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Ja, nizej podpisany, oswiadczam, iz jestem $wiadomy, ze zgodnie z przepisem art. 27 ust.
1i 2 ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych (t.j. Dz.U. z 2021
poz. 1062), uczelnia moze korzysta¢ z mojej rozprawy doktorskiej zatytutowanej: Synteza
amidowych, estrowych i bioizosterycznych pochodnych kwasu mykofenolowego jako
zwigzkéw o dziataniu antyproliferacyjnym do prowadzenia badah naukowych lub w celach
dydaktycznych.?

Swiadomy odpowiedzialno$ci karnej z tytutu naruszenia przepiséw ustawy z dnia 4 lutego 1994
r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych, ikonsekwencji dyscyplinarnych okreslonych
w ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2021.478 t.j.), a takze odpowiedzialnosci
cywilno-prawnej o$wiadczam, ze przedkiadana rozprawa doktorska zostata napisana przeze
mnie samodzielnie.

Oswiadczam, ze tre$¢ rozprawy opracowana zostala na podstawie wynikéw badan
prowadzonych pod kierunkiem i w Scistej wspotpracy z promotorem dr. hab. inz. Grzegorzem
Cholewinskim, prof. PG.

Niniejsza rozprawa doktorska nie byta wczesniej podstawg zadnej innej urzedowej procedury
zwigzanej z nadaniem stopnia doktora.

Wszystkie informacje umieszczone w ww. rozprawie uzyskane ze zrédet pisanych
i elektronicznych, zostaty udokumentowane w wykazie literatury odpowiednimi odnos$nikami,
zgodnie z przepisem art. 34 ustawy o prawie autorskim i prawach pokrewnych.

Potwierdzam zgodno$¢ niniejszej wersji pracy doktorskiej z zatgczong wersjg elektroniczna.

Gdansk, dNi@ .o e
podpis doktoranta

Ja, nizej podpisany, wyrazam zgode na umieszczenie ww. rozprawy doktorskiej w wersji
elektronicznej w otwartym, cyfrowym repozytorium instytucjonalnym Politechniki Gdanskiej.

GAansK, ANi@ ... e
podpis doktoranta

1 Art. 27. 1. Instytucje o$wiatowe oraz podmioty, o ktdérych mowa w art. 7 ust. 1 pkt 1, 2 i 4-8 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, moga na potrzeby zilustrowania tresci przekazywanych w celach
dydaktycznych lub w celu prowadzenia dziatalno$ci naukowej korzysta¢ z rozpowszechnionych utworéw w oryginale
i w ttumaczeniu oraz zwielokrotnia¢ w tym celu rozpowszechnione drobne utwory lub fragmenty wiekszych utworéw.

2. W przypadku publicznego udostepniania utworéw w taki sposéb, aby kazdy mégt mie¢ do nich dostep w miejscu
i czasie przez siebie wybranym korzystanie, o ktérym mowa w ust. 1, jest dozwolone wytgcznie dla ograniczonego kregu
0s6b uczacych sie, nauczajacych lub prowadzacych badania naukowe, zidentyfikowanych przez podmioty wymienione
w ust. 1.
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Stowa kluczowe rozprawy doktorskiej w jezyku polskim: kwas mykofenolowy; amidy
pierwszorzedowe; estry arylowe; podstawienie bioizosteryczne; chemia medyczna

Stowa kluczowe rozprawy doktorskiej w jezyku angielskim: mycophenolic acid; primary
amides; aryl esters; bioisosteric replacement; medicinal chemistry

Streszczenie rozprawy w jezyku polskim: Odrzucanie przeszczepdw oraz leczenie choréb
autoimmunologicznych pozostaje powaznym wyzwaniem w terapiach immunosupresyjnych.
W zwigzku z wysokg toksycznoscig polekowa, obejmujgca infekcje i choroby nowotworowe,
a takze niezadowalajgcg skutecznoscig leczenia, konieczne jest poszukiwanie nowych
rozwigzan. Jednym z nich sg modyfikacje strukturalne czgsteczki kwasu mykofenolowego (MPA)
bedacego substancjg aktywng stosowanego klinicznie immunosupresantu. Na podstawie danych
literaturowych i wiasnych badan in silico, zaprojektowatem, otrzymatem i scharakteryzowatem 49
nowych pochodnych MPA. Serie tych zwigzkéw obejmujg N-heterocykliczne amidy zbudowane
z rdzeni benzo[d]tiazolu, benzo[d]oksazolu, benzo[d]-1H-imidazolu lub 2-metylopirymidyny, estry
naturalnych fenoli, takich jak np. keton malinowy czy eugenol, a takze bioizostery oparte o uktad
1,3,4- czy tez 1,2,4-oksadiazolowy. Wstepne badania aktywnosci biologicznej wykazaty, iz
zwigzki te sg inhibitorami dehydrogenazy 5'-monofosforanu inozyny (IMPDH), podobnie do MPA,
a wiekszos¢ z nich jest mniej od niego cytotoksyczna, w warunkach in vitro, wobec ludzkich
jednojadrzastych komaorek krwi obwodowej (PBMC) oraz T-Jurkat (model immunosupresyjny).
Ponadto, dla wybranych zwigzkéw zbadano aktywno$¢ przeciwutleniajgcg (test DPPH),
przeciwnowotworowg, wobec komoérek raka trzustki (AsPC-1), a takze inhibicje deacetylazy
histonowej HDACS.

Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim: Graft rejection and treatment of autoimmune
diseases are still a challenge in immunosuppressive therapies. Due to high drug toxicities,
including opportunistic infections and cancerogenesis, and unsatisfactory results of remedying,
new approaches are required. One concerns structural modifications of mycophenolic acid
(MPA), an active pharmaceutical ingredient of a clinically used immunosuppressant. Based on
the literature review and in silico studies, | designed, synthesized and characterized 49 novel
MPA derivatives. It contains N-heterocyclic-based amides, bearing benzo[d]thiazole,
benzo[d]oxazole, benzo[d]-1H-imidazole, and 2-methylpirymidine structural cores, esters of
naturally occurring phenolics, such as raspberry ketone or eugenol, and bioisosteres derived from
1,3,4- and 1,2,4-oxadiazole motifs. Preliminary studies of biological activity have shown that these
derivers were inhibitors of inosine-5’-monophosphate dehydrogenase (IMPDH), in a similar
manner as MPA itself, and most of them presented reduced cytotoxicities in relation to peripheral
mononuclear blood cells (PMBC) and T-Jurkat cells (model of immunosuppression). Additionally,
for particular compounds, antioxidative potential (DPPH test), anticancer properties against
pancreas cancer cells (AsPC-1), as well as histone deacetylase 6 (HDACS6) inhibitory features
were elaborated.






Powstanie niniejszej pracy jest wynikiem wielu lat staran
i zaangazowania, ktdre nie bylyby mozliwe bez wsparcia i pomocy wielu oséb.
Wyrazy wdziecznosci kieruje do wszystkich tych, ktérzy swojg dobrg wola,
cierpliwoscig i wiedzg wspierali mnie na kazdym etapie jej tworzenia.
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Pragne wyrazi¢ wdziecznos¢ moim Wspétpracownikom, z ktérymi
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bytaby mozliwa.

Jestem szczegdlnie wdzieczny Mikotajowi za nieocenione wsparcie,
obecnos¢, cierpliwos¢ i motywacje, ktére miaty kluczowe znaczenie na
kazdym etapie pracy i stanowity fundament w realizowaniu tego projektu.

Dodatkowo, wyrazy wdziecznosci kieruje do catego zespotu Katedry
Chemii Organicznej Politechniki Gdanskiej, a w szczegdlnosci: Alicji
i Olgi, za uczynienie tej drogi mniej wyboistg.

W trakcie tego dtugotrwatego procesu towarzyszyta mi maksyma
FNQOI ZAYTON (Nosce te ipsum), uwyrazniajgc, ze réwnie istotna, jak
osiggane wyniki, jest sama droga, proces poznawania siebie oraz rozwoj
naukowy.






Streszczenie

Odrzucenie przeszczepu pozostaje powaznym wyzwaniem w transplantologii pomimo
postepu w terapiach immunosupresyjnych. Cho¢ leki obecnie stosowane wyraznie
zminimalizowaty czesto$¢ wystepowania wczesnej utraty przeszczepu z powodu ostrego
odrzucenia, nie sg one jednak skuteczne w leczeniu wariantu przewlektego i wprowadzity nowe
zagrozenia, takie jak ciezkie infekcje i nowotwory. Proces odrzucania obejmuje skomplikowane
interakcje pomiedzy swoistg i nieswoistg odpowiedzig immunologiczng, przy czym kluczowa role
odgrywajg w nich limfocyty T biorcy.

Udoskonalanie terapii immunosupresyjnych moze mie¢ kluczowe znaczenie dla
przezwyciezania ograniczen obecnie stosowanych strategii klinicznych. Gtéwnym wyzwaniem
jest nadmierna immunosupresja i toksycznos¢ polekowa, ktére przyczyniajg sie do przewlekiej
dysfunkgji przeszczepu i podwyzszenia ryzyka wystgpienia efektéw niepozgdanych.

W celu podjecia proby redukcji skutkéw ubocznych wynikajgcych ze stosowania
immunosupresantéw, przeprowadzono procedure transformacji strukturalnej stosowanej
klinicznie substancji aktywnej — kwasu mykofenolowego. Mykofenolany wywierajg szereg
powaznych efektédw ubocznych u pacjentéw po przeszczepie organdw, a takze leczonych
z powodu wystgpienia niektérych choréb autoimmunologicznych. W opracowaniu tym uwaga
koncentrowana jest na zjawisku podstawienia bioizosterycznego, ktére moze doprowadzi¢ do
zmienionej farmakokinetyki i tym samym redukcji objawow niepozgdanych. Strategia ta zaktada
wykorzystanie badan obliczeniowych, syntezy chemicznej oraz oceny biologicznej
projektowanych pochodnych w celu najlepszego okre$lenia przydatnosci zastosowanych
modyfikacji.

Poza przytoczong aktywnoscig immunosupresyjng kwasu mykofenolowego oraz jego
pochodnych, badana byta takze inna bioaktywno$¢é oparta na procesach karcynogenezy,
a dokfadniej na epigenetycznym celu molekularnym. To podejscie moze pozwoli¢ na poszerzenie
spektrum dziatania znanej juz czgsteczki, w obszarze spojnym z efektami dlugotrwatego
stosowania terapii immunosupresyjnej, czyli — rakowaceniu.

Niniejsza praca doktorska poswiecona jest przeglgdowi literatury oraz badaniom
z zakresu chemii medycznej, ktére w efekcie majg przyblizy¢ uzyskanie najbardziej obiecujgcego
analogu kwasu mykofenolowego, o zredukowanej toksycznosci polekowe;.

Ten pierwszy fragment pokrywa zagadnienia zwigzane z kwasem mykofenolowym, jego
otrzymywaniem, bioaktywnoscia, a takze wtasciwosciami jego pochodnych. W dalszej kolejnosci
omowione zostaty fenolowe zwigzki pochodzenia naturalnego w ujeciu aktywnosci
przeciwutleniajgcej, ktéra takze byta rozwazana. Kolejno, przedyskutowane zostaty aspekty
otrzymywania wybranych uktadéw heteroaromatycznych oraz ich bioaktywnosci, co stanowi
solidny fundament pod przeksztatcenia bioizosteryczne, tak istotne z punktu widzenia
nowoczesnej chemii medycznej. Ostatnim z aspektéw teoretycznych byt watek epigenetycznego
celu molekularnego, jakim sa deacetylazy histonowe.

Drugi watek, o charakterze eksperymentalnym, podzielony byt na trzy poszczegdine
klasy pochodnych: amidy pierwszorzedowe, estry aromatyczne, a takze bioizostery kwasu




mykofenolowego. Ta ostatnia klasa oparta byta o struktury 1,3,4-oksadiazoli, 1,2,4-oksadiazoli,
a takze prostszych wariantéw niecyklicznych.

Zagadnienia poruszane w ramach badania amidowych pochodnych kwasu
mykofenolowego zwigzane byly z dokowaniem molekularnym, klasyczng syntezg organiczng
oraz testami biologicznymi w warunkach in vitro. Czgsteczki z tej klasy skfadaty sie z rdzenia
strukturalnego kwasu mykofenolowego, do ktérego poprzez reakcje kondensacji dobudowany
zostat fragment aminy, w wiekszosci przypadkéw, heteroaromatycznej, opartej o motyw
benzo[d]tiazolu, benzo[d]oksazolu, benzo[d]-1H-imidazolu oraz 2-metylopirymidyny.

Zwigzki te zostaty przeanalizowane pod katem sity wigzania z dehydrogenazg
monofosforanu inozyny (IMPDH, kod PDB: 1JR1), ktérej inhibitorem jest wiasnie kwas
mykofenolowy. W zwigzku z tym, ze ich wolna energia wigzania miescita sie w graniach od -9,5
do -8,7 kcal/mol (dla zwigzku odniesienia wynosita -7,8 kcal/mol), podjeta zostata préba ich
otrzymania.

Dzieki zastosowaniu protokotu dehydratacji, mozliwe bylo uzyskanie 18 zwigzkow
(A1-A18), z wydajnosciami mieszczgcymi sie w granicach 43-100%, gdzie wiekszosé
pochodnych nie wymagata oczyszczania metodami chromatograficznymi, a jedynie odmywania
otrzymanych osadéw schtodzonym rozpuszczalnikiem. Pochodne te charakteryzowaty sie
wysokg czystoscig i byly fatwo identyfikowalne w metodach NMR i MS.

W  kolejnym kroku przeanalizowano ich wlasciwosci cytotoksyczne oraz
antyproliferacyjne w odniesieniu do linii komérek T-Jurkat oraz PBMC. Wszystkie analizowane
zwigzki prezentowaty obnizong cytotoksyczno$é wobec zdrowych komdérek (PBMC) w stosunku
do odnosnikowego kwasu mykofenolowego, a tylko jedna z nich, A2, przedstawita zblizong do
niego aktywnos¢ antyproliferacyjng (wspoétczynniki ECso wynosity odpowiednio: 0,85 i 0,49 uM).
Dodatkowo, przeprowadzony test GMP wykazat, ze amidy tego typu dziatajg wedtug podobnego
mechanizmu wobec IMPDH co kwas mykofenolowy.

Badania te pozwolity okresli¢, iz pochodne benzo[d]oksazolowe mogg mie¢ najwyzszy
potencjat w osigganiu wiasciwosci antyproliferacyjnych, przy jednoczednie obnizonej
toksycznosci wobec zdrowych komorek.

Analiza pochodnych estrowych byta oparta na zatozeniu, ze dobudowanie czasteczki
wykazujgcej wiasciwosci antyoksydacyjne wzbogaci rdzeh kwasu mykofenolowego o unikalne
wilasciwosci przeciwutleniajgce. Badania te obejmowaty zaréwno synteze organiczng, jak i ocene
aktywnosci biologicznej w warunkach in vitro.

Stosujgc protokdt reakcji estryfikacji Steglicha z udziatem kwasu mykofenolowego
i naturalnych fenoli, takich jak keton malinowy czy gwajakol, mozliwe bylo otrzymanie szeregu
koniugatow estrowych (MP1-MP9 oraz P1-P7) z wydajnosciami mieszczgcymi sie w granicach
12-55%. Cho¢ konieczne byto zastosowanie chromatograficznych technik oczyszczania, nie
zaszta potrzeba wprowadzenia grupy ochronnej na wolng funkcje fenolowg w kwasie
mykofenolowym. Czysto$¢ oraz strukture zwigzkéw potwierdzono z wykorzystaniem technik
NMR, HPLC oraz HR-MS.




W dalszej kolejnosci, pochodne te badano w warunkach testu DPPH. Zwigzkami
0 najbardziej zaznaczonej aktywnosci antyoksydacyjnej byty czasteczki: P7 (ICso = 0,124 mM),
P4 (ICso = 0,308 mM) oraz MP9 (ICso = 0,373 mM), przewyzszajgc w tej wlasnosci odnosnikowy
kwas mykofenolowy (ICso = 15,733 mM) i mykofenolan mofetylu (ICso = 18,962 mM), a takze
witamine C (ICso = 0,545 mM). Pozostate koniugaty prezentowaty umiarkowang zdolnos¢ do
zmiatania rodnika DPPH.

Na tej podstawie, najbardziej obiecujgce zwigzki przeanalizowano pod katem
cytotoksycznosci wobec linii komérek AsPC-1, zwigzanych z rakiem trzustki, szczegdlnie
zaleznym od reaktywnych form tlenu. Wyniki niniejszych badan wskazaly, ze kazda
z testowanych pochodnych jest cytotoksyczna wobec komoérek AsPC-1 w tym samym rzedzie
wielkosci co zwigzki odniesienia (ICso = 1,740 pM i 2,029 pM), jednak dwa rzedy wielkosci stabiej
niz gemcytabina (ICso = 0,025 yM).

Na kolejnym etapie prac okreslono wiasciwosci biologiczne w odniesieniu do linii komérek
T-Jurkat oraz PBMC. Niemal potowa estrow jest silniej cytotoksyczna niz czgsteczki odnosnikowe
w badaniach na PBMCs. Natomiast wszystkie z analizowanych czgsteczek sg mniegj
cytotoksyczne wobec linii komoérek T-Jurkat, zwykle posiadajgc wspoétczynnik 1Cso o rzad
wielkosci wiekszy niz zwigzki referencyjne. Z przeprowadzonych eksperymentow wynika, ze
zdecydowana wiekszos¢ (12 z 16 wobec PBMCs i 14 z 16 wobec linii komorek T-Jurkat)
pochodnych ma warto$ci ECso wyzsze niz te osiggane przez kwas mykofenolowy. Zaden ze
wskazanych koniugatéw nie przewyzsza jednak aktywnosci mykofenolanu mofetylu w tych dwéch
rodzajach eksperymentow.

Cho¢ syntezowane zwigzki z zatozenia miaty charakteryzowaé sie wiasciwosciami
antyoksydacyjnymi, ich pierwotna aktywnos$¢ immunosupresyjna wynikajgca z obecnosci rdzenia
strukturalnego kwasu mykofenolowego jest nadal obserwowana. Test GMP z udziatem
wybranych koniugatéw estrowych wykazat, ze podobnie do kwasu mykofenolowego
i mykofenolanu mofetylu, sg one inhibitorami IMPDH.

Ostatnig analizowang serig zwigzkéw byly pochodne bioizosteryczne kwasu
mykofenolowego. W tym przypadku, poprzez podstawienie bioizosteryczne rozumie sie zamiane
grupy karboksylowej w odpowiednik: 1,3,4-oksadiazolowy (6), 1,2,4-oksadiazolowy (6) lub
niecykliczny (3). W ramach tej ostatniej podklasy miesci sie opisany w literaturze kwas
hydroksamowy, a takze amid pierwszorzedowy oraz hydrazyd kwasu mykofenolowego, jako
zwigzki odniesienia. Wprowadzone modyfikacje strukturalne miaty na celu znalezienie nowego
celu molekularnego dla zwigzkéw opartych na rdzeniu kwasu mykofenolowego, z jednoczesng
szansg zachowania podstawowych wiasciwosci immunosupresyjnych. Atomy azotu oraz tlenu
petnig szczegdlng role w tym opracowaniu, gdyz skupienie sie na nich w kontekscie zjawiska
podstawienia bioizosterycznego, wynikto bezposrednio z rezultatéw otrzymanych dla pochodne;j
A2 juz wczesniej.

W celu okreslenia celu molekularnego, wykonana zostata analiza odwrotnego
dokowania. Jej efektem jest podkreslenie deacetylazy histonowej 6 (HDACG6) i IMPDH2 jako

protein, z ktérymi projektowane ligandy szczegdlnie dobrze wchodzg w interakcje. W toku badan




obliczeniowych okreslono takze podstawowe parametry fizykochemiczne oraz biologiczne
analizowanych czasteczek (narzedzie: SwissADME).

