,078 | 0,156 | 0,156 | 0,625

Ketokonazol + 0,078 | 0,078 0,078 | 0,156 | 0,156 | 0,625
Trifluoroperazyna

4.5.1.3. Aktywnosci przeciwwirusowa

Wykazano, ze niektore zwiazki wykazuja dziatanie przeciwwirusowe, hamujac namnazanie
si¢ szczepu szczepionkowego wirusa CSFV (tabela 21). Wirus CSFV jest modelem dla
wirusa zapalenia watroby typu C, ktérego nie mozna namnaza¢ w hodowlach tkankowych,
ani w zadnym innym gatunku zwierzat, za wyjatkiem matp cztekoksztaltnych.

Tabela 21
Wplyw otrzymanych zwiazkéw na namnazanie si¢ szczepu szczepionkowego wirusa CSFV

Nazwa Dawka Przezywalnos¢ Inhibitor + wirus | Wirus + inhibitor
inhibitora komorek gospodarza™ | ** ok ok
4 pg/ml 8%
AMG-161 |2 ug/ml 45%
1,5 ng/ml 98%
1 pg/ml 99% - —
500 ng/ml 100% + +
4 pg/ml 9%
2 pg/ml 19%
1,5 pg/ml 88% - —
AMG-164 || pgﬁql 99%
500 ng/ml 100%
2 pg/ml 53% --- —
AMG -168 | 1,5 ug/ml 97% + +
1 pg/ml 99% + +
500 ng/ml 100% ++ ++
3 pg/ml 70% --- —
AMG -169 |2 pg/ml 96% + +
1 pg/ml 98% ++ ++
500 ng/ml 100% +++ +++
3 pg/ml 70% --- -
AMG -170 |2 pg/ml 99% ++ ++
I pg/ml 100% ++ ++
500 ng/ml 100% +++ -+
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* komorki SK6

*ok test sprawdzajacy, czy zwiazek blokuje wnikanie wirusa do komorki

Hk* test sprawdzajacy, czy zwiazek hamuje namnazanie si¢ wirusa w komorce

-—- brak pozytywnych komorek (catkowite zahamowanie namnazania si¢ wirusa CSFV lub brak ekspresji
glikoprotein otoczkowych)

+ mata ilo$¢ pozytywnych komorek [%] (dobre zahamowanie namnazania si¢ wirusa CSFV)

++ srednia iloé¢ pozytywnych komorek [%] ($rednie zahamowanie namnazania si¢ wirusa CSFV)

+++ duza ilo$¢ pozytywnych komorek (podobnie jak dla kontroli) [%] (brak zahamowania namnazania si¢
wirusa CSFV)

4.5.2. Badania mechanizmu dziatania

Wykazanie duzej cytotoksycznosci otrzymywanych preparatow (tabela 18) zrodzito pytanie o
zrédlo tego efektu i dlatego duzo uwagi poswigcono wyjasnieniu ich mechanizmu dziatania.
Wigkszo$¢ badan prowadzono na zwiazku AMG-175, ktorego aktywnos¢ cytotoksyczna na
liniach komorkowych raka szyjki macicy HelLa S3 1 niedrobnokomorkowego raka pluc 4549
byla znaczaco wigksza od aktywnos$ci innych pochodnych. Badania prowadzono przy
stezeniu zwiazku, przy ktérym obserwowano efekt jego dziatania a réwnoczes$nie jego
stezenie nie bylo zbyt toksyczne dla komorek, ustalono je na 1 pM AMG-175. Badania

komodrkowe prowadzono na linii 4549.

4.5.2.1. Analiza dystrybucji komorek w cyklu komorkowym oraz analiza mikroskopowa
morfologii chromosomow

Analiza dystrybucji komoérek w cyklu komérkowym pozwala okresli¢ w jakiej fazie cyklu
komoérkowego znajduja sig komorki. W odpowiedzi na traktowanie dawka 1 uM AMG-175
komorki zatrzymywaly swoja proliferacje w fazie G2/M cyklu komorkowego (po czasie 24 h
frakcja G2/M wynosita ponad 81%) a nastgpnie w miarg trwania inkubacji ze zwiazkiem, po
czasie dtuzszym niz 48 h, czg$¢ z nich umierata (Rysunek 4).