Otrzymano 12 pochodnych cyklicznych, z wykorzystaniem protokotu odwadniajgcej
cyklizacji. Wydajnos¢ tych przemian miescita sie w granicach 16-87% dla 1,3,4-oksadiazoli
i 22-43% dla 1,2,4-oksadiazoli, i 3 warianty niecykliczne, gdzie zastosowano typowe procedury
dehydratacji (Y = 33, 60, 92%). Czystos¢ oraz strukture zwigzkéw potwierdzono
z wykorzystaniem technik NMR, HPLC oraz HR-MS.

Po otrzymaniu puli 15 pochodnych bioizosterycznych poddano je badaniom
przesiewowym na szeregu réznych linii komérek nowotworowych. Najwiekszy potencjat
cytotoksyczny wykazaty pochodne MPA-CO-NH-OH, 1340X_3-Py i 1240X_Fur, cho¢
osiggniete wyniki sg o rzad lub dwa rzedy wielkosci wyzsze (wspoétczynnik CCso), niz w przypadku
zwigzkow odniesienia. Bioizostery niecykliczne, w ogdlnym ujeciu, okazaly sie bardziej
cytotoksyczne niz ich cykliczne odpowiedniki. Moze mie¢ to zwigzek z wiekszym
prawdopodobienstwem uwolnienia kwasu mykofenolowego jako substancji aktywnej
farmakologicznie w srodowisku badanych komérek.

Zwigzki te sg obecnie badane pod katem inhibicji enzymu HDAC6 w Narodowym
Instytucie Onkologii oraz wiasciwosci antyproliferacyjnych na linii komérek T-Jurkat i PBMC
w Gdanskim Uniwersytecie Medycznym. Otrzymanie tych wynikéw poskutkowatoby weryfikacjg
badan obliczeniowych w warunkach rzeczywistych, a takze analizg wptywu zastosowanego
podstawienia bioiozsterycznego na podstawowg aktywnos$¢ antyproliferacyjna.

W toku niniejszych prac otrzymano i wstepnie zbadano metodami in vitro 49 pochodnych,
co stanowi probe znalezienia mniej cytotoksycznego zwigzku immunosupresyjnego niz kwas
mykofenolowy. Przydatno$¢ niektorych z nich zostata przeanalizowana z wykorzystaniem technik
obliczeniowych. Cho¢ zaden z koniugatéw nie wykazat wyzszej aktywnosci antyproliferacyjnej niz
stosowany klinicznie kwas mykofenolowy, cze$¢ z nich charakteryzuje sie nizsza
cytotoksycznoscig wobec zdrowych komérek, co jest istotne w kontekscie potencjalnej redukcji

niepozgdanych efektéw ubocznych.




Abstract

Graft rejections remain a serious challenge in transplantology, despite recent advances
in immunosuppressive therapies. Currently used drugs significantly reduce the incidence of early
organ loss due to acute rejection, albeit they are ineffective in the treatment of chronic rejection
variants, and they impose other risks such as severe opportunistic infections and malignancies.
The rejection process involves complex interactions between adaptive and innate immunological
responses, whereas lymphocytes T of the recipient play a key role in such a balance.

Constant improvements in immunosuppressive therapies can be crucial in overcoming
the limitations of modern clinical strategies. The main challenge concerns excessive
immunosuppression and drug-related toxicities which then imply chronic malfunctioning of organs
and the increase in observed side effects.

For the reduction of severe side effects, resulting from immunosuppressive therapy
deployment, structural transformations of clinically used mycophenolic acid were performed.
Mycophenolates are known for their particular drug-related toxicities, especially for organ
recipients, as well as for patients during autoimmune disease remedying. This study is focused
on the bioisosteric replacement procedure that can alter the original pharmacokinetics of
mycophenolic acid thus reducing its adverse events. This strategy covers computational studies,
organic synthesis, as well as biological evaluation of designed drugs, based on mycophenolic
acid core, to assess the effectiveness of implemented modification.

Besides the immunosuppressive properties of mycophenolic acid and its derivatives,
diverse bioactivity based on carcinogenesis, especially epigenetic molecular targets, was also in
demand. This approach facilitates broadening the scope of activities of this well-known drug, on
the basis of the long-term application of immunosuppressive therapies and their adverse events,
principally pro-oncogenic.

The present doctoral dissertation is devoted to a literature review and studies related to
medicinal chemistry, which in turn would highlight the most promising analogue of mycophenolic
acid, with reduced drug-related toxicity.

The first part questions the properties of mycophenolic acid, its total and biological
synthesis, as well as for some of its analogues. Subsequently, aspects related to naturally
occurring phenolics in the context of their antioxidative features are discussed. Next, bioactivities
and the synthetic procedures of selected heteroaromatic cores are presented to provide a
theoretical basis for bioisosteric replacement, which is remarkably important for modern medicinal
chemistry. The last theoretical coverage refers to the epigenetic molecular targets, i.e. histone
deacetylases.

The second, experimental part is divided into three subclasses of mycophenolic acid
derivatives: primary amides, aromatic esters, and bioisosteres. The latter type concerns structural
motifs such as 1,3,4-oxadiazoles, and 1,2,4-oxadiazoles, as well as simple, non-cyclic
bioisosteres.

Regarding amide derivatives of mycophenolic acid, docking studies, classic organic

synthesis, as well as in vitro biological tests are discussed. This series of compounds consists of




a mycophenolic acid structural core with an amine fragment incorporated through a condensation
reaction. In most cases, the aromatic structural motifs were built on, such as benzo[d]thiazole,
benzo[d]oxazole, benzo[d]-1H-imidazole, and 2-methylpyrimidine.

These compounds were analyzed for their binding energy to inosine-5’-monophosphate
dehydrogenase (IMPDH, PDB code: 1JR1), the enzyme inhibited by mycophenolic acid. Given
their free binding energies ranging from -9,5 to -8,7 kcal/mol, compared to -7,8 kcal/mol calculated
for the reference compound, an attempt was made to synthesize them.

According to the optimized dehydration protocol, it was possible to obtain 18 compounds
(A1-A18), with yields ranging from 43 to 100%. Notably, most of the derivatives do not require
chromatographical purification methods, while merely the washing step of the obtained
precipitates with cold solvents is needed. These derivatives are easily identified by NMR and MS
methods and show high purity (over 95%).

Subsequently, cytotoxicity and antiproliferative properties of given amides are discussed,
concerning T-Jurkat and PBMC cells. All of the analyzed compounds present lowered cytotoxicity
towards healthy cells (PBMC) in relation to mycophenolic acid, while one of them, A2, is
approximately as active as reference (ECso values are 0,85 and 0,49 pM, respectively), in T-Jukat
cells medium. Additionally, the GMP test has proven that amides act similarly to mycophenolic
acid by inhibiting IMPDH.

These studies allowed for the accentuation of benzo[d]oxazole derivatives as ones with
the highest potential in achieving antiproliferative properties with concomitantly reduced toxicity
towards healthy cells.

The part concerning ester derivatives is based on an assumption that the incorporation
of an autonomously antioxidative compound into the structural core of mycophenolic acid
enriches its antioxidative properties. These studies comprise both organic syntheses and
biological activity evaluation in vitro.

One can obtain a series of ester conjugates of mycophenolic acid (MP1-MP9, P1-P7),
based on naturally occurring phenolics, such as raspberry ketone or guaiacol, employing Steglich
esterification reaction protocol, with yields ranging between 12 and 55%. Although it is essential
to perform chromatographical purification methods, there is no need to introduce a protective
group onto free phenolic moiety in the mycophenolic acid core. The structure and purity of
analyzed compounds were confirmed using NMR, HPLC, and HR-MS techniques.

All of these conjugates were then studied under DPPH test conditions and some of them
exhibited the highest antioxidative potential, particularly P7 (ICso = 0,124 mM), P4 (ICso = 0,308
mM), and MP9 (ICso = 0,373 mM), which exceeded values obtained for referential mycophenolic
acid (ICso = 15,733 mM), mofetil mycophenolate (ICso = 18,962 mM), as well as vitamin C (ICso =
0,545 mM). The remaining conjugates presented moderate scavenging activity towards the DPPH
radical.

On this basis, the cytotoxic profile of the most promising compounds was acquired
towards the AsPC-1 cell line, which is associated with pancreatic cancer, particularly dependent

on reactive oxygen species. The results give out all derivatives to be in the same order of




magnitude of cytotoxicity as references (ICso = 1,740 uyM and 2,029 yM), though two orders
weaker than gemcitabine (ICso = 0,025 pM).

In the next step, the bioactivity of ester derivatives of mycophenolic acid against T-Jurkat
cells and PBMCs was measured. Almost half of them were more cytotoxic towards the healthy
cells model than the reference compounds. All of them are less potent against T-Jurkat cells,
typically bearing ICso values one order of magnitude greater than references. Performed
experiments also emphasize ECso values to be greater than that achieved by mycophenolic acid
for 12 out of 16 compounds towards PBMCs and 14 out of 16 against T-Jurkat cells. None of
them overcame the results attained for mofetil mycophenolate in both types of experiments.

Even though given esters were meant to be potent antioxidants, their basic
immunosuppressive activity, which is a result of the presence of mycophenolic acid structural
core, is still observed. The GMP test results, obtained for selected conjugates, demonstrated that
these compounds serve as IMPDH inhibitors, similar to mycophenolic acid and mofetil
mycophenolate.

The last part of the analyzed compounds comprises bioizosteres of mycophenolic acid.
By bioisosteric replacement, in this case, | understand the transformation of carboxylic acid moiety
into its: 1,3,4-oxadiazole (6 examples), 1,2,4-oxadiazole (6 examples) or non-cyclic (3 examples)
counterparts. Within the latter subclass, well-described hydroxamic acid is placed, as well as the
primary amide or hydrazide of mycophenolic acid, and all of them serve as internal references.
Structural modifications were introduced to attain a new molecular target for compounds bearing
mycophenolic acid structural core, with a concomitant window of opportunity for basic
immunosuppressive properties preservation. Nitrogen and oxygen atoms play a pivotal role in this
study, as their significance in bioisosteric replacement was demonstrated by previous
experiments conducted on A2.

With the aim of finding a new molecular target, reverse docking analysis was performed.
Its results highlighted histone deacetylase 6 (HDAC6) and IMPDH2 as proteins with which
designed ligands interact in a well-fitting manner. In the process of computational studies basic
physicochemical parameters and biological features of these compounds were also assessed
(with the SwissADME tool).

Twelve cyclic derivatives of mycophenolic acid were obtained, employing a dehydrative
cyclization protocol. Yields of these transformations range between 16 and 87% for 1,3,4-
oxadiazoles, and 22 to 44% for 1,2,4-oxadiazoles. Those achieved for non-cyclic variants, under
typical dehydrative conditions, are equal to 33, 66 and 92%. The structure and purity of analyzed
compounds were confirmed using NMR, HPLC and HR-MS techniques.

These bioisosteres were later on analyzed using screening tests over a wide span of
various cancer cell lines. The highest cytotoxic potential is observed for MPA-CO-NH-OH,
1340X_3-Py, and 1240X_Fur, although, collected CCso values are 2-3 times higher in order of
magnitude than references. In general, non-cyclic bioisosteres turned out to be more cytotoxic

than their cyclic counterparts. It can be associated with the superior ability of pharmaceutically




active mycophenolic acid to be released in the cell culture medium for non-complexed, linear
bioisosteres.

These derivatives are currently being studied concerning their enzymatic inhibitory
properties (HDACS6) at the Maria Sklodowska-Curie National Research Institute of Oncology, as
well as antiproliferative features against T-Jurkat and PBMCs at the Medical University of Gdansk.
The outcomes of these experiments would verify HDAC6-based computational studies and
establish the influence of introduced bioisosteric replacement on essential antiproliferative
activity.

In this study, 49 derivatives of mycophenolic acid were successfully synthesized and
preliminarily evaluated in vitro. This research serves as an attempt to identify potent lead
molecules with potential immunosuppressive properties similar to those of mycophenolic acid.
Their prospective utility was further analyzed through computational studies. Although none of
the conjugates exhibited superior antiproliferative activity compared to mycophenolic acid, some
demonstrated reduced cytotoxicity toward a healthy cell model, which could be considered a

driving factor behind the further probable reduction of adverse effects.
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Wykaz oznaczen i skrétéw
[H] — warunki redukujgce
[O] — warunki utleniajgce

1,10-phen — 1,10-fenantrolina

1,4-D — 1,4-dioksan

1240X — pochodne 1,2,4-oksadiazolu

1340X — pochodne 1,2,4-oksadiazolu

4-OH-TEMPO — rodnik 4-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylopiperydyn-N-oksylowy
Ac — grupa acetylowa

AcOEt — octan etylu

AcOH — kwas octowy

ADSL — adenylosukcynaza

ADSS — syntaza adenylosukcynowa

AMP — monofosforan adenozyny

Ar — argon (obecnos¢ gazu obojetnego)

AsPC-1 — linia komorek raka trzustki

BP — temperatura wrzenia

bpy — 2,2'-bipirydyl

Caco-2 — ludzkie komérki gruczolakoraka jelita grubego
Capan-1 — ludzkie komorki gruczolakoraka trzustki

CCso — 50% stezenie cytotoksyczne

CDI — 1,1'-karbonylodiimidazol

d — dzien (czas trwania reakcji)

DABCO — 1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktan

dba — dibenzylidenoaceton

DBU — 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en

DCC — N,N’-dicykloheksylokarbodiimid

DIPEA — N,N-diizopropyloetyloamina

DMAP — 4-dimetyloaminopirydyna

DMF — N,N-dimetyloformamid

DMSO — dimetylosulfotlenek

DND-41 — linia komodrek ostrej biataczki limfoblastycznej
DPQ — 3,3',5,5'-tetra-t-butylodifenochinon

ECso — 50% stezenie efektywne

EDCI — chlorowodorek 1-etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimidu
EDG — podstawnik elektronodonorowy

EtOH — etanol

EWG — podstawnik elektronoakceptorowy

GMP — monofosforan guanozyny

GMPS — syntaza monofosforanu guanozyny
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HATs — enzymy z grupy acetylotransferaz histonowych

HCT-116 — linia komodrek ludzkiego raka jelita grubego
HDACS6 — deacetylaza histonowa 6

HDACs — enzymy z grupy deacetylaz histonowych
HL-60 — linia komoérek ostrej biataczki promielocytowej

HOBt-H.O — monohydrat 1-hydroksybenzotriazolu
HO-NHsCl — chlorowodorek hydroksyloaminy

HT-29 — komérki ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego
ICs0 — 50% stezenie hamujgce

IMP — monofosforan inozyny

IMPDH — dehydrogenaza monofosforanu inozyny

IS — wewnetrzny wspotczynnik selektywnosci (biochemia)
K562 — linia komorek biataczki

LIHMDS — heksametylodisilazyd litu

LN-229 — linia komorek glejaka wielopostaciowego

MA — kwas Meldruma, 2,2-dimetylo-1,3-dioksano-4,6-dion
MeCN — acetonitryl

MesCl — chlorek mesylu, chlorek kwasu metanosulfonowego
MG-63 — linia komoérek kostniakomiesaka

MIC — minimalne stezenie hamujgce

MMF — mykofenolan mofetylu

MNNG — linia komorek kostniakomiesaka

MNNG/HOS — transformowana linia komorek kostniakomiesaka

MPA — kwas mykofenolowy

MW — mikrofale

NAD* — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (forma utleniona)
NADH — dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (forma zredukowana)
NBS — N-bromosukcynoimid

NCI-H460 — linia komérek wielkokomdrkowego raka ptuc

NHC — karbeny N-heterocykliczne

NIS — N-jodosukcynoimid

O.N. — przez noc (o prowadzeniu reakcji)

P.T. — transfer protonu, przeniesienie protonu

Pano — panobinostat

PBMCs — jednojgdrzaste komérki krwi obwodowe;j

PTSA — kwas p-toluenosulfonowy

Pv — grupa piwaloilowa, grupa 2,2-dimetylopropanoilowa

PvCI — chlorek piwaloilu, chlorek kwasu 2,2-dimetylopropanowego
Py — pirydyna

RNS — reaktywne formy azotu
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ROS
RT

Ss

SI

T3P
TBDMS
TBHP
TBTU
TEA
TEMPO
TEMPOH
TFA
THF
T-Jurkat
Tos

vis
XMP
XPhos
Y
Z-138

— reaktywne formy tlenu

— temperatura pokojowa

— siarka o$miocztonowa

— wspoiczynnik selektywnosci (biochemia)

— cykliczny bezwodnika kwasu propanofosfonowego

— grupa t-butylodimetylosililowa

— wodoronadtlenek t-butylu

— tetrafluoroboran 2-(1H-benzotriazol-1-ylo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy
— trietyloamina

— rodnik 2,2,6,6-tetrametylopiperydyn-N-oksylowy

— N-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylopiperydyna

— kwas trifluorooctowy

— tetrahydrofuran

— linia komorek biataczki limfocytowej

— grupa 4-metylobenzenosulfonowa

— Swiatto widzialne

— monofosforan ksantozyny

— dicykloheksylo[2',4",6'-tris(propan-2-ylo)[1,1'-bifenylo]-2-ylo]fosfan
— wydajnosc¢ procentowa (reakcji)

— linia komorek ostrej biataczki limfoblastycznej
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1. Wstep

Przeszczepianie narzgdéw odgrywa kluczowg role w medycynie akademickiej na catym
Swiecie i stato sie podstawowg metodg leczenia, ratujgcy i przedtuzajgca zycie w réznych stanach
klinicznych. Nerki, serce, watroba, ptuca i trzustka nalezg do najwazniejszych organéw
przeszczepianych rutynowo, ale istnieje takze wiele innych ukfadéw, ktére nie przyciggajg takiej
uwagi opinii publicznej, a sg nimi: jelito cienkie, skora, wigzadta, kosci i rogéwka. Transplantacje
tych ostatnich wykorzystuje sie w celu zapewnienia tymczasowej lub trwatej ulgi w réznych
schorzeniach. W ogoinym ujeciu, transplantacja ratuje, przediuza i podnosi jako$¢ zycia. Dla
przykfadu, udowodniono, ze przeszczepienie nerki zapewnia wiekszg przezywalnos¢ niz
hemodializy, czemu towarzyszy wyrazna poprawa dobrostanu pacjenta.

Przeszczep jest jedng z najbardziej ztozonych procedur medycznych, jakie cztowiek jest
w stanie wykonac, a podkresla to wiele kwestii, nie tylko zwigzanych z aspektami technicznymi.
Nalezg do nich: dopasowanie immunologiczne, kwestie etyczne, religijne i kulturowe oraz sposob
zarzgdzania i transportu. Nie bez znaczenia pozostaje takze problematyka okreslenia momentu
Smierci pnia mozgu, ktéra stanowi jeden z najbardziej kontrowersyjnych i trudnych aspektéw
etycznych w medycynie, na ktéry wiasnie wptywajg odmienne perspektywy kulturowe i religijne,
co jest tak istotne przy pozyskiwaniu organéw do przeszczepu [1].