Aby wyjasni¢ czy komorki po traktowaniu zwiazkiem AMG-175 zatrzymuja si¢ w fazie G2
czy wchodza do mitozy, okreslono poziom komoérek mitotycznych (pro- i meta-fazalnych) w
populacji w czasie inkubacji ze zwiazkiem. W wyniku traktowania komoérek zwiazkiem
dochodzito do wzrostu ilosci komorek mitotycznych a maksymalna ich ilo$¢ (okoto 22%)
obserwowana byta po 6 h od rozpoczecia inkubacji (Rysunek 5). Ilo§¢ komorek mitotycznych
byla jeszcze stosunkowo wysoka po 24 h traktowania zwiazkiem, ale w kolejnych godzinach
powoli spadata aby po 48 h wrdci¢ do poziomu obserwowanego dla komorek kontrolnych
(okoto 4%).

Dodatkowo analiza mikroskopowa komorek mitotycznych wykazata obecnos¢ licznych

aberracji chromosomalnych w komorkach traktowanych AMG-175. Chromosomy wydaja si¢
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krotsze, a przy dtuzszych czasach obserwowano liczne mikronukleacje jadra komoérkowego.
Co istotne, jadra te czgsto polaczone byly ,nitkami” chromatyny czego nigdy nie
obserwowano w komorkach kontrolnych (Rysunek 6). Powyzsze wyniki wskazuja, ze
komorki po traktowaniu AMG-175 zatrzymuja proliferacj¢ w fazie mitozy a w konsekwencji
dzialania zwiazku dochodzi do niezwyklych =zaburzen w rozdziale chromosomow,

mikronukleacji i $mierci komorek.

Rysunek 4
Analiza dystrybucji w cyklu komorkowym komoérek A549 traktowanych zwiazkiem AMG-
175 przy stezeniu 1 uM przez podany czas (godziny).
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kontrola 24h
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Powyzsze obserwacje pozwalaja przypuszczaé, ze mechanizm dzialania zwiazku AMG-175
zwiazany jest z blokowaniem tworzenia wrzeciona mitotycznego lub z inhibicja biatek
kontrolujacych przejscie przez mitozg. Oczywiscie na tym etapie nie mozna wykluczy¢, ze
obserwowany efekt dzialania zwiazku zwiazany jest z nakladaniem si¢ kilku mechanizmow

jednoczesnie.
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Rysunek 5
Zmiany wielkosci frakcji komorek mitotycznych w populacji komoérek 4549 traktowanych
zwiazkiem AMG-175 przy stgzeniu 1 pM.
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Rysunek 6
Morfologia jadra komorek 4549 nie traktowanych (kontrola, zdjecia A-C) i1 traktowanych
AMG-175 przez podany czas przy dawce 1 uM (zdjecia D-F 1 G-I). Powigkszenie x400.
Strzatki wskazuja na polaczenia pomig¢dzy mikrojadrami (nitki chromatyny)

A

kontrola

55



Rysunek 7
Morfologia chromosomoéw mitotycznych (zdjgcie A - chromosomy metafazalne, zdjgcie B —
chromosomy profazalne) izolowanych z komorek 4549 traktowanych AMG-175 przy dawce
1 uM przez 6 godzin. Powigkszenie x600.

A

4.5.2.2. Hamowanie aktywnosci DNA topoizomerazy I oraz Il

Obserwowane na zdjeciach mikroskopowych mikrojadra potaczone ,,nitkami” chromatyny
sugerowaly, ze w wyniku dzialania zwiazku dochodzi do nieprawidtowego rozdziatu
chromatyd siostrzanych, co moglo by¢ wynikiem np. hamowania ich separacji lub
dekatenacji. Za prawidtowy proces dekatenacji DNA podczas mitozy odpowiedzialny jest
enzym topoizomeraza typu II. Ponadto, zatrzymanie proliferacji w fazie G2/M stwierdza sig
m.in. dla zwiazkow uszkadzajacych DNA w tym takze dla inhibitoréw enzymu
topoizomerazy Il. Z tego powodu postanowiono sprawdzi¢ czy mechanizm dziatania AMG-
175 i jego pochodnych moze by¢ zwiazany z hamowaniem aktywnosci katalitycznej
ludzkiego enzymu DNA topoizomerazy II.