Odrzucenie przeszczepu narzaddéw litych pozostaje powaznym wyzwaniem
w transplantologii, pomimo postepu w terapiach immunosupresyjnych. Ostre odrzucenie
alloprzeszczepu, stanowigce istotng bariere dla jego dtugoterminowego zachowania, nie tylko
zwieksza ryzyko stanu zwanego przewlektym odrzuceniem, ale takze znacznie skraca jego
zywotnos¢. Chociaz leki immunosupresyjne skutecznie zminimalizowaty czesto$¢ wystepowania
wczesnej utraty przeszczepu, z powodu ostrego odrzucenia, nie sg one jednak skuteczne
w leczeniu przewlektego odrzucania i wprowadzity nowe zagrozenia wtdrne, takie jak ciezkie
infekcje i nowotwory. Proces odrzucania obejmuje skomplikowane interakcje pomiedzy swoistg
i nieswoistg odpowiedzig immunologiczng, przy czym kluczowg role odgrywajg w nich limfocyty
T biorcy. Poprzez zjawisko allo-rozpoznawania, komorki T identyfikujg antygeny pochodzace od
dawcy, co prowadzi do ich aktywac;ji, proliferacji i réznicowania, tworzgc komorki efektorowe,
ktére migrujg do przeszczepu i powodujg uszkodzenie tkanki. Co wiecej, limfocyty T CD4,
podgrupa limfocytow T, utatwiajg limfocytom szpikozaleznym (limfocytom B) wytwarzanie
alloprzeciwciat potegujac odpowiedz immunologiczng przeciwko przeszczepowi. Mechanizmy te
podkreslajg ztozonos¢ procesu odrzucania przeszczepu i ciggtg potrzebe udoskonalenia strategii
terapeutycznych [2].

Stosowanie terapii immunosupresyjnej znaczgco zwieksza ryzyko rozwoju nowotworéw
ztosliwych, w tym chtoniakéw nieziarniczych oraz nowotworéw ptuc, watroby i nerek. Inne
nowotwory ztosliwe, takie jak nowotwory jelita grubego, pecherza moczowego, tarczycy, skory
oraz nowotwory przewodu pokarmowego (trzustka, przetyk, przewod zétciowy i jelito cienkie),
a takze nowotwory hematologiczne (ostre nowotwory ztosliwe, przewlekta biataczka szpikowa),

réwniez obserwuje sie ze znaczng czestoscig. Uwaza sie, ze przyczyny zwiekszonego ryzyka
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nowotworu sg wieloczynnikowe i obejmujg reaktywacje i proliferacje wiruséw onkogennych oraz
uposledzony system nadzoru immunologicznego z powodu dtugotrwatej immunosupresiji [3].

Udoskonalanie terapii immunosupresyjnych bedzie miato kluczowe znaczenie dla
przezwyciezenia ograniczen obecnie stosowanych strategii klinicznych. Postepy te powinny
koncentrowaé sie na ograniczeniu znaczgcych skutkbw ubocznych zwigzanych z istniejgcymi
lekami immunosupresyjnymi. Mozna to osiggnaé poprzez rozwoj nowych, bardziej selektywnych
lekow, lepiej tolerowanych przez pacjentow, a takze ciggtg optymalizacje istniejgcych protokotow
leczenia. Takie ulepszenia majg na celu zapewnienie skuteczniejszej immunosupresji przy
jednoczesnej minimalizacji dziatan niepozgdanych, co ostatecznie prowadzi do lepszego
dtugoterminowego przezycia przeszczepu.

Gléwnym wyzwaniem w przypadku obecnych terapii jest nadmierna immunosupresja
i toksyczno$¢ polekowa, ktére przyczyniajg sie do przewleklej dysfunkcji przeszczepu
i podwyzszajg ryzyko wystgpienia zdarzenia sercowo-naczyniowego u wielu pacjentow
poddawanych leczeniu podtrzymujacemu. Dodatkowo, dziatania niepozgdane zwigzane z tymi
lekami czesto prowadzg do nieprzestrzegania zalecen przez pacjenta, zwiekszajgc ryzyko
ostrego odrzucenia i powstania przeciwciat przeciwko ludzkiemu antygenowi leukocytowemu
(HLA), ktére wiodg organizm do samozwalczania organu po transplantacji. Co wazne, obecne
protokoty immunosupresyjne wykazujg ograniczong skuteczno$¢ w zapobieganiu przewlektiemu
odrzuceniu za posrednictwem przeciwciat. Stad, ograniczenie skutkéw ubocznych zwigzanych
z lekami i usprawnienie zapobiegania rozwojowi przeciwciat HLA majg kluczowe znaczenie
w osigganiu lepszych, dlugoterminowych wynikéw u pacjentéw po przeszczepach [4].

Ponizej zaprezentowano zestaw zagadnien odnoszgcych sie do znanego z zastosowan
klinicznych zwigzku, jakim jest kwas mykofenolowy, ktéry jako immunosupresant wywiera szereg
powaznych skutkdw ubocznych u pacjentéw po przeszczepie organow, a takze leczonych
z powodu wystgpienia niektérych choréb autoimmunologicznych [5]. W opracowaniu tym uwaga
koncentrowana jest na przeksztatceniach strukturalnych omawianej czasteczki, w obrebie
terminalnej grupy karboksylowej, ktére doprowadzg do zmienionej farmakokinetyki i tym samym
modyfikacji objawéw niepozgdanych. Strategia ta zaktada wykorzystanie badanh obliczeniowych,
syntezy oraz oceny biologicznej.

Dodatkowym celem badanh jest poszukiwanie innych aktywnosci biologicznych MPA,
szczegollnie w kontekscie proceséw karcynogenezy. Jednym z podej$¢ jest wprowadzenie
naturalnych motywéw fenolowych, znanych ze swoich wiasciwosci antyoksydacyjnych, do
struktury MPA. Choc¢ dziatanie antyoksydacyjne nie zawsze przynosi jednoznacznie pozytywne
skutki [6], takie modyfikacje mogg prowadzi¢ do nowych potencjalnych zastosowan
terapeutycznych.

Drugg z nich jest proba wykorzystania zjawiska podstawienia bioizosterycznego
w osigganiu celu epigenetycznego jakim jest enzym z grupy deacetylaz histonowych — HDACSG.
Inhibicja HDACG6, jako potencjalnego celu molekularnego stanowi obiecujgcg $ciezke

w poszukiwaniu nowych strategii terapeutycznych. Badanie interakcji projektowanych
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bioizosteréw z HDAC6 moze nie tylko potwierdzi¢ skuteczno$¢ zastosowanej metodologii, ale
réwniez wskaza¢ nowe klasy enzyméw jako cele terapeutyczne.

Dazenie do opracowania nowych analogéw kwasu mykofenolowego przyczynia sie do
postepu w rozwoju skutecznych lekéw, w tym immunosupresyjnych i przeciwnowotworowych,
charakteryzujgcych sie ograniczonymi skutkami ubocznymi. Niniejsza praca w catosci
poswiecona jest tej tematyce i stanowi zaledwie wstep do zrozumienia ztozonosci problematyki

odrzutu organdw po przeszczepie i mechanizmoéw zaangazowanych w procesy nowotworzenia.
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2. Kwas mykofenolowy (MPA)

2.1. Informacje ogédine

kwas mykofenolowy
(MPA)

Rysunek 1. Wzér strukturalny kwasu mykofenolowego (MPA)

MPA (nazwa systematyczna: kwas (E)-6-(4-hydroksy-6-metoksy-7-metylo-3-okso-1,3-
dihydroizobenzofuran-5-ylo)-4-metyloheks-4-enowy) to zwigzek organiczny przynalezacy do
klasy mykotoksyn, a takze meroterpenéw (Rysunek 1). W swej strukturze posiada uktad ftalidowy
podstawiony dtugim tahncuchem bocznym pochodzenia izoprenoidowego. Jest to zwigzek
wielofunkcyjny, zbudowany z kilku grup funkcyjnych takich jak: wolna grupa karboksylowa, wolna
grupa fenolowa, ugrupowanie metoksylowe, a takze pierscien laktonowy. Jako zwigzek
aromatyczny, ktory zostat podstawiony w kazdej dostepnej pozyciji pierscienia benzenowego, ma
znacznie uproszone widmo protonowe magnetycznego rezonansu jgdrowego, bez sygnatow
z zakresu charakterystycznego dla protonéw aromatycznych, co czyni proby jego prostej
funkcjonalizacji niezwykle prostymi w interpretacji tg technikg. Powyzej przedstawiony jest jego
wzor strukturalny.

Po raz pierwszy zostat wyizolowany przez wioskiego lekarza Bartolomeo Gosio w 1893
roku z grzybdéw z rodziny Penicillium (najpewniej gatunku brevicompactum) w czasie jego badan
nad etiologig pelagry. Zwigzek ten mozna uzna za pierwszy wyizolowany i oczyszczony
antybiotyk. Najwiekszy przetom w rozumieniu wtasciwosci MPA przyniosty dopiero lata 90. XX
wieku, gdy zwigzek ten okazat sie mie¢ wtasciwosci immunosupresyjne. Wczesniej jednak, miat
on szereg réznych zastosowan i byt badany pod katem wiasciwosci antybiotycznych, miedzy
innymi przeciwko gronkowcowi ztocistemu. Obecnie funkcjonuje kilka zwigzkéw chemicznych
bedacymi pochodnymi MPA, ktére sg stosowane klinicznie w profilaktyce odrzutu organéw po
przeszczepie. Ich zastosowanie zwigzane jest ze stabg rozpuszczalnoscig i tym samym — niskg
biodostepnoscig MPA, zatem stanowig odpowiedz na jego pierwotne, niedoskonate wtasciwosci

fizykochemiczne [7].

2.2. Metody otrzymywania

Otrzymywanie MPA to zagadnienie niezwykle wazne z punktu widzenia pozyskiwania
lekéw stosowanych w profilaktyce odrzutu organdéw po przeszczepie. Synteza tak ztozonego
zwigzku wielofunkcyjnego jest praktycznie nieoptacalna, wychodzac z bardzo prostych
substratow, jednak stanowi istotny przeglad metod i technik stosowanych w chemii organiczne;j.
W praktyce, zwigzek ten obecnie pochodzi z przemystowych proceséw fermentacii,

korzystajagcych z grzybow gatunku Penicillium brevicompactum, ktére poza wiekszg
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efektywnos$cig charakteryzujg sie mniej negatywnym oddziatywaniem na $rodowisko. W tym
podrozdziale znajduje sie kilka przyktadow metod syntezy totalnej MPA, a takze kroétki opis oparty

o techniki bioinzynieryjne.

2.2.1. Synteza totalna

Synteza totalna to poddziedzina chemii organicznej, zwigzana z prébg syntezy zwigzkow,
o zwykle bardzo skomplikowanej strukturze, spotykanych w naturze. Cho¢ jest to silnie
naktadochtonna aktywnos$é naukowa, dostarcza wielu istotnych wnioskéw o potencjalnych
mechanizmach (bio)syntezy, a takze rozwija metodologie pracy ze zwigzkami wielofunkcyjnymi.
Najwiekszym autorytetem zwigzanym z tg dziedzing jest niewatpliwie R. B. Woodward, ktéry za
swe dokonania z zakresu syntezy organicznej (miedzy innymi synteza chininy, cholesterolu, czy
chlorofilu) zostat uhonorowany Nagrodg Nobla w roku 1965.

Pierwsza synteza totalna MPA zostata odnotowana w roku 1969 przez zesp6t A. Bircha,
a prace nad udoskonaleniem i modyfikacjg jej trwajg do dzis. Metody te stanowig kompendium
wiedzy o chemii organicznej, gdyz korzystajg zaréwno z historycznych, jak i nowoczesnych
technik. W niniejszym punkcie rozdziatu zostaty przedstawione trzy najnowsze metody syntezy
MPA, z przedstawieniem ich w formie graficznej oraz zgrubnym omowieniem poszczegdinych
etapow. Dla porzadku, wyliczona zostata wydajno$¢ catkowita tych przemian, aby méc przyjac

jakis punkt odniesienia.
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2.2.1.1. Metoda A. Covarrubias-Zuniga (2003)
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Schemat 1. Synteza totalna MPA opracowana przez zespoét A. Covarrubias-Zuniga (2003)

Zaprezentowana powyzej (Schemat 1) metoda syntezy totalnej MPA charakteryzuje sie
wykorzystaniem stosunkowo fatwo dostepnych substratéw, takich jak: chlorek geranylu, czy

3-oksopentano-1,5-dionian dimetylu. Reagenty te, po przeprowadzeniu alkilowania ekwiwalentu
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karbonylowego, ulegajg reakcji z alkynalem, tworzgc zwigzek aromatyczny, pochodng rezorcyny,
w jednym kroku, z wysokg regioselektywnoscig. Wolne grupy fenolowe ulegajg nastepnie
alkilowaniu z wykorzystaniem jodku metylu. Wprowadzona wraz ekwiwalentem alkynowym grupa
formylowa redukowana jest nastepnie do metylowej, korzystajac z jej konwersji w alkohol typu
benzylowego, transformacji powstatego zwigzku w ester kwasu metanosulfonowego i substytucje
nukleofilowg anionem wodorkowym, dostarczanym wraz z borowodorkiem sodu. Zamkniecie
drugiego pierécienia — laktonowego — mozliwe jest dzieki hydrolizie grup estrowych
pozostajgcych w uktadzie i wewnatrzczgsteczkowg cyklizacje, jaka obserwowana jest w wyniku
ich interakcji. tancuch boczny skracany jest nastepnie z wykorzystaniem reakcji ozonolizy.
Powstaty aldehyd transformuje sie nastepnie w ester metylowy na drodze: utleniania
odczynnikiem Jonesa i metylowania z wykorzystaniem diazometanu, bez izolacji produktu
posredniego. Selektywne rozszczepienie eteru przy pomocy trichlorku boru i pézniejsza hydroliza
zasadowa, prowadzg do pozyskania produktu koncowego — MPA [8-9]. Wydajnos$¢ catkowita
tego wariantu syntezy totalnej MPA, cho¢ nie uwzglednia pierwszego etapu alkilowania

z wykorzystaniem chlorku geranylu, wynosi 4,47%.
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2.2.1.2. Metoda A. Barretta (2013)
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Schemat 2. Synteza totalna MPA opracowana przez zespot A. Barretta (2013)
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Niniejsza metoda (Schemat 2), opracowana przez zespét A. Baretta, bazujgca na
podejsciu biomimetycznym (przypominajgcym w swym zamy$le droge biosyntezy czgsteczek
zachodzgcg w organizmach zywych, np. grzybach), rozpoczyna sie od O-acylowania dostepnego
handlowo alkoholu alllowego kwasem Meldruma. Powstaty na tym etapie poétester kwasu
malonowego transformowany jest w odpowiedni chlorek kwasowy. Ulega on nastepnie substytucji
nukleofilowej w uktadzie acylowym, gdzie role nukleofila petni karboanion 2,2,6-trimetylo-4H-1,3-
dioksyn-4-onu, zblizonego strukturg do kwasu Meldruma, wtérnie dostarczajgcego do czgsteczki
wolnej grupy fenolowej oraz grupy karboksylowej sktadajgcej sie na lakton (uktad ftalidowy)
w MPA. We fragmencie ketoestru dochodzi nastepnie do kondensacji Claisena z chlorkiem
kwasu 2-acetoksyoctowego. Powstalty zwigzek ulega podzniej reakcji dekarboksylaciji
katalizowanej zwigzkiem palladu(0), gdzie dtuzszy fragment alkenylowy, pochodzacy od alkoholu
allilowego, migruje do motywu 2,2,6-trimetylo-4H-1,3-dioksyn-4-onu. Morfolina katalizuje
w dalszej kolejnosci odwadniajgcg reakcje cyklizacji do pochodnej rezorcynolu. Kolejno:
metylowanie wolnej grupy fenolowej oraz hydroliza uktadu 1,3-dioksyn-4-onu, a takze grupy
acetoksylowej,

i laktonizacja, prowadzg do powstania czgsteczki demetylowanego mykofenolanu metylu. Ze
wzgledu na trudno$é w uzyskaniu jodoarenu i koncepcyjne wykorzystanie go w reakgcji Stillego,
badacze zastosowali metodologie jodowania wigzania podwdjnego w tancuchu bocznym, ktéra
zachodzi z jednoczesng cyklizacjg do chiralnego eteru. Uklad taki, poddany dziataniu NBS
w Srodowisku kwasu siarkowego(VI) tworzy nastepnie bromoaren. Ten ostatni zas, poddany
dziataniu adduktu DABCO-(AIMes)2, ulega metylowaniu w pierécieniu aromatycznym, lecz takze
wigzanie podwodjne w fancuchu bocznym ulega odtworzeniu (z rozszczepieniem eteru
chiralnego). Powstaty mykofenolan metylu poddany jest nastepnie hydrolizie do pozadanego

produktu kohcowego [10, 11]. Wydajnos¢ catkowita tej syntezy totalnej wynosi 5,71%.
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2.2.1.3. Metoda D. Churchilla (2018)
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Schemat 3. Synteza totalna MPA opracowana przez zesp6t D. Churchilla (2018)

Synteza totalna MPA opracowana przez zesp6t D. Churchilla (Schemat 3) to metoda
charakteryzujgca sie prostota, w kontekscie zredukowanej liczby etapdw, a takze brakiem
koniecznosci zastosowania zabezpieczenia wolnej grupy fenolowej. Rozpoczyna sie od
dostepnego w handlu zwigzku typu allenylowego, ktéry pod wptywem NBS tworzy pochodng
furan-2-onu. Jest to przemiana, w ktérej intermediat — bromohydryna, ulega cyklizacji.
W przytoczonych warunkach, furan-2-on, ulega enolizacji, jego grupa hydroksylowa
zabezpieczeniu z wykorzystaniem chlorku piwaloilu, co prowadzi do wytworzenia uktadu
furanowego, sktonnego do reakc;ji Dielsa-Aldera z bezwodnikiem maleinowym. Powstaty zwigzek
bicykliczny poddany reakcji z kwasem siarkowym(VI) ulega odwadniajgcej aromatyzacji do
podstawionego bezwodnika ftalowego. Jego selektywna redukcja z wykorzystaniem
borowodorku sodu prowadzi do powstania istothnego elementu struktury MPA — ftalidu
(izobenzofuran-1(3H)-on). Obecny w uktadzie podstawnik halogenkowy ulega nastepnie

podstawieniu anionem metanolanowym, w warunkach katalizy bromkiem miedzi(l).
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Wprowadzenie atomu jodu w jedyng wolng pozycje uktadu aromatycznego doprowadza do
powstania odpowiedniej jodopochodnej aromatycznej. Ta zas, w warunkach reakgji Stillego, pod
wplywem zwigzku cynoorganicznego i katalizy zwigzkami palladu, ulega sprzegnieciu do estru
metylowego MPA. Jego hydroliza zasadowa prowadzi do pozgadanego produktu koricowego [10,

12]. Wydajnos¢ tej syntezy totalnej wynosi 14,60%.

2.2.2. Biologiczne metody otrzymywania

Ze wzgledu na to, ze MPA oraz jego proleki stosowane sg na szerokg skale w praktyce
klinicznej, konieczne byto opracowanie wysokowydajnej i efektywnej syntezy. Cho¢ najnowsze
doniesienia literaturowe wskazujg na 14,60% wydajnosci catkowitej dla jego syntezy totalnej, nie
jest to warto$¢ zadowalajgca, pozwalajgca na wysycenie potrzeb przemystu farmaceutycznego,
a koszt reagentdw niemal uniemozliwia przeniesienie syntezy ze skali laboratoryjnej na
wielkoskalowg. Naprzeciw wysokiemu zapotrzebowaniu wychodzi metoda biotechnologiczna,
w ktorej odpowiednio zaprojektowane organizmy produkujg te czgsteczke w sposoéb przyjazny
srodowisku i 0 nizszym nakfadzie finansowym.

Biosynteza MPA obserwowana w komérkach grzybow, szczegdlnie z gatunku Penicillium
brevicompactum, obejmuje szlak wykorzystujgcy acetylo-CoA i malonylo-CoA, jako elementy
budujgce ukfad ftalidowy, kierowany przez enzym — syntaze poliketydowg (PKS) znany jako
MpaC. Szlak ten obejmuje szereg reakcji tworzacych szkielet tetraketydowo-poliketydowy, ktory
ulega metylowaniu i prenylowaniu (istotne dla ukonstytuowania tancucha bocznego), wtérnie
osiggajagc strukture MPA. Szlak ten podkresla integracje biosyntezy poliketydéw i terpendw,
skfadajgcy sie na bioaktywng czgsteczke MPA [13].