Badania wykazaty, ze zaden ze zwiazkow nie wykazuje zdolnosci do blokowania aktywnosci
topoizomerazy II. Jedynie AMG-165 przy najwyzszym st¢zeniu 100 uM wykazywat
zdolnos¢ do czgsciowego blokowania aktywnosci tego enzymu (Rysunek 8, B $sciezka 10).
Poniewaz hamowanie enzymu topoizomerazy II jest czgsto zwigzane z wigzaniem si¢
ligandéw do DNA, okre§lono powinowactwo badanych zwiazkéw do DNA za pomoca
pomiaru stabilizacji struktury drugorzedowej 1 wyznaczenie tzw. temperatur topnienia Ty, dla
standardowego substratu DNA z grasicy cielecej. Wyniki wskazuja, ze badane zwiazki nie

stabilizuja struktury DNA.
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Rysunek 8
Hamowanie aktywno$ci DNA topoizomerazy Il przez pochodne chalkonu mierzone testem

relaksacji DNA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

1. plazmid pBR322 7-10. AMG-186 (100, 10, 5, 1 uM)

2. plazmid + topoizomeraza I1 11-14. AMG-187 (100, 10, 5, 1 uM)

3-6. AMG-175 (100, 10, 5, 1 pM)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
— -y R e e e o - — -
. y “

=

1. plazmid pBR322 7-10. AMG-165 (1, 5,10 i 100 uM)

2. plazmid + topoizomeraza I1 11-14. AMG-182 (1, 5,10 i 100 uM)

3-6. AMG-160 (1, 5,101 100 pM)

Postanowiono okresli¢ takze wplyw pochodnych chalkonu na relaksacje DNA katalizowana
przez ludzka DNA topoizomeraze¢ I. Do badan porownawczych wybrano zwiazki AMG-169,
AMG-174 oraz AMG-178. Zwiazki te zostaly wybrane jako przykladowe zwiazki
reprezentujace rézne grupy strukturalne znajdujace si¢ w obrgbie badanej serii zwiazkéw. W
celu sprawdzenia czy pochodne te sa zdolne do stabilizowania kompleksoéw rozszczepialnych
migdzy DNA 1 topoizomeraza przeprowadzono eksperyment, w ktérym dodano etap trawienia
biatek za pomoca proteinazy K po zakonczeniu reakcji. Pozwala to na ujawnienie pgknigc¢ nici
DNA wynikajacych ze stabilizacji kompleksu DNA-enzym, w ktorym jedna z nici DNA
zostaje kowalencyjnie zwiazana z topoizomeraza I. W przypadku stabilizacji komplekséw
prowadzi to do wzrostu ilosci formy przecigtej (N) w zelu, tak jak to ma miejsce w przypadku
klasycznego inhibitora topoizomerazy I, kamptotecyny (Rysunek 9, sciezka C). Dodatkowo,
poniewaz zwiazki zaktdcaty migracjg substratu DNA rozdziat produktéw reakcji wykonano w

obecnosci bromku etydyny w zelu. Jak pokazuja wyniki przedstawione na rysunku 9, zaden z
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badanych zwiazkow nie stabilizowat kompleksow rozszczepialnych ani nie hamowat

relaksacji substratu DNA katalizowanej przez topoizomeraze 1.

Rysunek 9
Hamowanie aktywno$ci DNA topoizomerazy I przez pochodne chalkonu, mierzone testem
relaksacji DNA (migracja w zelu w obecnosci bromku etydyny).