W patencie, ktérego ochrona juz wygasta, opisano metode fermentacyjng wytwarzania
MPA przy uzyciu zmutowanych szczepow grzybdw Penicillium brevicompactum. W pierwszym
etapie, szczep rodzicielski, zdolny do wytwarzania MPA, poddaje sie ekspozycji na mutageny,
takie jak N-metylo-N'-nitro-N-nitrozoguanidyna Ilub promieniowanie ultrafioletowe, w celu
wytworzenia mutantéw odpornych na okreslone czynniki hamujgce. Do pozywki hodowlanej
dodaje sie klofibrat, zwigzek toksyczny dla pierwotnego szczepu, umozliwiajgc wzrost i tworzenie
kolonii jedynie opornym mutantom. Niektére z nich uodparnia sie dodatkowo na inne zwigzki
chemiczne, takie jak chlorki alkilotrimetyloamoniowe, co dodatkowo zwieksza wydajnosc
produkcji MPA. Ma to na celu wyselekcjonowanie wysoce odpornych szczepdéw, zdolnych do
wysokowydajnej produkciji MPA.

Po selekcji, oporne mutanty grzybéw Penicillium hoduje sie w aerobowym Srodowisku
fermentacyjnym, w specjalnie opracowanej pozywce odzywczej, ktéra wspiera wzrost komoérek
i synteze MPA. Pozywka bogata w glukoze, aminokwasy i sole nieorganiczne jest
zoptymalizowana pod katem rozwoju grzybow i efektywnej akumulacji MPA w okresie fermentacji
trwajgcym od 6 do 14 dni. Po tym czasie, zwigzek ekstrahuje sie z pozywki hodowlanej za pomocag
klasycznych technik rozdzielania, na przyktad: chromatografia jonowymienna, zapewniajgc
ekonomicznie uzasadniong wydajnos¢ otrzymywania MPA, wysycajgc zapotrzebowanie

przemystu farmaceutycznego [14].
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W literaturze mozna takze znalez¢ metode fermentacji na fazie statej (ang. solid state
fermentation, SSF) z uzyciem Penicillium brevicompactum w bioreaktorze z wypetieniem,
wykazujgc przewage tej metody nad fermentacjg w zanurzeniu (ang. submerged fermentation,
SmF). W SSF jako wsad zastosowano kasze jeczmienng (ktéra okazata sie w trakcie
optymalizacji procesu lepsza niz otreby pszenne, owies, czy ryz), uzyskujgc znacznie wyzsze
stezenia MPA w poréwnaniu do SmF. Optymalne warunki dla SSF obejmowaty wilgotnosé
wzgledng réwng 70%, inkubacje w temperaturze 26°C i stezenie materiatu mikrobiologicznego
(inokulum) réwne 6%. Stezenie MPA osiggniete w przypadku SSF (1219 mg/L) byto okoto 20
razy wyzsze niz w SmF. Zastosowanie substratow w fazie statej zminimalizowato réwniez
problemy, takie jak represja kataboliczna i wysokie zapotrzebowanie na wode, ktére sg
powszechne w fermentacjach w fazie cieklej.

Zastosowanie bioreaktora z wypetnieniem umozliwito lepszg dystrybucje tlenu i stabilne
warunki srodowiskowe, co skutkowato szczytowg produkcjg MPA wynoszacg 6882 mg/kg po 168
godzinach. Potwierdzito to potencjat aplikacyjny metody w wiekszej skali produkcyjnej oraz
skalowalno$¢ procesu SSF w syntezie MPA. Stanowi to obiecujgcg, wydajng i optacalng
alternatywe wobec SmF w produkcji wielkoskalowej, oferujgc takze zmniejszone wymagania co

do sterylnosci prowadzonego procesu, tak istotng dla SmF [15].

2.3. Mechanizm dziafania

W niniejszym podrozdziale przedstawiony zostat ogélny mechanizm dziatania MPA (oraz
wtérnie — jego prolekdw), to jest: inhibicja enzymu IMPDH, zalokowany w kontekscie syntezy
nukleotydéw purynowych drogg de novo. Zaprezentowana zostata zalezno$¢ struktura-
aktywnos¢ dla czasteczki MPA w odniesieniu do jego podstawowych wiasciwosci
immunosupresyjnych. Omowione zostaty takze dwie podstawowe izoformy enzymu IMPDH, ze
wskazaniem typowego miejsca wystepowania i podkresleniem potencjalu wynikajgcego
z projektowania lekoéw selektywnie hamujacych dany izozym. Pozwoli to na uwidocznienie
elementow struktury MPA kluczowych dla jego wtasciwosci antyproliferacyjnych.
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2.3.1. Ogéiny mechanizm dziatania
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Schemat 4. Biosynteza nukleotydéw purynowych szlakiem de novo
IMPDH (ang. inosine-5-monophosphate dehydrogenase) — dehydrogenaza

monofosforanu inozyny; enzym z grupy oksydoreduktaz, odpowiedzialny za transformacje IMP

(monofosforanu inozyny) do XMP (monofosforanu ksantyny) przy udziale NAD* (formy utlenionej

dinukleotydu nikotynamidoadeninowego) oraz wody. Transformacja ta jest etapem posrednim

w syntezie nukleotydéw guanylowych szlakiem de novo, na ktére ogromne zapotrzebowanie ma

szybko wzrastajgca komorka. Pomimo mozliwego wykorzystania szlaku odzysku (ang. salvage

pathway) do syntezy nukleotydéw guanylowych, nie pokrywa on zapotrzebowania dynamicznie

proliferujgcych komoérek, co podkresla jak istotny jest to enzym, szczegdlnie dla komoérek raka,

czy zainfekowanych wirusem. Biosynteza nukleotydéw purynowych petni wazna role w proliferacji

limfocytow. Te ostatnie, np. limfocyty T i B, intensywnie sie namnazajg w przebiegu choréb
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autoimmunologicznych, dlatego hamowanie IMPDH jest tak istotng strategia w terapiach

immunosupresyjnych. Inhibicja tego enzymu moze doprowadzi¢ do przekierowania biosyntezy

nukleotyddéw purynowych w kierunku nukleotydéw adenylowych, a te ostatnie, w nadmiarze mogg

hamowac¢ wtorne reakcje biochemiczne odpowiedzialne za poprawne wzrastanie komorki.

Wywotanie takiej nierbwnowagi ma znacznie powazniejsze skutki w funkcjonowaniu komaérki niz

zwyczajny brak jednego z nukleotydow. MPA jest antykompetycyjnym (ang. anti-competitive,

uncompetitive) inhibitorem IMPDH. Oznacza to, ze zwigzek ten wigze sie jedynie z przejsciowym

kompleksem substrat-enzym, a nie jak w przypadku inhibicji niekompetycyjnej (ang. non-

competitive) — z enzymem niezaleznie od obecnosci substratu [7]. Sciezka syntezy nukleotydéw
purynowych przedstawiona jest powyzej (Schemat 4).
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Schemat 5. Mechanizm transformacji IMP w XMP katalizowanej IMPDH
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Transformacja, w ktérej uczesniczy IMPDH, czyli przemiana IMP do XMP, biegnie przez
dwa etapy: (1) przeniesienie anionu wodorkowego z IMP do NAD* (utlenianie) z wytworzeniem
intermediatu oraz (2) nastepcza jego redukcja. Enzym w trakcie tych przemian dokonuje istotnych
zmian konformacyjnych, z wariantu otwartego na zamkniety. Przemiany te sg mozliwe dzieki:
migracji powstatego NADH z miejsca aktywnego i pdzniej — ruch podstruktury biatka, ktéra
zbudowana jest z diady katalitycznej Arg418-Tyr419, zdolnej do katalizowania hydrolizy
intermediatu Il, rowniez w miejscu aktywnym proteiny, z wytworzeniem produktu koncowego.

Mechanizm transformacji jest mozliwy dzieki wykorzystaniu elementéw struktury biatka.
Podjednostka Arg418 ma kluczowe znaczenie w aktywacji wody jako nukleofila na etapie
hydrolizy, zas Thr321 pomaga aktywowac katalityczng cysteine (Cys319) podczas etapu
utleniania. Co istotne, mechanizm ten obejmuje odwracalne otwieranie i zamykanie miejsca
aktywnego, a ta elastyczno$¢ konformacyjna ma kluczowe znaczenie dla zdolnosci enzymu do
zakonczenia obu reakcji. Co wiecej, kationy jednododatnie, takie jak potas, pomagajg
w stabilizacji tych przej$¢ konformacyjnych, dopetniajgc konwersje IMP do XMP [7]. Mechanizm

tej transformacji przedstawiony jest powyzej (Schemat 5).

INTERAKCJE W CENTRUM AKTYWNYM IMPDH

Rysunek 2. Oddziatywania niekowalencyjne w miejscu aktywnym enzymu IMPDH, w ktérym umieszczona
zostata czgsteczka MPA

MPA jako silnym inhibitor IMPDH wigze sie z domeng nikotynamidowg miejsca
aktywnego i wychwytuje intermediat procesu transformacji IMP do XMP. Niemoznos¢ zajscia
hydrolizy produktu przejsciowego, hamuje wytwarzanie nukleotydéw guanylowych, niezbednych
do proliferacji komdrek. Na podstawie analizy krysztalu MPA-intermediat stwierdzono, ze
pomiedzy MPA a enzymem, a takze wodg konstytucyjna, tworzg sie liczne oddziatywania
niekowalencyjne, w tym Van der Waalsa i wigzania wodorowe. Do najwazniejszych oddziatywan
nalezg: (a) wigzanie wodorowe pomiedzy atomami tlenu grupy karboksylowej laktonu z jednostkg
Gly326, (b) oddziatywanie pomiedzy wolng grupg fenolowg i atomem tlenu grupy karbonylowej
laktonu z Thr333, (c) wigzanie wodorowe pomiedzy grupg fenolowg i czgsteczkg wody z GIn441,
(d) oddziatywanie Ser276 z grupg karboksylowg MPA. Reszta interakcji pomiedzy elementami
struktury MPA a podjednostkami aminokwasowymi enzymu odpowiada za stabilizacje kompleksu
(Rysunek 2) [7, 16].
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2.3.2. Zalezno$¢ struktura-aktywno$c¢ w aktywno$ci immunosupresyjnej

PODSUMOWANIE SAR DLA MPA

Rysunek 3. Zalezno$¢ struktura-aktywnos$¢ dla czasteczki MPA

Struktura MPA moze by¢ modyfikowana na wiele roznych sposoboéw, jednak wiekszosé
pochodnych odnotowanych w literaturze, ktére w wyniku transformacji biochemicznej nie
uwalniaty wolnej czgsteczki MPA, prezentowaty obnizong aktywnosé¢ lub jej catkowity zanik.
Nalezy dodac, iz odnosi sie do podstawowych wiasciwosci immunosupresyjnych MPA, a nie do
innych, bazujgcych na odmiennych mechanizmach molekularnych.

Mozna wyrézni¢ kilka kluczowych elementdw zaleznosci struktura-aktywnosé
(ang. structure-activity relationship, SAR), okreslonych w oparciu o modele zwierzece:
chtoniakomiesaka (ang. lymphosarcoma) mysiego oraz w odniesieniu do fibroblastéw mysich. Do
zachowania aktywnosci konieczna jest obecnos¢ wolnego ugrupowania karboksylowego
w tancuchu bocznym, a jej wymiana na ukfad tetrazolowy, amid pierwszorzedowy, czy grupe
nitrylowg prowadzi do zwigzkéw nieaktywnych.

Ponadto, uwodornienie wigzania podwdéjnego pomiedzy atomami wegla 2’ i 3’ w tancuchu
bocznym, doprowadzito do 15-krotnego spadku aktywnosci w stosunku do MPA, wskazujac na
istotnos¢ tego wigzania nienasyconego. W natywnej strukturze MPA, wigzanie to okreslone jest
izomerig (E), a wszelkie zmiany, to jest: zastgpienie go wigzaniem podwdjnym o izomerii (Z),
wymiana na ukfad alkinylowy, bgdz allenylowy, a takze cyklopropylowy, doprowadzity do
znaczgcej redukcji bioaktywnosci.

Do petnej aktywnosci MPA, koniecznym jest, by grupa fenolowa w pozycji 7 pozostata
niepodstawiona lub wprowadzone ugrupowanie ulegato lizie w ustroju. Podmiana wolnej grupy
fenolowej na tiofenolowg, modyfikacje w ramach uktadu laktonowego, czy zmiana dtugosci
tancucha bocznego, drastycznie obnizajg podstawowag aktywnos¢ MPA. Podstawienie
bioizosteryczne pierscienia laktonowego na odpowiedni N-glutarimid, takze nie pozwolito na
zachowanie bazowej bioaktywnosci.

Podstawnik metylowy w pozycji C4 oraz metoksylowy, C5, takze odgrywa istotng role
w aktywnosci MPA. Usuniecie tego pierwszego lub wydtuzenie tancucha weglowego w grupie
metoksylowej, lub transformowanie jej w wolng grupe fenolowa, takze daty zwigzki o niskiej
aktywnosci, okoto 4-15 razy mniejszej niz wzorcowy MPA [17].

Zakonserwowanie struktury MPA konieczne jest do osiggniecia wilasciwosci
immunosupresyjnych tej czgsteczki. Jakakolwiek funkcjonalizacja mozliwa jest jedynie poprzez
wprowadzenie grup labilnych, ktére rozpadajgc sie, wydzielajg wolny MPA. Do takich zmian
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nalezy transformowanie MPA w estry, amidy, czy tez ich mniej stabilne bioizostery, cho¢ istniejg
przestanki zwigzane z uwalnianiem wolnych kwaséw, pod wptywem dziatania cytochromow,
Z bardziej stabilnej struktury 1,3,4-oksadiazolu [18]. Na poczatku punktu rozdziatu zamieszczona
jest grafika (Rysunek 3) podsumowujgca elementy struktury MPA istotne dla jego bioaktywno$ci.

2.3.3. Izoformy enzymu IMPDH

Ludzie, a takze wiele innych organizmow ssaczych, posiadajg dwa geny IMPDH kodujace
dwa izozymy: IMPDH1 oraz IMPDH2. Chociaz hIMPDH1 (h oznacza ludzki wariant) wystepuje
gtéwnie w siatkdbwce, sledzionie i spoczynkowych komoérkach jednojgdrzastych krwi obwodowe;j,
obie izoformy ulegajg ekspresji w réznym stopniu w wiekszosci tkanek. Z punktu widzenia
istotnosci IMPDH, przeprowadzone zostaty testy na modelu mysim, w ktérych wykazano, ze
knockout mIMPDH1 (strategia zwigzana z inaktywacjg gendéw, stosowana w celu okreslenia
petnionej przez niego funkcji) spowodowat jedynie tagodna retinopatie, zas§ mIMPDH2 — Smier¢
w trakcie rozwoju embrionalnego. Zazwyczaj, ekspresja enzymu hIMPDH1 utrzymana jest na
niskim poziomie, podczas gdy hIMPDH2 wzrasta podczas proliferacji i transformacji komorek,
cho¢ obserwowane sg wyjatki od tej zaleznosci.

Ponadto, inhibicja IMPDH, prowadzgc do zmniejszenia sie¢ rezerwuaru nukleotydow
guanylowych, podwyzsza intensywnosé zachodzenia transkrypcji w niektérych typach komorek.
Co wazne, w sytuacji, gdy limfocyty sg aktywne, zaréwno poziom mRNA przenoszgcego
informacje o hIMPDH1, jak i hIMPDH2 jest podwyzszony, a to jest istotne z punktu widzenia
uzywania inhibitoréow IMPDH w terapiach immunosupresyjnych. Ogdlnie przyjmuje sie, ze
hIMPDH2 jest dobrym celem molekularnym w projektowaniu terapii przeciwnowotworowych,
wskazujgc na koniecznos¢ nacelowania nowych inhibitoréw na te izoforme, cho¢ w literaturze
mozna sie réwniez natkngC na takie opracowania, ktére wskazujg, iz hamowanie samego
hIMPDH1 jest wystarczajgce do inhibicji procesu angiogenezy, tym samym wskazujgc na
niejednoznacznos¢ w tym zagadnieniu i koniecznos¢ przeprowadzenia doktadniejszych badan
biologicznych.

Podstawowe warianty hIMPDH1 i hIMPDH2 skfadajg sie z 514 reszt aminokwasowych,
wykazujgc az 84% podobiehstwo, i sg one niemal nierozréznialne pod wzgledem wtasciwosci
kinetycznych. hIMPDH1 mozna spotka¢ rowniez w dwdch formach wydtuzonych, w ktérych biatka
te zawierajg dodatkowe sekwencje aminokwasowe. Konieczne jest jednak dalsze, dogtebne
badanie nad tymi izozymami, aby opracowa¢ specyficzne ich inhibitory, ktére mogtyby postuzyé

w terapiach przeciwnowotworowych i immunosupresyjnych [19].

2.4. Wiasciwosci biologiczne

Wraz z odkryciem MPA w grzybach, zwigzek ten kojarzony byt z wiasciwosciami
antybiotycznymi. Cho¢ dopiero po ponad 100 latach od odkrycia znalazt swoje przeznaczenie
w immunosupresji, jego zbior zastosowan jest dosy¢ szeroki. Na szczegdlng uwage zastugujg
wlasnosci przeciwwirusowe oraz przeciwnowotworowe, oparte czesto o modyfikowanie

odpowiedzi uktadu immunologicznego, spéjne z wtasciwosciami immunosupresyjnymi.
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2.4.1. Aktywno$c¢ przeciwdrobnoustrojowa

W tym punkcie rozdzialu zaprezentowane sg pokrétce  witasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe MPA. Cho¢ zwigzek ten ma pewne wiasciwosci przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybowe i przeciwwirusowe, nie jest on stosowany w praktyce klinicznej w zwalczaniu
choréb powodowanych przez te mikroby. Jego gtéwna bioaktywnos¢ oparta jest na potencjale
immunosupresyjnym, cho¢ przestanki ptyngce z badan in vitro w obecnosci wybranych
mikroorganizméw, budzg pewne nadzieje w osigganiu efektéw synergistycznych
w prowadzonych terapiach zapobiegajgcych odrzutom przeszczepdéw. Literatura dostarcza
najwiecej przestanek o wtasnosciach przeciwwirusowych MPA, wskazujgc potencjalny kierunek

rozwoju tego tematu w oparciu o ten rodzaj drobnoustrojow.

2.4.1.1. Wiasciwosci przeciwbakteryjne

Aktywnos$c¢ przeciwbakteryjna MPA byta mierzona w odniesieniu do réznych szczepow
bakterii. Wartosci MIC jakie zostaly zmierzone mieszczg sie w granicach 31,25-500 ug-mL-2.
Najlepszg aktywnos¢ zaobserwowano wobec gronkowca ziocistego (Staphylococcus aureus)
oraz gronkowca skornego (Staphylococcus epidermidis), zas pozostate szczepy bakterii
(np. Escherichia coli, Schigella flexneri) byty na niego niewrazliwe [20]. Zwigzek ten nie ma dobrze

udokumentowanych wiasciwos$ci przeciwbakteryjnych w literaturze.

2.4.1.2. Wiasciwosci przeciwgrzybowe

Jedno z badan zwigzanych z aktywnos$cig przeciwgrzybowg MPA zaktadato pomiar
wobec wybranych szczepdw grzybow, w dwdch wariantach pH oraz z zastosowaniem réznych
wymiaréw populacji komoérek grzyba do medium pomiarowego. W klasycznych warunkach
pomiaru (bez dodatkowego dostosowywania pH), w odniesieniu do nystatyny, aktywnos$é
przeciwgrzybowa, wyrazona w postaci MIC mieszczgcego sie w graniach 3,9-31,2 ug-mL%, byta
znaczgca wobec grzybow takich jak: bielnik biaty (Candida albicans), czy tez Candida tropicalis,
zas niska bioaktywnos¢ byla obserwowana dla Saccharomyces cerevisiae i Candida
guilliermondi. W tych samych warunkach pomiaru, wspétczynnik MIC dla nystatyny miescit sie
w przedziale 0,24-7,81 ug-mL1. W odniesieniu do badan w réznych pH, rozwoj niektérych
szczepdw bielnika biatego byt hamowany na poziomie 6,3 pg-mL? przy pH = 5,2, zas przy
pH = 7,3 nawet stezenia MPA réwne 200 ug-mL nie spowodowato zahamowania namnazania
komoérek grzyba. W odniesieniu do wielkosci populacji grzyba — wspoétczynnik MIC dla MPA
w testach in vitro dla nitkopodstawkéwki wodnej (Cryptococcus neoformans) wzrést 16-krotnie,
gdy wielko$¢ populacji grzyba wzrosta z 107 do 108 komérek/mL.

W ramach tego samego badania przeprowadzono testy na modelu zwierzecym — na
swince morskiej, ktéra zostata zainfekowana grzybem Trichophyton asteroides. Byt to test in vitro,
gdyz zmieniona chorobowo skdra zostata Sciggnieta ze zwierzat, a nastepnie zbadana poza
organizmem zywym. Badania te dowiodty wtasciwosci grzybostatycznych MPA. Wykazano to na

podstawie inkubowania fragmentéw zainfekowanej skéry przez 7 dni, gdzie 77,4% prébek po tym
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czasie nadal posiadata zywe komorki tego patogenu. Warto doda¢, ze stosowane stezenia tej

substancji nie powodowaty $mierci komorek skory [20].

2.4.1.3. Wiasciwosci przeciwwirusowe

W oparciu o przestanki literaturowe wskazujgce na skutecznos¢ MPA w walce
z: koronawirusem Bliskowschodniego zespotu oddechowego (MERS-CoV), ludzkim
koronawirusem (HCoV-OC43 i HCoV-NL63) oraz mysim hepatowirusem (MHV), a takze wirusem
Denga (DENV), sugeruje sie, ze zwigzek ten moze wykazywac¢ witasciwosci przeciwwirusowe
przeciwko drugiemu koronawirusowi ciezkiego ostrego zespotu oddechowego (SARS-CoV-2),
ktérego pandemia miata miejsca w latach 2019-2022. Badania te przeprowadzono w oparciu
o linie komoérek VeroE6/TMPRSS2, ktére sg wyjatkowo wrazliwe na SARS-CoV-2 i generujg
w interakcji z nim efekt cytopatyczny (narzedzie w badaniach nad wirusami, dostarczajgce
informacji o replikacji wirusa i jego wpltywie na komoérki zdrowe). W komérkach
VeroE6/TMPRSS2, ktore zostaly zainfekowane wirusem SARS-CoV-2, wirus replikujgc sie
powoduje zniszczenie komorek i oderwanie sie ich od powierzchni ptytki hodowlanej, co prowadzi
do utraty integralnosci monowarstwy. Plytki hodowlane sg nastepnie poddawane barwieniu
fioletem krystalicznym, gdzie barwieniu ulegajg komorki zywe, przyczepione do ptytki.
W przypadku aktywnosci przeciwwirusowej zwigzku wybarwienie fioletem krystalicznym bedzie
wyraznie widoczne.

Okreslone dla tego pomiaru stezenia efektywne (ECso) oraz cytotoksyczne (CCso)
wskazujg na wysokag efektywnosé MPA i amidowego zwigzku o nazwie IMD-0354, w warunkach
komorkowych, ktére wynoszg kolejno 0,87 i 1,74 uyM oraz powyzej 128 i 64 uM. Te ostatnie
wartosci prezentujg niskg cytotoksycznosé badanych zwigzkéw wobec zdrowych komoérek, co
wskazuje na jego potencjat aplikacyjny w walce z SARS-CoV-2. S to najbardziej obiecujgce
wyniki osiggniete dla 14 badanych pochodnych. Konieczne jest jednak przeprowadzenie bardziej

dogtebnych badan, w tym takich, ktére okreslityby mechanizm dziatania przeciwwirusowego [21].

2.4.2. Wiasciwosci przeciwnowotworowe

W literaturze da sie odnalez¢ badania in vivo wskazujgce na to, ze MPA w istotny sposéb
redukuje wielkos¢ sztucznie wywotanego guza na modelu szczurzym kostniakomiesaka [22]. Na
podstawie tych przestanek, zwigzek ten zostat przebadany w odniesieniu do innych lekéw
stosowanych w praktyce klinicznej oraz badaniach podstawowych, a szczegdlnie do rybawiryny,
teriflunomidu, azatiopriny i digoksyny, w kontekscie poszukiwania nowych terapii zwalczajgcych
te chorobe nowotworowg. Ponowne wykorzystanie znanych lekéw to element tak zwanego
zmieniania przeznaczenia leku (ang. repurposing), czyli strategii polegajacej na znajdywaniu
nowych celéw molekularnych dla starych lekéw, ktérych profil bezpieczehstwa (biologiczny,
farmakologiczny i kliniczny) jest doskonale znany. Ma to na celu uprawdopodobnienie znalezienia
nowych zastosowan znanych substancji przy jednoczesnym ominieciu kosztownych procedur

projektowania i oceny biologicznej.
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W niniejszym opracowaniu, wczesniej wymienione leki, a w tym MPA, zostaty zbadane
na szeregu linii komorek ludzkiego kostniakomigsaka o symbolach: MNNG/HOS, U20S,
Sa0S-2, MG-63, 143B. Posréd tych wynikow, MPA okazat sie mie¢ najwyzszg zdolnos¢ do
hamowania proliferacji, wyrazong poprzez wspotczynnik ICso na poziomie 0,46-7,3 uM, gdzie
pozostate czgsteczki miaty te wartos¢ o kilka rzeddw wielko$ci wiekszg. Dodatkowo, wartos¢ ta
miesci sie w zakresie stezenia terapeutycznego MPA, co swiadczy o tym, Zze lek moze by¢
skuteczny w stezeniach, ktdre sg bezpieczne dla pacjentéw. Zwigzek ten ma takze zdolno$¢ do
hamowania tworzenia kolonii komoérek (MPA hamuje przetrwanie komérek w ujeciu
diugoterminowym), indukuje zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie S i wywoltuje apoptoze
w komorkach kostniakomiesaka. Inny wycinek badania, odnoszacy sie do inwazyjnosci komérek
raka, wykazat, ze MPA hamuje migracje komodrek kostniakomiesaka.

Opracowanie to zawierato takze badania in vivo przeprowadzone na modelu mysim ze
sztucznie wywotanym kostniakomigsakiem (143B), w odniesieniu do proleku MPA —
mykofenolanu mofetylu, MMF. Dzienne dawki MMF znaczgco hamowaty wzrost guza o 57,4%
i zmniejszaty liczbe przerzutow do ptuc u leczonych myszy. Wyniki te podkreslajg potencjat
MPA/MMF jako nowej metody leczenia kostniakomiesaka, w dawkach réwnowaznych poziomom
nietoksycznym u ludzi, wykazujgcym obiecujgce dziatanie = przeciwnowotworowe
i przeciwprzerzutowe.

Badanie to stanowi powr6t do pierwotnej wersji eksperymentu [22], jednak poszerzonego
0 szereg linii komoérek kostniakomiesaka, w odniesieniu do wielu lat badan i zastosowan
klinicznych MMF. Konieczne jest jednak przeprowadzenie dodatkowych badan klinicznych
potwierdzajgcych skuteczno$¢ MPA/MMF jako alternatywnego $rodka do zwalczania

kostniakomigsaka [23].

2.4.3. Mykofenolan mofetylu jako modyfikator stresu oksydacyjnego

Problemy jelitowo-zolgdkowe to czesta przypaditos¢ pacjentdow stosujgcych terapie
immunosupresyjng po przeszczepie narzgdu, a szczegdlnie w kontekscie dtugoterminowym.
Czesto stosowanymi lekami w profilaktyce odrzutu organu po transplantacji sg mykofenolan
mofetylu (ang. mycophenolate mofetil, MMF) oraz takrolimus (ang. tacrolimus, TAC) i ich
zastosowanie réwniez kojarzone jest ze zwigkszong gastrotoksycznoscig. W omawianym
badaniu, sprawdzany byt efekt cytotoksyczny obu lekéw, samodzielnie oraz w zestawieniu, na
wybranej linii komérek nowotworowych, tu: ludzkiego raka okreznicy, HCT116, a takze jego
wptyw na produkcje reaktywnych form tlenu i na potencjat btonowy mitochondrium. Wynika z nich,
ze oba zwigzki, samodzielnie, hamujg proliferacje komérek HCT116, wzmagajg produkcje
wolnych rodnikéw i peroksydacije lipidéw, a takze indukujg uszkodzenie DNA i obnizajg potencjat
btony mitochondrium. W zestawieniu zas, obserwowany jest wzrost cytotoksycznosci wobec
HCT116 wraz ze zwiekszeniem udziatu TAC przy wysokich stezeniach MMF, zredukowany jest
stres oksydacyjny wraz z dodatkiem niewielkiego stezenia TAC do wysokiej dawki MMF
(obserwowane w tescie fluorescencyjnym), a takze mozna odnotowaé¢ podobny trend

w przypadku peroksydacji lipidow (badanie stezenia aldehydu malonowego). Poziom
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uszkodzenia DNA przy niewielkim dodatku TAC do wysokiej dawki MMF jest nizszy niz, gdy kazdy
z tych lekdw wystepuje samodzielnie, a wspdine stosowanie TAC i MMF powoduje podwyzszenie
potencjatu btony mitochondrium (okreslone na podstawie testu fluorescencyjnego), w odniesieniu
do samodzielnie stosowanych dawek tych lekéw, co $wiadczy o poprawie funkcjonowania
membrany.

Powyzsze badania sugerujg, ze TAC i MMF moga petni¢ dwojaka role, dziatajgc zaréwno
jako promotory stresu oksydacyjnego, jak i jako przeciwutleniacze, w zaleznosci od ich proporciji.
Pogtebia to zrozumienie toksycznego dziatania TAC i MMF, pojedynczo i w terapii skojarzonej,
podkreslajgc znaczacy role stresu oksydacyjnego w indukowaniu $mierci komoérek w komaérkach
HCT116, a takze interesujgcg perspektywe zastosowania lekéw opartych na MPA, jako
modyfikatorow komorkowych proceséw redoks [24]. Obecnos$¢ tego badania w podrozdziale
poswieconemu witasciwosciom biologicznym MPA wynika stgd, ze opisywane sg tu nowe
doniesienia, w warunkach badan podstawowych, odnoszgce sie do sprawdzonych i szeroko
stosowanych w praktyce klinicznej lekéw. Jest to element strategii zmieniania przeznaczenia leku

opisywany juz wczesniej.

2.5. Zastosowanie kliniczne

Mykofenolan sodu (ang. mycophenolate sodium, MPS) i MMF sg prolekami MPA, silnego
srodka immunosupresyjnego szeroko stosowanego po przeszczepie narzgdow, zwtaszcza nerek.
MPA jest metabolizowany do: nieaktywnego glukuronidu fenylowego (MPAG) i farmakologicznie
aktywnego glukuronidu typu acylowego (AcMPAG). Wdrozenie MPS, jak i MMF jest odpowiedzig
na stabe wchianianie i rozpuszczalnos¢ MPA w formie wolnego kwasu. MMF ulega hydrolizie
w zotgdku do wolnego MPA, natomiast MPS wchtania sie w jelicie cienkim. Pomimo réznej
kinetyki wchtaniania, oba proleki skutecznie zapobiegajg proliferacji limfocytéw poprzez
hamowanie kluczowego dla niej enzymu — IMPDH.

Farmakokinetyka MPA rézni sie znacznie u poszczegdlnych osdb, na co wptywajg takie
czynniki, jak: czynno$¢ nerek, jednoczesne podawanie z innymi lekami oraz czas po
przeszczepie. MMF zapewnia wyzszg biodostepnos¢ (okoto 93%) w poréwnaniu z MPS (okoto
72%), chociaz oba sg skuteczne w przypadku stosowania wspdlnie z inhibitorami kalcyneuryny.
Zaleca sie monitorowanie poziomu MPA, szczegdlnie we wczesnym okresie po przeszczepie,
poniewaz zmieniajgce sie poziomy MPA moga prowadzi¢ do odrzucenia go lub wtérnej
toksycznosci [25].

W ciggu pierwszych 2 miesiecy po przeszczepie mogg nastepowac swoiste fluktuacje
w iloéci wolnego MPA we krwi ze wzgledu na zwiekszone ryzyko wystgpienia: hipoalbuminemii,
czy niewydolnosci nerek, a takze konieczno$¢ wprowadzenie do leczenia innych
immunosupresantéw, czy antybiotykéw lub lekéw przeciwwirusowych. Obcigzenie watroby
i nerek wptywa bezposrednio na stopien zwigzania MPA z biatkami osocza, a wiec na jego
biotransformacje. MPAG moze ulega¢ odsprzeganiu w jelicie grubym przez bakterie, dzieki
czemu MPA w postaci wolnej jest w stanie powréci¢ do krgzenia wrotnego. Powoduje to swoistg

toksycznos¢ dla uktadu pokarmowego [26].
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2.5.1. Mykofenolan sodu (MPS)

O oH
Rysunek 4. Wzér strukturalny mykofenolanu sodu (MPS)

MPS (Rysunek 4) to jedna z form MPA stosowana Kklinicznie w profilaktyce odrzutu
organéw po przeszczepie, a szczegdlnie po transplantacji nerki. Dziata wedtug tego samego
mechanizmu molekularnego co wszystkie formy zawierajace MPA. Jest szczegdlnie skuteczna
w terapiach wielolekowych z wykorzystaniem inhibitorow kalcyneuryny, takich jak: cyklosporyna
A, czy glikokortykosteroidow. Szczegdélnym typem MPS jest jego forma powlekana warstwg
zabezpieczajgcg przed dziataniem soku zotgdkowego (ang. enteric-coated mycophenolate
sodium, EC-MPS). W zwigzku z tym, ze czestym powiklaniem zwigzanym ze stosowaniem drugiej
formy MPA — jego estrowej pochodnej, MMF — s3 istotne problemy Zzotgdkowe, EC-MPS
stanowi wartosciowg alternatywe. Jej uwalnianie nastepuje dopiero w jelicie cienkim,
z pominieciem aktywnos$ci zotgdkowej. Taka strategia zmniejsza podraznienie gérnego odcinka
przewodu pokarmowego, tym samym poprawiajgc dobrostan pacjentéw i skutecznosc¢ terapii.
Badania kliniczne lll fazy wykazaty, ze EC-MPS jest tak samo skuteczny jak MMF w zapobieganiu
ostremu odrzuceniu narzgdu u biorcéow przeszczepu nerki, przy poréwnywalnej skutecznosci,
w potgczeniu z cyklosporyng A i kortykosteroidami.

Z profilu farmakokinetycznyego wynika, ze EC-MPS wchtania sie z opdznieniem, jego
stezenie maksymalne osiggane jest w czasie wynoszgcym od 2,0 do 2,5 godziny, a jego
odpowiednik, MMF — od 0.9 do 1.3 godziny. Pole pod krzywg wchtaniania (ang. area under
curve, AUC), ktore jest istotnym parametrem okreslajgcym wyeksponowanie czasteczki i stopien
jego usuwania z organizmu, jest podobne do szerzej stosowanego w praktyce klinicznej MMF.
EC-MPS charakteryzuje sie biodostepnoscig na poziomie 72%, a wiekszos¢ podanej dawki jest
wydalana z moczem w postaci nieaktywnego metabolitu, MPAG. Pacjenci, ktérzy przeszli z MMF
na EC-MPS, zgtaszali poprawe jakosci zycia, ze wzgledu na zminimalizowanie objawdw ze strony
przewodu pokarmowego, co przemawia za jego stosowaniem jako dobrze tolerowanej

alternatywy dla dtugotrwatej terapii immunosupresyjnej [25, 27].

2.5.2. Mykofenolan mofetylu (MMF)

Rysunek 5. Wzér strukturalny mykofenolanu mofetylu (MMF)

MMF (Rysunek 5) byt pierwszg zatwierdzong formg oparta o MPA. Jego gtdwnym

zastosowaniem jest zapobieganie ostrym epizodom odrzucenia nerki po przeszczepie.
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W poréwnaniu z azatiopryng (AZA), MMF znaczgco zmniejsza ryzyko odrzutu, szczegdlnie
w pierwszym roku po transplantacji. Dodatkowo, dtugotrwate stosowanie MMF zmniejsza ryzyko
poznych epizodéw odrzutu organu, poprawiajgc dtugoterminowg funkcje przeszczepionego
narzgdu. tgczenie MMF z TAC zwieksza skutecznos¢ terapii w poréwnaniu z innymi schematami
leczenia immunosupresyjnego. Terapia oparta 0 MMF znaczgco zmniejsza potrzebe podawania
przeciwciat antylimfocytowych w przypadku odrzucenia przeszczepu i redukuje ryzyko jego
utraty. Stosowanie MMF wigze sie jednak z pewnymi skutkami ubocznymi, zwiaszcza
zaburzeniami zotagdkowo-jelitowymi, a takze zwiekszonym ryzykiem infekcji oportunistycznych
[27].

2.5.3. Metabolizm lekéw opartych na MPA
METABOLITY GLUKURONIDOWE MPA

MPS MMF

wchtanianie w jelicie cienkim

(MPS) esterazy w zotadku

hydroliza przez
(MMF)

MPA zwigzany
/R ) (97-99%)
(z albuminami)
wydalany w
formie niezmienionej wolny MPA
(ok. 6% wolnego MPA) (1-3%)

recyrkulacja

-ieli watroba
watrobowo-jelitowa UGTs UGTs

MPAG AcMPAG
(nieaktywny farmakologicznie) (aktywny farmakologicznie)

| |

wydalony w 87% wraz z moczem

. C wydalany w 100% wraz z moczem
13% wydzielone do zofci

Schemat 6. Zestawienie glukuronidéw MPA oraz ich losy farmakologiczne
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Metabolizm MPA jest ztozony i obejmuje kilka enzyméw, zwtaszcza z klasy urydyno-
glukuronylotransferaz (UGTs), ktére odpowiedzialne sg za glukuronidacje MPA do jego
gtéwnego, nieaktywnego farmakologicznie metabolitu — fenolowego glukuronidu MPA (MPAG).
Jednakze niektoére z nich, takie jak glukuronid typu acylowego (AcMPAG), mogg przyczyniac sie
do toksycznosci leku i powodowaé dziatania niepozgdane, zwtaszcza te, zwigzane
z zaburzeniami zotgdkowo-jelitowymi i leukopenig. Warto nadmieni¢, iz zmiennos$¢ genetyczna
wsrdd pacjentdéw moze wptywaé na aktywnos$é enzymu, prowadzgc do réznic w ekspozycji na lek
i dziatan niepozgdanych, co podkresla potrzebe spersonalizowanego monitorowania
terapeutycznego. Dodatkowo, MPAG ulega krgzeniu jelitowo-watrobowemu (ang. enterohepatic
circulation), co oznacza, ze metabolit ten jest wraz z z6fcig ponownie wydzielany do jelita. Enzymy
tam obecne, B-glukuronidazy, usuwajg czasteczke kwasu glukuronowego, uwalniajgc MPA
w jelicie. Powoduje to drugie maksimum stezenia MPA we krwi, a takze odpowiedzialne jest za
gastrotoksycznos$¢ tego leku. Podstawowe informacje na temat glukuronidow MPA zostaty

przestawione na powyzszym schemacie (Schemat 6).