AMG-169 AMG-174 AMG-175 AMG-178
C 123 4123 4 123 4123 4

DNA
Topo I

N —

Fa—" A S R A, R e e i

stezenia pochodnych chalkonu: sciezki 1 —4 1, 10, 50, 100 TM
C — kamptotecyna w stezeniu 50 uM.
N — nadskrecony plazmid, L — liniowy plazmid, S -, R — ,,zrelaksowane” DNA plazmidowe

4.5.2.3. Wplyw pochodnych chalkonu na stabilnosc¢/strukture mikrotubul w komorkach
Zdolnos¢ do blokowania progresji cyklu komérkowego pod wptywem pochodnej chalkonu
AMG-175 w mitozie sugerowata, ze zwiazki te moga mie¢ bezposredni wplyw na
strukturg/polimeryzacj¢ tubuliny, zaangazowanej w tworzenie wrzeciona podziatowego i
umozliwiajacego podzial jadra i zawarto$ci komoérki podczas mitozy, aberratywny rozdziat
chromosomow i $§mier¢ komorki.

W celu wyjasnienia mozliwego wptywu badanych zwiazkéw na mikrotubule, komorki po
inkubacji w obecnosci zwiazku AMG-175 przy dawce cytotoksycznej poddano analizie metoda
immunofluorescencji z uzyciem przeciwcial anty-tubuliny [ polaczone; z obserwacja
mikroskopowa. Na Rys. 10 pokazano przyktadowe zdjecia komoérek 4549 nietraktowanych
(prawe zdjgcie) i1 traktowanych pochodna AMG-175 (lewe zdjgcie). Jak widaé struktura
mikrotubul jest zaburzona w komorkach traktowanych badanym zwiazkiem i w cytoplazmie

powstaja zgrupowania biatka tubuliny, szczeg6lnie widoczne jako zielone plamy na obrzezach
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komorki. Moze to sugerowac, ze zwiazek AMG-175 ma zdolno$¢ do zaburzania polimeryzacji

tubuliny co powoduje zablokowanie przejscia przez mitozg.

Rysunek 10

Morfologia jadra (barwionego DAPI — fluorescencja niebieska) 1 mikrotubul (przeciwciata
znakowane FITC - fluorescencja zielona) komorek A549 nietraktowanych (prawe zdjgcie) i
traktowanych zwiazkiem AMG-175 (1 uM przez 6 h) (lewe zdjgcie). Powigkszenie x600.

Podsumowujac wyniki uzyskane dla nowej generacji pochodnych chalkonu mozna stwierdzi¢

,Z€:

Wszystkie badane preparaty byly nieaktywne lub wykazywatly jedynie staba aktywnos¢
w stosunku do testowanych szczepow bakterii i grzybow. Wykazano jednak, ze cze$¢
zwiazkow zwigksza wrazliwos$¢ grzybow patogennych, wykazujacych fenotyp opornosci
wielolekowej na dziatanie ketokonazolu, co sugeruje ich wptyw na pompy blonowe
grzybow. Dla kilkunastu zwiazkoéw wykazano znaczaca aktywnos$¢ przeciwgruzlicza.

Badania cytotoksycznosci w stosunku do komoérek nowotworowych wykazalo bardzo
silng 1 selektywna w stosunku do poszczegdlnych linii komoérkowych aktywno$¢ czesci
preparatdw, najsilniejszy efekt cytotoksyczny (ICso = 0.04 uM) wykazat zwiazek AMG-
175 w stosunku do komorek HeLa. Porownanie cytotoksycznosci badanych zwiazkéw w
stosunku do komorek raka szyjki macicy MES-SA, oraz ich wariantu opornego na
doxorubicyng MES-SA/DX wykazato duza aktywno$¢ wzgledem komorek lekoopornych.
Stwierdzono silne i interesujace dzialanie cze$ci badanych zwiazkéw w stosunku do
wirusa CSFV, np. zwiazek AMG-164 w stezeniu 500 ng/mL powodowal catkowite

zahamowanie namnazania si¢ wirusa, przy 100 % przezywalno$ci komoérek gospodarza.
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Badania mechanizmu dziatania najaktywniejszej pochodnej (AMG-175) wykazaty, ze
komorki po traktowaniu AMG-175 zatrzymuja proliferacj¢ w fazie mitozy a w
konsekwencji dziatania zwiazku dochodzi do niezwyklych zaburzeh w rozdziale
chromosomow, mikronukleacji 1 $mierci komoérek. Wykazano rowniez, ze zwiazek
AMG-175 ma zdolno$¢ do zaburzania polimeryzacji tubuliny co moze by¢ przyczyna

zablokowanie przej$cia przez mitoze.