METABOLITY 0-GLUKOZYDOWE MPA

glukozyd typu fenolowego glukozyd typu acylowego

Schemat 7. Zestawienie glukozydow MPA

Poza produktami glukuronidacji, mozliwe jest takze wykrycie glukozydowych metabolitéw
MPA powstatlych na drodze sprzegania, gdzie glukozyd typu fenolowego powstaje w wyniku
aktywnosci urydylo-glukozylotransferaz (UGcTs), zas glukozyd typu acylowego — aktywnosci
cytochromu P450. Sg one jednak obecne w sladowych ilosciach i nie wigze sie ich z istotng
aktywnoscig immunosupresyjng [28-30]. Informacje na temat glukozydéw MPA zostaty

przedstawione na powyzszym schemacie (Schemat 7).

2.5.4. Skutki uboczne

MMF oraz jego aktywna forma — MPA, znane sg z wywotywania szeregu skutkéw

ubocznych u pacjentéw przyjmujacych te preparaty. Najpowszechniejsze zwigzane sg ze ztym
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funkcjonowaniem uktadu trawienia, w tym: mdtosciami, wymiotami, biegunkg i bélem brzucha.
Inne, czeste symptomy to: bodle i zawroty glowy, dreszcze i problemy z zasypianiem. Pacjenci
przyjmujacy preparaty oparte na MPA, doswiadczajg rowniez probleméw skoérnych, takich jak:
tragdzik, wysypka, czy wypadanie wtoséw, a takze: bélu stawow, wahan cisnienia oraz zaburzen
nastroju (depresja, lek).

Wczesniej wymienione skutki uboczne nie sg jednak najbardziej dotkliwe, jednak
niewatpliwie wptywajg na dobrostan pacjenta w czasie terapii. Powazniejsze dziatania
niepozgdane obejmujg mielotoksycznosé (aktywnosc¢ polegajgca na uszkodzeniu komérek szpiku
kostnego), co wtérnie prowadzi do zmniejszenia liczby krwinek, zwiekszajgc ryzyko infekciji
i krwawienia. Obserwowane jest réwniez uszkodzenie nerek, manifestujgce sie poprzez atypowy
kolor i objetos¢é moczu. W ogolnym ujeciu, funkcje nerek i watroby sg uposledzone, zmniejszona
jest liczba krwinek biatych, czerwonych oraz ptytek krwi, co moze prowadzi¢ do niewydolnosci
nerek i anemii.

Ze wzgledu na immunosupresyjny charakter lekow opartych na MPA, pacjenci
doswiadczajg zakazen oportunistycznych, szczegolnie: skoéry, ptuc i drdg moczowych. Osoby
przyjmujgce MPA (MMF) powinny unikac¢ kontaktu z osobami przechodzgcymi ospe wietrzng czy
potpasiec, poniewaz mogg by¢ bardziej podatne na ciezki przebieg tych choréb. Diugotrwate
stosowanie moze prowadzi¢ do wystgpienia zmian nowotworowych, zwtaszcza skory, dlatego
konieczne jest ograniczenie nadmiernej ekspozycji na storce. Z obnizong aktywnoscig uktadu
odpornosciowego wigze sie réwniez zachowywanie szczegdlnej ostroznosci w spozywaniu
zywnosci niepasteryzowanej (szczegdlnie produktéw mlecznych), a takze koniecznos¢
doktadnego mycia pokarmu, aby zminimalizowac¢ ryzyko zakazenia. Ponadto, pacjenci powinni
unikac¢ takze zywych szczepionek.

MPA i MMF wptywajg réwniez na ptodnosé i przebieg cigzy. Stosowanie tych lekow moze
prowadzi¢ do wad wrodzonych ptodu i poronien. Kobiety w wieku rozrodczym powinny stosowaé
leki antykoncepcyjne w trakcie terapii z wykorzystaniem MMF, a takze na szes¢ tygodni po jej
zakonczeniu. W przypadku mezczyzn, terapia znaczgco wptywa na spermatogeneze i na jakos¢
nasienia, stgd wskazana jest wstrzemiezliwos¢ seksualna w okresie kuracji. Ponadto, pacjenci
powinni unika¢ oddawania krwi lub nasienia przez pewien czas po zaprzestaniu stosowania MMF.
Regularne badania krwi sg niezbedne dla zapewnienia bezpieczenstwa terapii [31, 32].

Cho¢ niektére przestanki literaturowe wskazywaty na mozliwosé wystgpienia
nowotwordw krwi w trakcie terapii MPA, metaanaliza przeprowadzona w odniesieniu do innych
immunosupresantéw (np. azatioprina, inhibitory mTOR) wykazata, ze ekspozycja na MPA wigze
sie z nizszym ryzykiem zachowania na raka, o 34% nizszym w odniesieniu do azatiopriny oraz
o porownywalnym dla inhibitoréw mTOR. Dziatanie ochronne MPA byto najbardziej widoczne
w przypadku raka skéry i choréb limfoproliferacyjnych, szczegdlnie u biorcow przeszczepdw
nerek i serca. Zaobserwowano réwniez silniejszg korelacje miedzy stosowaniem MPA
a zmniejszonym ryzykiem raka w poréwnaniu z randomizowanymi badaniami kontrolnymi,

w badaniach na pacjentach. Wyniki tego opracowania sugeruja, ze MPA moze byc¢
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bezpieczniejsza opcjg w odniesieniu do zachowania na raka, szczegdlnie w poréwnaniu

z azatiopryng [33].

2.5.5. Kwas mykofenolowy a inne immunosupresanty

MPA w poréwnaniu z innymi immunosupresantami prezentuje wiele zalet pod wzgledem
skutecznosci dziatania, jak i profilu bezpieczehnstwa. Jako lek wprowadzony na rynek w 1995
roku, odegrat kluczowg role w redukcji wystapienia ostrego odrzucenia przeszczepu, nawet
0 50%. Czesto jest on stosowany z innymi immunosupresantami, np. takrolimusem i cyklosporyng
A, nierzadko w wariancie z niewielkg dawkg tego pierwszego (taka kombinacja redukuje ryzyko
wystgpienia zaburzenia pracy nerek). Ze wzgledu na wiekszg zachorowalnos¢ na raka
ptaskonabtonkowego, jaka wigze sie z podazg takrolimusa u biorcéw przeszczepdéw, MPA jest
preferowang opcjg w diugotrwatych schematach leczenia immunosupresyjnego. Ponadto, ze
wzgledu na spadek ceny MPA w niektérych krajach (np. Czarnogéra), nawet o 300% w ciggu

ostatniej dekady, moze to dodatkowo wspieraé jego szerokie zastosowanie kliniczne.

sirolimus ewerolimus
(rapamycyna)

Rysunek 6. Wzory strukturalne wybranych antybiotykéw makrolidowych stosowanych w terapiach
immunosupresyjnych
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W odniesieniu do lekéw alternatywnych, warto przytoczyé przykfad takrolimusa, ktory
cho¢ jest bardziej skuteczny niz MPA, gdyz zapewnia wiekszg ochrone przed ostrym odrzutem
organu po przeszczepie, wykazuje wtasciwosci nefrotoksyczne i zwieksza ryzyko zachorowania
na cukrzyce. Innymi pochodnymi takrolimusa, z grupy antybiotykéw makrolidowych, sg sirolimus
oraz ewerolimus, ktoére sg szczegdlnie cenne w przypadku terapii immunosupresyjnych
u pacjentéw z zaburzong pracg nerek. Pomimo ich znacznej skutecznosci, wysoki koszt produkciji
ogranicza ich powszechne stosowanie. Wzory strukturalne pochodnych makrolidowych zostaty
przedstawione powyzej (Rysunek 6).

W ogdélnym ujeciu, MPA wyrdznia sie synergig efektywnosci, profilu bezpieczenstwa
i optacalnosci, co czyni go gtéwnym sktadnikiem terapii immunosupresyjnych u pacjentéw po

przeszczepie organow [34].

2.5.6. Kwas mykofenolowy w chorobach autoimmunologicznych

MMF moze mie¢ pewne zastosowanie w leczeniu roznych choréb autoimmunologicznych
skoéry o podtozu zapalnym. Badania kliniczne wskazujg na jego skutecznos¢ w schorzeniach
takich jak: pecherzyca zwykta (ang. pemphigus vulgaris), pemfigoid pecherzowy (ang. bullous
pemphigoid), piodermia zgorzelinowa (ang. pyoderma gangrenosum), tuszczyca (ang. psoriasis)
i wyprysk potnicowy (ang. dyshidrotic eczema). Wielu z badanych uprzednio pacjentéw byto
opornych na leczenie konwencjonalnymi lekami, takimi jak prednizon, azatiopryna, metotreksat
i cyklosporyna A, lub doswiadczyto ich powaznych skutkéw ubocznych. MMF podawany
w dawkach od 500 mg do 1250 mg, dwa razy na dobe, byt dobrze tolerowany i prowadzit do
znacznej poprawy w tych opornych na leczenie przypadkach, co czyni go obiecujacg opcjg
leczenia ztozonych schorzeh dermatologicznych [35].

MPA wykazat istotny potencjat kliniczny w leczeniu tocznia rumieniowatego uktadowego
(ang. systemic lupus erythematosus, SLE), zwtaszcza jego podtypu — toczniowego zapalenia
nerek (ang. lupus nephritis, LN). Mechanizm dziatania, w tym schorzeniu, wykracza poza
hamowanie limfocytow T i B. MPA celuje tutaj takze w plazmocytoidalne komérki dendrytyczne
(ang. plasmacytoid dendritic cells, pDC), ktére odgrywajg kluczowa role w patogenezie SLE ze
wzgledu na nadmierne wytwarzanie interferonéw (ang. interferons, IFNs) typu I. MPA skutecznie
hamuje wytwarzanie IFN-a przez pDC. Dziatanie to pomaga przerwa¢ btedne koto
autoimmunizacji obserwowane w SLE, gdzie aktywacja pDC prowadzi do kaskady odpowiedzi
immunologicznych napedzajgcych chorobe. Odkrycie to podkresla potencjat MPA w leczeniu
SLE, wedtug schematu wykraczajgcego poza tradycyjne zastosowanie tego leku [36].

Wykazano, ze MMF jest nieskuteczny w leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawoéw
(ang. rheumatoid arthritis, RA), zwlaszcza u pacjentéw z zaawansowanymi, opornymi na leczenie
postaciami choroby. Na podstawie eksperymentéw placebo udowodniono, ze MMF nie wykazuje
znaczacej poprawy wynikéw leczenia. Podawany w ilosci 1 g, dwa razy dziennie, nie wywotat
istotnej odpowiedzi biologicznej, tak samo jak w przypadku eksperymentu placebo. Ponadto,
kuracja MMF skutkowata duzg czestoscig wystepowania dziatah niepozgdanych, az u 51,6%

pacjentow, co byto poréwnywalne z czestoscig obserwowang w przypadku cyklosporyny A.
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Chociaz MMF byt ogodlnie dobrze tolerowany i powodowat mniej specyficznych dziatan
niepozgdanych niz cyklosporyna A (takich jak nadcisnienie i skurcze miesni), jego brak znaczace;j
skutecznosci doprowadzit do przedwczesnego zakonczenia badania. Zwigzek ten nie jest zatem

uwazany za rzeczywistg opcje leczenia RA [37].

2.6. Wybrane pochodne o wiasciwosciach biologicznych

Ze wzgledu na ciezkie skutki uboczne wynikajgce ze stosowania lekéw opartych o MPA,
poszukiwanie nowych pochodnych wydaje sie by¢ zasadne. Zgodnie z zaleznoscig struktura-
aktywnosé, modyfikacje strukturalne MPA nie mogg obejmowaé znacznych zmian w obrebie tej
czgsteczki, w praktyce ograniczajgc sie do transformacji grupy karboksylowej w jej prosty
odpowiednik bioizosteryczny. Taka praktyka pozwoli na potencjalne odtworzenie pierwotnej
struktury MPA w czasie metabolizmu nowej klasy pochodnych, czynigc takie czgsteczki
prolekami. Ma to na celu zmiane profilu farmakokinetycznego MPA z zachowaniem jego
podstawowych wiasciwosci immunosupresyjnych. Wykroczenie poza to zatozenie, to jest:
bardziej dogtebne zmiany strukturalne, moze spowodowac¢ znaczng redukcje tych wtasnosci,
jednak stanowi przyczynek pod projektowanie pochodnych o zgota odmiennych
bioaktywnosciach, zgodnie z przedstawiong wczesniej metodologig — repurposing.

Ponizej przedstawiono siedem rodzajow pochodnych MPA, w znacznej mierze
odnoszgcych sie do niewielkich zmian strukturalnych. Wspomniane zostaty pochodne amidowe,
lecz takze ich odpowiednik bioizosteryczny — kwas hydroksamowy, a takze pochodne estrowo-
sililowe. Jako pewne odstepstwo mozna traktowac penicykwasy izolowane z grzybow morskich,
oparte o rdzen kwasu mykofenolowego. Prezentowane ponizej wyniki badan odnoszg sie do
okreslania wtasciwosci antybiotycznych, immunosupresyjnych oraz przeciwnowotworowych

nowych klas pochodnych MPA.

2.6.1. Nukleotydy adeninowe zwigzane z rdzeniem kwasu mykofenolowego

POCHODNE ADENOZYNY
o OH ’ NN HO  oH
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Rysunek 7. Wzér strukturalny pochodnych adenozynowych MPA

Poprzez te klase pochodnych rozumie sie MPA potgczony z rdzeniem adenozynowym
za pomocg tgcznika alkilowego o zréznicowanej dtugosci (Rysunek 7). W pierwszym etapie,
chlorowany prekursor adenozyny, ulega substytucji nukleofilowej w ukfadzie aromatycznym,
z wykorzystaniem tgcznika diaminowego. Nastepnie, mozliwe jest dobudowanie rdzenia MPA do

uzyskanego koniugatu N®-(w-aminoalkilo)adenozydowego przy pomocy klasycznych warunkéw
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reakcji kondensaciji, przeznaczonych do otrzymywania amidéw. Dzigki motywowi strukturalnemu
adenozyny oraz kwasu mykofenolowego, zwigzki te podejrzewane byly o aktywnosé
immunosupresyjng i stgd wyniklty pomiary ich aktywnosci wobec linii komoérek T-Jurkat,
w odniesieniu do PBMCs pochodzacych od zdrowych dawcow.

Uzyskana zostata seria 16 pochodnych, w ktdrych jedna z nich (4b) charakteryzowata sie
wysokim wspétczynnikiem selektywnosci (tu: stosunek ICso do ECso), $wiadczac o niskiej
cytotoksycznosci i o wysokiej efektywnosci w warunkach komodrkowych, co stanowi dobre
przestanki pod projektowanie nowych immunosupresantéw. Wartos¢ ta, 827, przewyzsza
wielokrotnie tg uzyskang dla MPA, 128, czy adenozyny, 1,5, w badaniach prowadzonych na linii
komaérek T-Jurkat. Cho¢ pochodna 4h zaprezentowata wspétczynnik ECso na poziomie 0,26 M
(dla MPA jestto 12,16 uM), wyniku tego nie powinno sie analizowa¢ samodzielnie, na podstawie
samej efektywnosci, gdyz celem funkcjonalizacji MPA jest uzyskanie pochodnych o nizszej
cytotoksycznosci, najlepiej wobec zdrowych dawcow. Cho¢ badania biologiczne przeprowadzono
dla zbioru homologicznego fgcznikéw diaminowych, o stale wzrastajgcej liczbie atoméw wegla,

nie jest mozliwe okreslenie jednoznacznej zaleznosci struktura-aktywnosc¢ [38].

2.6.2. Anilidy kwasu mykofenolowego jako inhibitory CpIMPDH i HsSIMPDH

POCHODNE ANILIDOWE

Rysunek 8. Wzor strukturalny pochodnej anilidowej MPA

W celu poszerzenia zakresu stosowania MPA w terapiach antybiotycznych, badany byt
wptyw tego zwigzku na inhibicje prokariotycznego IMPDH. Cho¢ jest on dobrze poznanym i silnym
inhibitorem ludzkiego IMPDH (HsIMPDH), to enzym ten spotykany w organizmach bezjgdrowcow
zdaje sie by¢ mniej wrazliwy na dziatanie tej czgsteczki. Wynika to z réznic strukturalnych
w odpowiednich domenach tej proteiny (np. petli wigzgcej NAD). Organizmem modelowym do
badania tego wptywu byt Cryptosporidium parvum, czyli gatunek pierwotniaka powodujgcego
kryptosporydioze u ludzi, ktérego wariant enzymu nazywa sie CpIMPDH, w odréznieniu od
ludzkiego — HsIMPDH (Homo sapiens).

Posréd 17 pochodnych, 10 stanowi klasyczne pochodne amidowe MPA, za$ 7 z nich
zawiera w swej strukturze modyfikacje tancucha alkilowego MPA. Pochodna 10 (Rysunek 8)
zaprezentowata najsilniejsza inhibicje CpIMPDH (Ki = 0,016 uM), przy jednoczesnym hamowaniu
aktywnosci HsIMPDH (Ki = 0,23 pM). Wiele z uzyskanych pochodnych wykazywato dobre
wiasciwosci hamujgce oba rodzaje tego enzymu. Potencjalng aktywnos$¢ przeciwpierwotniakowg
anilidéw mozna wigzaé z obecnoscig fragmentu oddziatujgcego z podjednostkg tyrozynowa,
a interakcja ta wystepowata we wczesniej notowanych, selektywnych inhibitorach CpIMPDH.
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Wczesniejsze badania potgczone 2z oceng dokowania molekularnego podkreslity, ze
selektywnos$¢ ligandéw wobec pierwotniakowego IMPDH zalezna jest od: (1) interakcji typu r-11
W miejscu wigzania i (2) braku interakcji z Ser276 w domenie NAD HsIMPDH [39].

2.6.3. Aminokwasowe pochodne kwasu mykofenolowego

POCHODNE AMINOKWASOWE

Rysunek 9. Wzory strukturalne pochodnych aminokwasowych MPA

Podtgczanie aminokwasow, bgdz peptydéw, do substancji pierwotnie bioaktywnej to
metoda pozwalajgca na modyfikowanie farmakokinetyki, a tym samym — biodostepnosci
czgsteczek. Wybor substancji aminokwasowych jako czynnikdbw modyfikujgcych jest
nieprzypadkowy, gdyz szczegolnie ich warianty biogenne sg szeroko rozpoznawane w ustroju
i wtérnie nietoksyczne po ewentualnym uwolnieniu. Przytgczenie tetrapeptydu, jakim jest tuftsyna
lub retrotuftsyna, to takze element tej strategii, z tg réznica, ze obie te substancje majg dodatkowo
udokumentowane wiasciwosci immunomodulujgce, co jest szczegdlnie wazne w walce
Z procesami karcynogenezy.

Wykonane zostaly testy zwigzane z aktywno$cig cytotoksyczng dla 11 pochodnych
aminokwasowych MPA wobec trzech linii komdrek nowotworowych: AbC1 (czerniak chomiczy),
A375 (czerniak ludzki) i SHSY5Y (ludzki nerwiak). Jako zwigzki odniesienia stosowano MPA,
cisplatyne oraz dekarbazyne. MPA wykazat silne dziatanie cytotoksyczne, przy nizszych
wartosciach wspoétczynnika 1Cso, w poréwnaniu z dakarbazyng w komoérkach czerniaka
i porownywalnej aktywnosci z cisplatyng w komorkach nerwiaka. Ws$réd pochodnych
aminokwasowych, zwigzki bedgce estrami metylowymi (MPA-Thr-OMe (2) i MPA-D-Thr-OMe (3);
Rysunek 9) prezentujg ogdlnie lepszg aktywnos¢ niz te z wolnymi grupami karboksylowymi,
prawdopodobnie ze wzgledu na lepszg penetracje btony komérkowej. Ponadto, zauwazono, ze
pochodne o konfiguracji wzglednej L charakteryzuje wyzsza cytotoksyczno$¢ niz ich odpowiedniki
D. Wynika stad, ze prosta modyfikacja struktury MPA moze zmniejszy¢ jego toksycznosé,
zachowujgc lub poprawiajgc aktywnos$¢ biologiczna, czynigc ten zwigzek potencjalnym
kandydatem do dalszego rozwoju chemoterapeutykéw stosowanym przeciwko czerniakowi

i nerwiakowi [40].
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2.6.4. Pochodne kwasu mykofenolowego z motywem strukturalnym kwasu hydroksamowego

KWASY HYDROKSAMOWE MPA

o OR
R = H (2), Ac (3), CH3(CH,);,CO- (4)

Rysunek 10. Wz6r strukturalny pochodnych hydroksamowych MPA

W niniejszym punkcie rozdzialu przedstawione zostaly pochodne kwasu
mykofenolowego, w ktérym funkcja karboksylowa ulegta podstawieniu bioizosterycznemu do
kwasu hydroksamowego, a takze wolna grupa fenolowa zostata zacylowana (Rysunek 10). Ze
wzgledu na podobienstwo strukturalne do typowych inhibitoréw deacetylaz histonowych, zwigzki
te byty testowane pod katem aktywnosci enzymatycznej. Dodatkowo, okreslona zostata
cytotoksycznos¢ nowej klasy pochodnych wobec komérek raka szyjki macicy (HelLa), gdyz
zaktada sie, iz hamowanie aktywnosci deacetylaz histonowych prowadzi do efektow
przeciwnowotworowych (vide rozdziat 5).

Uzyskanych zostato sze$¢ pochodnych kwaséw hydroksamowych, ktére poddano testowi
enzymatycznemu. Wyniki wyrazone w formie wspodtczynnika ICso prezentujg sie nastepujgco:
1,0 uM dla MPHA (hydroksamowy kwas mykofenolowy; 2), 0,9 uM dla 7-O-acetylowanego MPHA
(3) oraz 0,5 uM dla 7-O-laurylowanego MPHA (4), a zrédiem koktajlu enzymatycznego byta
frakcja pochodzgca z komorek Hela. Dzieki analizie western blottingowej, prowadzone;j
w odniesieniu do znanych i scharakteryzowanych inhibitorow deacetylaz histonowych, mozliwe
bylo wstepne okreslenie selektywnosci pochodnych wobec protein histonowych, badz
niehistonowych (ogdlnie: substratow). Pochodne 2-4 indukujg wyczerpujgce acetylowanie
a-tubuliny, w przeciwienstwie do worynostatu, ktéry wptywa zaréwno na biatko histonowe (H3),
jak i a-tubuline. MPA nie ma wplywu na zadne z tych biatek, co wskazuje na sukces w prébie
odnalezienia nowego celu molekularnego dla nowych, prostych pochodnych tej substancji. Cho¢
aktywnosé enzymatyczna tej grupy pochodnych nie byta lepsza niz wzorca — worynostatu,
aktywnosé komodrkowa okazata sie by¢ zblizona. Transformowanie MPA w jego odpowiednik
hydroksamowy poskutkowato czesciowg utratg aktywnosci wobec IMPDH, co byto zgodne ze
znang zaleznoscig struktura-aktywnos$c¢ dla tej czgsteczki [41]. Ta grupa zwigzkoéw postuzyta mi
za inspiracje w poszukiwaniu nowych celéw molekularnych dla pochodnych MPA, szczegdlnie
opartych o zjawisko podstawienia bioizosterycznego w podrozdziale 6.4. Bioizosteryczne
pochodne MPA.
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2.6.5. Koniugat kwas mykofenolowy-kwas chinowy

KONIUGAT MPA-KWAS CHINOWY

Rysunek 11. Wz6r strukturalny koniugatu MPA-kwas chinowy

Kolejnym przyktadem bioaktywnej pochodnej MPA jest jego koniugat z kwasem
chinowym (MQ4), przedstawiony na Rysunku 11. Czgsteczka ta zostata skonstruowana
w oparciu o rdzenie wczesniej wymienionych kwaséw, potgczone tgcznikiem etylenodiaminowym,
przez wigzania amidowe. Gidwng ideg przyswiecajgcg syntezie i badaniom biologicznym dla tej
pochodnej byto zatozenie, iz z racji, ze kwas chinowy wykazuje samodzielnie wtasciwosci
przeciwzapalne (jest inhibitorem NFkB), moze wtérnie modyfikowaé niektére efekty uboczne
MPA na drodze hamowania apoptozy. Warto dodac, iz sam kwas chinowy réwniez jest stabo
przyswajalny i ulega aromatyzacji przez bakterie jelitowe. Dodatkowo, istotnym czynnikiem byta
biodostepnos¢ czgsteczek — badacze zatozyli, ze koniugat ten bedzie mniej sktonny do ulegania
glukuronidaciji, a jest to proces odpowiadajacy za inaktywacje MPA w ustroju. Dobér typu fgcznika
oparty byt o stabilno$¢ powstatej czasteczki, a doktadnie — podatnosci na hydrolize.
Ugrupowanie amidowe jest istotnie bardziej odporne na rozpad, niz odpowiednio estrowe, co
zostato udowodnione na podstawie podatnosci na hydrolize koniugatu estrowego MPA, w ktérym
pochodna kwasu chinowego dobudowana jest do tej czgsteczki wtadnie poprzez ten typ wigzanie
[42, 43].

W efekcie, zaobserwowano nieznacznie obnizong aktywno$é immunosupresyjng MQ4,
w odniesieniu do MPA, cho¢ z obnizong cytotoksycznoscig wobec komorek beta wytwarzajgcych
insuline. MQ4 zmniejsza poziom mediatorow apoptozy, takich jak kaspaza-3, co ilosciowo
odpowiada redukcji $mierci komoérek beta trzustki. Jest to odbierane jako swego rodzaju
kompromis, uzyskany w zamian za nieznacznie obnizone wtasciwosci immunosupresyjnych. Co
wiecej, MQ4 poprawiat wydzielanie insuliny z komoérek beta pod wplywem stymulacji glukozg, co
czyni go potencjalnie lepszg opcjg w zakresie zachowania funkcji uktadu po przeszczepie wysp

trzustkowych [42].
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2.6.6. Grzyby wystepujgce w morzu jako zrodfo penicykwasow strukturalnie powigzanych z MPA

PENICYKWASY

OH

HO\\“'

0" "0

Penicykwas |

Rysunek 12. Wzér strukturalny penicykwasu |

Kolejny przyktad dotyczy zwigzkdéw organicznych wyizolowanych z grzybéw morskich
z gatunku Rhizopus oryzae. Organizmy te, zyjgce w stonych zbiornikach wodnych, w tym
morzach i jeziorach, produkujg czgsteczki z grupy penicykwasow. Cho¢ wystepowanie tych
metabolitow komérek grzybowych nie jest nowe, opisywane byto juz wczesniej w literaturze, to
autorzy podkreslajg, ze w obliczu zjawiska lekoopornosci bakterii, kazda proba znalezienia
i wyizolowania substancji antybiotycznych, jest postepem w tym zagadnieniu. Nietypowosc¢ tego
przykfadu (Rysunek 12) wynika z faktu, ze koniugaty te nie zostaty stworzone sztucznie, a takze
okreslona zostata ich odmienna aktywnosé — przeciwbakteryjna, a nie immunosupresyjna, jak
w poprzednich klasach substancji. Bioaktywno$¢ tych zwigzkéw byta testowana wobec czterech
réznych szczepow bakterii, w tym gatunkéw Gram-dodatnich i Gram-ujemnych.

Testy antybakteryjne wykazaty aktywnos¢ od umiarkowanej do stabej, przy wartosciach
minimalnego stezenia hamujgcego (MIC) w zakresie od 62,5 do 250 ug/ml. Warto zauwazyé, ze
penicykwas | wykazywat najsilniejszg sposrod trzech odpowiednikéw aktywnosci przeciwko
Staphylococcus aureus i Pseudomonas aeruginosa, z wartosciami MIC wynoszacymi 62,5 pug/ml.
Cho¢ wyniki tych badan nie byly zadowalajgce i gtdéwnie opieraty sie na analizie strukturalnej
izolowanych czasteczek, jest to przyktad pochodnych MPA pozyskiwanych drogg biosyntezy
w komodrkach grzybow [44]. Jest to w pewnym sensie uzupetnienie klasycznego spojrzenia na

chemie medyczng, ktore bazuje na syntezie chemicznej projektowanych pochodnych.
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2.6.7. Estrowe i sililowe pochodne kwasu mykofenolowego w kostniakomigsaku

SILILOWE/ESTROWE ANALOGI MPA

2a: R; =TPS, R, =TPS

2b: R, = TBDPS, R, = TBDPS
2c: R, =TIPS, R, = TIPS

2d: Ry =H,R,=TPS
2e:Ry=H,R,=Tr

Rysunek 13. Wz6r strukturalny pochodnych sililowo-estrowych MPA

W niniejszym opracowaniu badacze otrzymali, a nastepnie zweryfikowali bioaktywnos$¢
16 pochodnych MPA zawierajgcych, przewaznie, w swej budowie ugrupowanie sililowe
podstawione grupami alkilowymi lub/i arylowymi, ktére powszechnie spotykane sg w chemii
organicznej jako grupy ochronne funkcji fenolowej lub karboksylowej (Rysunek 13). Badane byty
réwniez proste pochodne estrowe (4 z 16), bez ugrupowania sililowego, jednak ich skutecznosé
okazata sie niska, stgd motywem przewodnim sg pochodne zawierajgce krzem. Odpowiedz
biologiczna byta weryfikowana na szeregu linii komodrek nowotworowych ludzkiego
kostniakomiesaka (ang. osteosarcoma, OS) i miesaka (ang. sarcoma): 143B, MNNG , U20S,
Sa0sS. Najbardziej aktywna pochodna w tescie przesiewowym, 2d, zostata nastepnie poddana
testom na ludzkich komérkach kosciotwérczych (osteoblastach), hFOB 1,19, testom
enzymatycznym wobec dwdch izoform enzymu IMPDH, a takze eksperymentom dokowania
molekularnego wobec biatek zwigzanych z progresjg kostniakomiesaka i pierwotnymi
wiasciwosciami immunosupresyjnymi MPA.

Autorzy wyrdzniajg pochodng trifenylosililowa, 2d, ktéra byta silniej cytotoksyczna
i selektywna w stosunku do komorek nowotworowych OS niz MPA, co wyrazone byto wartosciami
wspotczynnika ICso na tych 4 liniach komérek nowotworowych w przedziale 0,64-2,27 yM
(0,64-4,00 uM dla MPA). Analog trytylowy, 2e, rowniez charakteryzowat sie istotng skutecznoscig
w hamowaniu proliferacji komoérek raka (ICsc = 0,68-513 pM). Do aktywnosci
przeciwnowotworowej MPA, w tych warunkach, konieczne jest wystepowanie wolnej grupy
fenolowej, zas spora zawada steryczna jakg posiada grupa trytylowa lub trifenylosililowa, jako
strukturalne motywy lipofilne, odgrywajg istotng role w cytotoksycznosci tych substanciji.
Dodatkowo, pochodna 2d, podobnie jak MPA, demonstruje zalezng od stezenia aktywnosé
przeciwko linii komérek hFOB 1,19. Pochodne te mogg stanowi¢ dobry punkt wyjscia
w poszukiwaniu nowych lekéw przeciwko OS, a takze poszerzajg spektrum bioaktywnosci

analogow opartych na MPA o aktywnos$¢ przeciwnowotworowg [45].
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3. Fenolowe zwiazki pochodzenia naturalnego
3.1. Wstep

Antyoksydanty odgrywajg kluczowg role w utrzymaniu jako$ci zywnosci, przeciwdziatajgc
procesom oksydacyjnym, ktére prowadzg do pogorszenia jej smaku, koloru czy wartosci
odzywczych. W zwigzku z rosngcg swiadomoscig konsumentéw dotyczgcg zdrowego stylu zycia,
zwigzki te stajg sie coraz bardziej pozgdane, zaréwno w przemysle spozywczym, jak
i farmaceutycznym. Antyoksydanty, takie jak witamina C, E, karotenoidy czy polifenole, wykazujg
zdolno$¢ neutralizowania wolnych rodnikéw i reaktywnych form tlenu (ROS), ktére sg
odpowiedzialne za szereg procesdéw chorobowych, w tym starzenie sie, choroby serca czy
nowotwory. Ponadto, ich dodatek do zywnosci pozwala na przedituzenie trwatosci produktow, co
ma istotne znaczenie w kontekscie globalnych wyzwan zwigzanych z redukcjg marnotrawstwa
Zywnosci.

Wspotczesne badania nad antyoksydantami koncentrujg sie na ich wykorzystaniu
w technologii zywnosci, w tym na innowacyjnych metodach ich inkorporacji do opakowan oraz
jako dodatkéw funkcjonalnych do produktéw spozywczych. Techniki takie jak mikroenkapsulacja
pozwalajg na skuteczniejsze wykorzystanie tych zwigzkéw w celu ochrony przed utlenianiem
lipidow i innych skfadnikéw odzywczych w zywnosci. Co wiecej, naturalne antyoksydanty
pochodzace z ro$lin, takie jak ekstrakty z owocow czy warzyw, stajg sie alternatywg dla
syntetycznych zwigzkdéw, ktére mogg wykazywaé toksyczne dziatanie przy dtugotrwatym
spozyciu. Dzigeki swoim wtasciwosciom ochronnym antyoksydanty nie tylko wptywajg na jakosé
produktéw spozywczych, ale takze mogg przyczyniaé¢ sie do poprawy zdrowia konsumentéw, co
czyni je kluczowym elementem nowoczesnej technologii zywnosci [46].

W zwigzku z tym, Ze stres oksydacyjny jest lub moze byé patognomoniczny dla szeregu
choréb autoimmunologicznych, w tym reumatoidalnego zapalenia stawow, istotne jest
poszukiwanie nowych antyoksydantéw lub weryfikowanie znanych juz czasteczek lekéw pod
katem hamowania proceséw biegngcych z udzialem ROS i tym samym modyfikowaniem
przebiegu tych schorzen. Cho¢ nie zawsze mozna jednoznacznie okresli¢, czy aktywnos¢ pro-
oksydacyjna lub antyoksydacyjna jest korzystna dla ustroju, poszukiwanie nowych
antyoksydantéw stanowi warto$¢ dodang dla rozwoju zaréwno chemii medycznej, jak i technologii

Zywnosci.
3.2. Zalezno$¢ struktura-aktywnosé a wilasciwosci przeciwutleniajgce

W niniejszym podrozdziale zostaty zaprezentowane podstawowe informacje na temat
mechanizméw, ktére mozna spotkaé w aktywnosci przeciwutleniajgcej zwigzkéw
matoczgsteczkowych oraz przyktad podziatu tych zwigzkéw na klasy, w oparciu
o charakterystyczny motyw strukturalny. Zagadnienia te majg umozliwi¢ proste rozpoznanie grup
funkcyjnych, bgdz uktadéw wigzan, w celu zgrubnego okreslenia potencjatu przeciwutleniajgcego

analizowanych czgsteczek.
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3.2.1. Dominujgce mechanizmy w aktywnoSci przeciwutleniajgcej

Wygaszanie reaktywnych form tlenu (ROS), badz reaktywnych form azotu (RNS), moze
zachodzi¢ poprzez dwa podstawowe mechanizmy: (1) rodnikowy transfer atomu wodoru
(ang. hydrogen atom transfer, HAT) oraz (2) przeniesienie jednego elektronu (ang. single electron
transfer, SET). Klasycznymi przyktadami ROS s3g rodniki hydroksylowe, nadtlenkowe,
ponadtlenkowe, tlen singletowy, nadtlenek wodoru, zas do RNS naleza: tlenek azotu(ll) oraz
rodnik nadtlenoazotynowy. Niekiedy, mechanizm ich dezaktywacji moze mieé¢ charakter
mieszany (3), jak to ma miejsce w przypadku flawonoidow, i zalezy réwniez od warunkow
otoczenia (budowa czgsteczki, temperatura, rozpuszczalnik). Mozliwe jest takze stworzenie
trwatego kompleksu antyoksydant-rodnik. Uwaza sie, ze cho¢ w mechanizmie zmiatania
rodnikow powstajg czesto nowe formy rodnikowe, sg one zdecydowanie mniej reaktywne niz te
obserwowane na wejsciu [47]. Na ponizszym rysunku (Rysunek 14) przedstawiono

poszczegodlne warianty mechanistyczne na podstawie reakcji z ROH.

(1): ROH + R = RO + RH
(2): ROH + R = [ROH] + R°

(3): ROH =RO + H*
RO+R=RO+R

Rysunek 14. Podstawowe mechanizmy zmiatania wolnych rodnikéw
3.2.2. Podstawowy podziat antyoksydantow ze wzgledu na motyw strukturalny

Istnieje pie¢ podstawowych grup antyoksydantéw matoczgsteczkowych. Sg to pochodne
zawierajgce grupe OH, NH, SH, badz uktad izoprenowy. Ponadto, wyrdznia sie zwigzki bedgce
kombinacjg wszystkich wczesniej wymienionych klas, czesto sg to wielofunkcyjne czgsteczki
pochodzenia naturalnego.

Zwigzki zawierajgce grupe OH przynalezg do najszerzej rozpowszechnionej klasy
antyoksydantéw. Nie sg to jednak samodzielnie wystepujgce grupy hydroksylowe spotykane
w prostych alkoholach alifatycznych, a czgsteczki, w ktérych ugrupowanie to zwigzane jest
bezposrednio z systemem sprzezonych wigzan wielokrotnych. Jako przyktady wymienia sie:
fenole, kwas askorbinowy (witamina C), tokoferole (zwigzki z grupy witamin E), a takze polifenole.
Dziatajg wedtug kazdego z przytoczonych wczesniej mechanizmow, cho¢ mozliwe jest rowniez
tworzenie przez nie kompleksow z czynnikami prooksydacyjnymi, np. jonami metali.

Ugrupowanie NH, w konteksécie aktywnosci przeciwutleniajgcej, ma podobng
charakterystyke do tej przedstawionej dla grupy OH. Zwigzki tego typu majg czesto: grupe
aminowg podigczong do uktadu aromatycznego Iub stanowig element piercienia
heteroaromatycznego, a takze dziatajg weditug tego samego typu mechanizméw. Klasycznymi
przyktadami zwigzkéw przynalezacych do tej grupy sa: aniliny (aminy aromatyczne), melatonina
(pochodna indolu), bilirubina (pochodna pirolu), iminy, hydrazony oraz betalainy (pochodne typu

enaminowego).
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Ugrupowanie SH, zwane tiolowym, jest szczegdlnie istotne z punktu widzenia ochrony
organizmow zywych przed ROS. Wiele tioli ulega procesowi autooksydaciji z wytworzeniem
disulfidéw a przemiana ta czesto biegnie przy udziale rodnikéw tiylowych. Ich wyjatkowa tatwosé
do tworzenia typu potgczen ma swoje odzwierciedlenie w zdolnosciach przeciwutleniajgcych tioli.
Poza tym, motyw mostka disulfidowego jest niezwykle wazny z punktu widzenia stabilizacji
i ksztaltowania makromolekut biatkowych. Najczestszym typem mechanizmu spotykanym
w aktywnosci grupy SH jest typ HAT, lecz zwiazki te zdolne sg rowniez do tworzenia stabilnych
chelatow z metalami ciezkimi odpowiedzialnymi za procesy utleniania. Istotnymi przyktadami
zwigzkéw z tej grupy sg: glutation (tripeptyd z wolng grupg SH), penicylamina (aminokwas
niebiatkowy; produkt uboczny metabolizmu penicyliny), cysteamina (amina biogenna; produkt
rozktadu cysteiny), kwas dehydroliponowy, czy N-acetylocysteina.

Uklady wielokrotnie sprzezone oparte na strukturze izoprenu w sposéb efektywny
wygaszajg aktywnos¢ tlenu singletowego oraz rodnikdw nadtlenkowych. Wynika to z mozliwosci
stabilizacji rodnika na catym uktadzie sprzezonych wigzan nienasyconych. Uwaza sig, ze ich
zdolno$¢ przeciwutleniajgca oparta jest gtdwnie na mechanizmie przeniesienia rodnika
wodorowego (HAT). Klasycznymi przyktadami zwigzkéw z tej grupy sa: karoteny, ksantofile oraz
retinoidy (pochodne witaminy A).