5. PODSUMOWANIE

Celem programu badawczego, ktorego wyniki przedstawiono w tej rozprawie bylo
otrzymanie siarkowych analogéw flawonoidow i ich ocena jako potencjalnego zrédta nowych
substancji biologicznie czynnych.

Tabela 22

Struktury otrzymanych siarkowych analogéw flawonoidow 1 zwiazkow pokrewnych

Pozycja Struktura Lit. Pozycja  Struktura Lit.

1 75,76 2 75,76
O
RO O
3 RO o o O 76 4 RO S O 76
s
RO O
5 RO f@ 100, 6 RO f@
|
<>o\/ 101 i 5
7 o j/O 100 8 " . O 79, 80
RO/(;o[” No)
RO ©O
o#z
o

100

92,93

9 91-93 (10

11 o :<Z 92,93
()

Zwiazki otrzymane w wyniku realizacji tego programu przedstawiono w tabeli 22, ich cecha
wspolna jest to, ze wszystkie zawieraja podstawowy uktad flawonoidowy 1 trzy potencjalne
centra aktywne (dwa atomy tlenu i jeden atom siarki) zwiagzane z pierscieniem A tego uktadu.

Pochodne te mozna podzieli¢ na kilka grup strukturalnych, a mianowicie:
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e grupe pochodnych tioflawanonu, tioflawonu oraz ich ditlenkéw, zawierajacych
ugrupowanie p-hydrochinonu (tabela 22, pozycje 1 - 4);

e grupe pochodnych sulfonu fenylowo winylowego zawierajacego w pier§cieniu
aromatycznym uktad p-hydrochinonu (tabela 22, pozycja 5). Wykazano rowniez
mozliwos¢ cyklizacji tych zwiazkow do sulfonowych analogéw flawanonow (tabela 22,
pozycja 7);

e grupe pochodnych tioauronu zawierajacych uktad p-hydrochinonu (tabela 22, pozycja
8);

e trzy grupy pochodnych chalkonu sprzezonych z pierscieniem oksatiolonu (tabela 22,
pozycje 9 - 11).

Synteza powyzszych zwiazkow pozwolita na oceng aktywnosci biologicznej pochodnych

tioflawonoidow o wymienionych cechach strukturalnych. Niestety, wyniki testow

biologicznych dla zwiazkéw 1 — 7 nadal sa utajnione przez firm¢ TAIHO 1 nie mogty by¢
zaprezentowane ani w publikacjach ani w tej rozprawie.

Dla nastgpnej grupy pochodnych, dla tioauronéw (zwiazki 8), przetestowano aktywno$¢

cytotoksyczna in vitro 1 stwierdzono, ze znaczaca czg$¢ zwiazkow jest aktywna. Z tego

wzgledu pochodne te wydaja si¢ stanowi¢ ciekawa klase¢ zwiazkow wiodacych w

poszukiwaniu substancji o dzialaniu przeciwnowotworowym. Ich istotng zaleta jest

selektywno$¢ dzialania w stosunku do réznych linii komoérkowych oraz bardzo duze
mozliwosci modyfikacji strukturalnych, co stwarza potencjalnie szans¢ na znaczace
zwigkszenie aktywno$ci 1 na optymalizacje wtasno$ci farmakokinetycznych.

Dla pochodnych chalkonu (zwiazki 9 - 11) przeprowadzono wielokierunkowa oceng

aktywnosci  biologicznej, obejmujaca dzialanie cytostatyczne, przeciwgrzybowe,

przeciwbakteryijne i przeciwgruzlicze. Zadna z tych grup nie wykazuje znaczacego dziatania
bakteriostatycznego czy tez przeciwgrzybowego. Jednakze, niektére pochodne, np. zwiazki

170 — 173 (tabela 15) moga poshuzy¢ jako zwiazki wiodace do dalszych modyfikacji

strukturalnych majacych doprowadzi¢ do otrzymania pochodnych o takiej wlasnie

aktywnos$ci. Duzo lepsze wyniki uzyskano w testach cytotoksycznos$ci, gdyz praktycznie we

wszystkich badanych grupach chalkonéw mozna znalez¢ zwiazki o znaczacej aktywnosci w

tym kierunku.

Modyfikacje strukturalne chalkondw opisanych w tej rozprawie doprowadzity do otrzymania

pochodnych o bardzo dobrej aktywno$ci cytotoksycznej in vitro (rozdziat 4.5.). Dla

najbardziej aktywnego zwiazku z tej grupy ustalono, ze jego celem molekularnym jest
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polimeryzacja tubuliny. Badania te sa kontynuowane i1 obecnie koncentruja si¢ na uscisleniu

mechanizmu dziatania i wyselekcjonowaniu pochodnych aktywnych in vivo.

Niezaleznie od realizacji gltownego celu realizowanego programu, doprowadzit on do

otrzymania kilku znaczacych wynikow chemicznych, sq one wymienione w tabeli 23.

Tabela 23

Wazniejsze osiagnigcia opisane w prezentowanej rozprawie

Pozycja

Osiagnigcie

1

Opracowanie syntezy pochodnych tioflawanonu zawierajacych ugrupowanie p-

hydrochinonu [76].

Opracowanie syntezy 1 wykazanie aktywno$ci cytotoksycznej pochodnych
tioauronu. Zwiazki te moga stanowi¢ nowa struktur¢ wiodaca w poszukiwaniu

lekéw przeciwnowotworowych [79, 80].

Opracowanie syntezy i1 wykazanie aktywnos$ci cytotoksycznej nowej klasy
pochodnych chalkonu Zwiazki te moga stanowi¢ nowa struktur¢ wiodaca w

poszukiwaniu lekéw przeciwnowotworowych [91 — 93].

Opracowanie  nowej, tagodnej metody  deprotekcji  tioeterow  p-
metoksybenzylowych, polegajacej na ogrzewaniu tioeteru w etanolowym

roztworze azotanu srebra [ 76].

Opracowanie metody deprotekcji eterow fenylowo-metylowych 1 allilowo-
fenylowych z uzyciem kompleksu BF; x Me,S, umozliwiajacej selektywna
deprotekcje jednej grupy metoksylowej (lub alliloksylowej) z kilku obecnych w
czasteczce [80, 81].

Wyjasnienie mechanizmu powstawania pochodnych tioauronu w reakcji

pochodnych benzaldehydu z 4-acetylo-2-okso-benz[ 1,3]oksatiolem [79].

Wyjasnienie mechanizmu 1zomeryzacji 4,4'-dimetoksy-7,7'-
di(piperydynokarbonyloksy)-3'-hydroksy-3'-metyl-3-keto-[3,3'-spirobi(2H,  2'H,
3H, 3'H-benzo[b]tiopenu)] (74) [82]

Wykorzystanie sprzgzen dalekiego zasiggu NMR do odroznienia struktury
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tioauronu od tioflawonu oraz do ustalenie geometrii wigzania podwdjnego w

tioauronach [79].

9 Opracowanie artykulu przegladowego omawiajacego chemig i1 reaktywno$¢

pochodnych tioauronu [78].

Na zakonczenie chciatbym zaznaczy¢, ze poza wynikami uzyskanymi w ramach pierwszej
umowy z firma TAIHO, w latach 1993 — 1994, ktora byta kierowana przez Prof. Jerzego
Konope, wszystkie pozostate rezultaty otrzymano w ramach sformutowanych i kierowanych

przeze mnie projektow, i ze prace te byly finansowane wylacznie z uzyskanych przeze mnie

grantow.
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