Istniejg réwniez ukfady o silnie zréznicowanej budowie, ktdra stanowi kombinacje kilku
przedstawionych powyzej grup. Znanym przyktadem kombinacji uktadu izoprenowego oraz
struktury fenolowej jest koenzym Q10 (ubichinon), a wtasciwie jego forma zredukowana —
ubichinol. Powstaje on w reakcjach katalizowanych cytochromami z koenzymu Q10 i jest zdolny
do wygaszania aktywnosci ROS. Innym przyktadem sg fenolopropenoidy, w tym dehydrozingeron
i kurkumina, hydroksylowane kwasy cynamonowe, na przyktad kwas ferulowy czy o-kumarowy,
a takze zwigzki takie jak izoeugenol. Aktywnos¢ przeciwutleniajgca tych zwigzkéw oparta jest
o grupe OH oraz o mozliwos¢ delokalizacji rodnika z wykorzystaniem ukfadu nienasyconego
w tancuchu bocznym. Jest to przyktad niepetnej aktywnosci uktadu izoprenowego [47, 48].

Na ponizszym rysunku (Rysunek 15) zaprezentowano przyktady wzoréw strukturalnych

wybranych przeciwutleniaczy z podziatem na wskazane klasy.
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Rysunek 15. Przyktady przeciwutleniaczy z uwzglednieniem podziatu na grupy
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3.3. Chemiczne metody okres$lania potencjatu przeciwutleniajagcego

W niniejszym podrozdziale przedstawione zostaty wybrane testy ilosciowe aktywnosci
przeciwutleniajgcej. Miarg tej aktywnosci jest wzrost, badz spadek, intensywnosci zajscia
Zjawiska fizycznego, badz reakcji chemicznej, dlatego techniki takie jak: spektrofotometria,
fluorymetria oraz fotometria, majg tu zastosowanie. Zmierzona: absorbancja, intensywnosc¢
fluorescencji oraz wydajno$¢ kwantowa chemiluminescenc;ji, przektadajg sie w sposob ilosciowy
na witasciwosci antyoksydacyjne.

Techniki te mozna podzieli¢ na: (1) oparte na transferze jednego elektronu (SET) oraz
(2) HAT. Cho¢ ich efekty sa takie same, to jest — badany przeciwutleniacz ulega utlenieniu,
mechanizm oraz kinetyka tych przemian jest odmienna.

Przedstawione ponizej informacje majg za zadanie przyblizy¢ czytelnikowi chemiczne
metody okreslania wilasciwosci przeciwutleniajgcych. Czesto sg one wykorzystywane
w badaniach wstepnych przy opracowywaniu nowych klas przeciwutleniaczy. Zaprezentowano je
w formie: krotkiej notatki na temat podstaw chemicznych i fizycznych testu, schematu
prezentujgacego chemiczng podstawe dziatania, a takze komentarza poszerzajgcego wiedze

o danej technice.

3.3.1. Test DPPH

Metoda ta bierze swg nazwe od rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego
(ang. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical, rodnik DPPH). Zwigzek ten jest trwaty w stanie
wolnym, a zawdziecza to przestanianiu sgsiadujgcymi z nim grupami nitrowymi i pierécieniami
aromatycznymi, bardziej, niz samg mozliwo$cig stabilizacji rodnika w ramach uktadu sprzezonych
wigzah podwdjnych. Podstawg dziatania tego testu jest utrata intensywnej fioletowej barwy
roztworu rodnika DPPH pod wptywem zmiataczy rodnikow, takich jak zwigzki fenolowe. Barwa
ulega zmianie z fioletowej na z6ttg (bezbarwng), a maksimum absorpcji rodnika DPPH
obserwowane jest przy dlugosci fali réownej 517 nm. Im silniejsze sg wlasciwosci
przeciwutleniajgce czasteczki, tym silniejsze odbarwienie jest obserwowane. Miarg sity
przeciwutleniacza moze by¢ parametr ICso, ktdry im bardziej dgzy do zera, tym silniejszy jest

przeciwulteniacz. Ponizej przedstawiono reakcje lezacg u podstaw tej techniki (Schemat 8).
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Schemat 8. Chemiczna podstawa dziatania testu DPPH
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Test ten jest powszechnie uzywany w badaniach wiasciwosci przeciwutleniajgcych
roztworow badanych zwigzkéw, a takze ekstraktdow roslinnych. Stosowanymi w tej metodzie
rozpuszczalnikami sg metanol i etanol. Ze wzgledu na niskg rozpuszczalnos¢ DPPH w wodzie,
mozliwe jest zastosowanie jedynie 60% dodatku wody. Test ten charakteryzuje sie: prostotg
i niskonaktadowoscig, powtarzalnoscig wynikow, mozliwoscig stosowania w temperaturze
pokojowej i sporym potencjatem do zautomatyzowania. Nie obserwuje sie istotnych wad

w stosowaniu tego testu, co spojne jest z jego popularnoscig wsréd badaczy [49].

3.3.2. Test ABTS

Metoda ta bierze swojg nazwe od 2,2’-azobis(3-etylobenzo[d]tiazolino-6-sulfonianu)
amonu, zwanego rowniez jako ABTS (ang. 2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)).
Zwigzek ten, w swej formie natywnej, nie jest uzywany w tym tescie i konieczne jest jego
transformowanie w forme kationorodnika ABTS*. Mozliwe jest to dzieki dziataniu silnym $rodkiem
utleniajgcym, np. nadsiarczanem potasu. Powstaty kationorodnik jest barwny i stanowi podstawe
tej metody kolorymetrycznej. Jego maksimum absorpcji okreslane jest przy dtugosci fali réwnej
734 nm. W obecnosci zmiataczy rodnikéw, obserwuje sie odbarwianie roztworu ABTS*
Z niebiesko-zielonej do bezbarwnej. Intensywnos¢ zjawiska odbarwiania zalezna jest od czasu
trwania reakcji (pomiaru), stezenia i inherentnych witasciwosci przeciwutleniajgcych prébek.
Ponizej zaprezentowano przemiane stanowigcg podstawe tej metody (Schemat 9).

TEST ABTS
P

N

ABTS
bezbarwny zielony
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=T eI,
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_RO" [O]: K2S20s |

Schemat 9. Chemiczna podstawa dziatania testu ABTS

Do zalet tej techniki naleza: prostota i niskonakladowos¢, mozliwos¢ przeprowadzania
oznaczeh zaréwno w warunkach lipofilnych, jak hydrofilowych, tolerancja na szeroki zakres
wartosci pH probek. Za wady mozna uznaé: mozliwos¢ zafatszowania wyniku w zwigzku
z obecnoscig silnego utleniacza w mieszaninie, reakcja z kationorodnikiem ABTS* moze
przebiega¢ powoli, co wptywa negatywnie na odczyt wynikéw (problem okreslenia punktu
koncowego), a takze zwigzek ten po utlenianiu jest niestabilny. Mozliwe jest zastosowanie tego
testu w wariancie odwréconym, to jest, gdy ABTS jest reduktorem. Ma to miejsce w ukfadzie:
ABTS/nadtlenek wodoru/peroksydaza. W tym wypadku wzrost intensywnosci zabarwienia jest

miarg stezenia enzymu [49].
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3.3.3. Test FRAP

Metoda ta swojg nazwe zawdziecza okresleniu angielskiemu — ferric ion reducing
antioxidant power (FRAP), ktére ttumaczy sie jako: jony zelaza zmniejszajgce wiasciwosci
przeciwutleniajgce. Test ten oparty jest o redukcje jonéw zelaza(lll) do zelaza(ll) w obecnosci
przeciwutleniacza (ktéry sam ulega utlenieniu). Powstate jony Fe2* sg nastepnie kompleksowane
i tworzg potgczenia barwne, a intensywnos¢ zabarwienia przektada sie na site przeciwutleniacza.
Klasyczny test FRAP (a) zaktada uzycie 2,4,6-tris(2-pirydylo)-s-triazyny (TPTZ), ktéra w kontakcie
z powstatymi jonami tworzy intensywnie niebieski kompleks (A = 593 nm). Najnowsze wersje testu
(b) wykorzystujg tworzenie btekitu Turnbulla (btekitu Pruskiego) jako podstawe oznaczenia.
Sugeruje sie, iz przeciwutleniacz moze redukowac wolne jony zelaza(lll), jak i zwigzane jony
zelaza(lll) w postaci anionu heksacyjanozelazianowego(lll). W efekcie, powstaje ten sam zwigzek
barwny. Ponizej zaprezentowano przemiany obserwowane w tej metodzie, w wariantach (a) i (b)
(Schemat 10).

TEST FRAP
(@) Fe3* + 2 TPTZ = [Fe(TPTZ),]**
[Fe(TPTZ),]** + ROH = [Fe(TPTZ),]** + [ROH]"
< <
B N SN
Fe'!
| N \N | N\ A
_N 7
[Fe(TPTZ),1**
niebieski

(b)
Fe3* + ROH = Fe?* + [ROH]*
3 Fe?* + 2 [Fe(CN)g]* = Fes[Fe(CN)gl,
[Fe(CN)g]* + ROH = [Fe(CN)g]* + [ROH]*
4 Fe®* + 3 [Fe(CN)g]* = Fe [Fe(CN)gls

Schemat 10. Podstawy chemiczne testu FRAP

Test FRAP charakteryzuje sie prostotg, szybkim wykonaniem i niskonaktadowoscig. Nie
wymaga zastosowania zaawansowanej aparatury. Jego wadg, w wariancie (b), jest silne
wybarwianie naczynek pomiarowych przez btekit Turnbulla/btekit Pruski, co jednak moze by¢
ograniczone dzieki uzyciu srodkéw powierzchniowo czynnych. Ponadto, wyniki pomiaréw moga

znaczgco rozni¢ sie w zaleznosci od czasu ich prowadzenia, gdyz reakcja ta zachodzi z rézng
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szybkoscig dla antyoksydantéw o réznej budowie chemicznej. Jest to metoda, dzieki ktorej
scharakteryzowano potencjat przeciwutleniajgcy wielu sktadnikow zywnos$ci, mozna wiec uznaé
ja za dobrze scharakteryzowang i odnos$nikowg. Istnieje mozliwo$¢é wykorzystania technik
elektrochemicznych (np. chronoamperometria (CA), woltamperometria cykliczna (CV)) w zamian
za pomiary spektrofotometryczne [49]. Para jonéw [Fe(CN)e]3/[Fe(CN)s]* jest elementem czesto
wykorzystywanego w metodzie CV roztworu roboczego, stgd wykorzystanie tej techniki w tescie

FRAP jest uzasadnione.

3.3.4. Test CUPRAC

Nazwa tego testu pochodzi od angielskiego okreslenia: cupric reducing antioxidative
capacity (CUPRAC), co tlumaczy sie jako: zmniejszanie zdolnosci antyoksydacyjnych
z wykorzystaniem zwigzkow miedzi. Oparty jest o reakcje skompleksowanych jonéw miedzi(ll) do
miedzi(l), pod wpltywem przeciwutleniacza (ktory ulega utlenieniu). W wyniku tej transformac;i
chemicznej obserwuje sie efekt barwny, w ktérym nastepuje przejscie barwy z niebieskiej na
z6lto-pomaranczowa (A = 450 nm). Warto dodac, iz za utlenianie odpowiada kompleks miedzi(ll),
a nie wolne jony Cu?. Potencjat utleniajgcy pary Cu?*/Cu* w obecnosci neokuproiny
(2,9-dimetylo-1,10-fenantrolina) wynosi 0,60 V, za$ dla pary wolnych jonéw Cu?*/Cu* — 0,17 V.

Ponizej przedstawiono zapis reakcji lezgcej u podstaw tego testu (Schemat 11).

TEST CUPRAC

Cu?* + 2 Nc = [Cu(Nc),]**
[Cu(Nc),]** + ROH = + [ROH]*

pomaraficzowy

Schemat 11. Podstawa dziatania testu CUPRAC

Test CUPRAC pozwala na zmierzenie wtasnosci antyoksydacyjnych substancji w pH
réwnym 7,0, co jest osiggane przez zastosowanie bufora ztozonego z octanu amonu. Jest ono
bliskie temu, obserwowanemu w warunkach fizjologicznych, to jest pH = 7,4, stad test ten moze
mie¢ zastosowanie w oznaczaniu ilosci antyoksydantéw obecnych w ustroju. Dla wielu substancji,
na przyktad: kwasu rozmarynowego, galusanu epikatechiny, czy rutozydu, takie warunki sg
najbardziej optymalne do swobodnego transferu elektrondw. W literaturze spotyka sie inne
ligandy stosowane do kompleksowania jonéw miedzi. Jeden z nich — kwas 2,9-dimetylo-4,7-

difenylo-1,10-fenantrolino-3,8-disulfonowy (BTS) — w obecnosci pary jonéw Cu?*/Cu*, ma
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potencjat utleniajgcy na poziomie 0,84 V, co moze negatywnie wptywaé na selektywnos$¢ testu
CUPRAC, gdyz przewyzsza to wartos¢ osiggang dla klasycznych warunkéw. Ponadto, wysoce
polarne grupy sulfonowe powoduja, ze czagsteczka jest silniej spolaryzowana, jej wypadkowy
tadunek jest wyzszy, co wptywa na wzrost ilosci oddziatywan jon-dipol z woda, a to przesuwa
rownowage kompleksu w strone substratow i moze wptywaé na fatwos¢ zachodzenia proceséw
redoks [49].

3.3.5. Test ORAC

Nazwa tego testu odnosi sie do angielskiego okreslenia oxygen radical absorbance
capacity (ORAC), co w wolnym tlumaczeniu oznacza: zdolno$¢ do pochtaniania rodnikéw
opartych na atomie tlenu. Podstawg tej metody jest sztuczne generowanie rodnikéw
wodoronadtlenowych, HOO-, ktére powstajg w reakcji tlenu czgsteczkowego z inicjatorem reakcji
rodnikowych (np. 2,2'-azobis(2-metylopropionitryl), AIBN, czy dichlorowodorek 2,2'-azobis(2-
amidynopropanu), AAPH). Nastepnie, w obecnosci barwnika fluorescencyjnego, rodniki te
ulegajg rekombinacji do produkidéw nie wykazujgcych fluorescencji. W obecnosci
przeciwutleniacza, wygaszanie zdolnosci fluorescencyjnych nie jest tak intensywne. Pomiaru
intensywnosci tego zjawiska dokonuje sie przy pomocy fluorymetru. Jest to metoda alternatywna
wobec klasycznych metod spektrofotometrycznych. Istnieje wiele wariantéw testu ORAC, w tym
jego odpowiednik z rodnikiem wodorotlenowym. Metoda ta jest powszechnie uzywana do
okreslania zdolnosci przeciwutleniajgcych produktéw spozywczych, wyrazonych w mikromolach
Trolox (wzorcowy przeciwutleniacz) na 100 graméw produktu. Réwnania chemiczne stanowigce

podstawe testu ORAC przedstawiono ponizej (Schemat 12).

TEST ORAC

Cu?* + HO-OH = [Cu(OOH)]* + H*
[Cu(OOH)]* = Cu* + O, + H*
Cu* + HO-OH = Cu?* +'OH + OH-

R-N=N-R=2R'+ N,

R+ 02 = ROO’
NC}\A,/N ~ Cl\y’—\ 0-0- NC .
At N N— _ N Q - /O
CN 2 O

AIBN

ROO lub HO brak

—_— ..
——» fluorescenciji

Schemat 12. Podstawa dziatania testu ORAC
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Metoda ta jest wrazliwa na zmiane temperatury, gdyz od niej zalezy tworzenie rodnikow
ponadtlenkowych. Biorgc pod uwage, ze inicjatory reakcji rodnikowych, np. AIBN, funkcjonuja
w oparciu o ich rozktad termiczny, czynnik temperaturowy powinien by¢ bardzo Scisle
kontrolowany. Mozliwe jest badanie prébek zaréwno lipofilnych, jak i hydrofilowych, jednak
wymaga to zastosowania inicjatora o odpowiednim charakterze. W przesziosci, jako sondy
fluorescencyjnej uzywano p-fikoerytryny, czyli czerwonego barwnika wystepujgcego
w krasnorostach, jednak zrezygnowano z niej na rzecz fluoresceiny ze wzgledu na to, ze

niejednakowo reaguje z réznymi przeciwutleniaczami oraz moze ulegaé fotowybielaniu [49].

3.3.6. Test TRAP

Metoda ta zawdziecza swojg nazwe okresleniu w jezyku angielskim — total reactive
antioxidant potential (TRAP) — co tlumaczy sie jako: catkowity reaktywny potencjat
przeciwutleniajgcy. Podobnie jak wczesniej, w warunkach inicjatora reakcji rodnikowej,
generowany jest rodnik ponadtlenkowy lub hydroksylowy. Na szczegdlng uwage zastuguje
wariant oparty o chemiluminescencje, gdzie wygenerowany rodnik reagujgc z luminolem wydziela
kwant Swiatta o okreslonej barwie. Wydajnos¢ kwantowa procesu chemiluminescencji stanowi
podstawe do ilosciowego okreslenia wtasciwosci przeciwutleniajacych probek. Im silniejszy
antyoksydant, tym intensywnos$¢ $wiecenia nizsza. Do pomiaru tego zjawiska wykorzystuje sie
fotometr (ang. luminometer). Istniejg réwniez warianty, w ktérych ponownie wykorzystuje sie
zjawisko fluorescencji.

Zbior reakcji prezentujgcych chemizm tego testu zaprezentowany jest na Schemacie 13.
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TEST TRAP

R-N=N-R=2R'+ N,
R+ 0, = ROO’
.
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Schemat 13. Reakcje lezagce u podstaw testu TRAP

Ocena ilosciowa testu TRAP moze by¢ zwigzana z obliczeniem wspétczynnika TRAP
i TAR. Ten pierwszy wigze ze sobg liczbe moli zwigzanych rodnikéw ze stezeniem sktadnikow,
w odniesieniu do liczby moli wzorca (Trolox). Okresla sie go dla duzych stezen analizowanych
antyoksydantéw. W przypadku niskiego stezenia, gdy nastepuje niecatkowite przereagowanie
z luminolem, okresla sie parametr TAR, ktéry wigze ze sobg state szybko$ci reakcji dla
poszczegoblnych sktadnikdw, ze statg szybkosci reagowania wzorca [49]. Ze wzgledu na ztozony
charakter zjawiska chemiluminescencji, wysokg czuto$¢ na zmiane temperatury w kontekscie
tworzenia rodnikdw nadtlenkowych, a takze mozliwos¢é wystepowania efektu matrycy,
modyfikujgcego wydajnos¢ kwantowg procesu luminescencji, nie obserwuje sie szerokiego

zastosowania tego testu, a szczegolnie dla ztozonych mieszanin zwigzkow.

3.4. Enzymatyczne metody okres$lania wlasciwosci przeciwutleniajacych

Uzupetnieniem chemicznych metod okredlania wiasciwosci przeciwutleniajgcych sa
metody enzymatyczne. Bazujg one na pierwotnej aktywnosci redoks enzymow z grupy dysmutaz,
peroksydaz, oksydoreduktaz i oksydaz. Opierajg sie one zwykle na cyklach reakcji, w ktérych
generowane sg reaktywne formy tlenu, wplywajagce na podstawowg reakcje katalizowang
enzymem. W ukitadzie wspotwystepuje antyoksydant, enzym, ROS oraz czynnik utrwalajacy

odpowiedz ukfadu na dziatalnie ROS i przeciwutleniacza. Utrwalenie to moze by¢ osiggniete
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dzieki zastosowaniu metod kolorymetrycznych, fluorescencyjnych, chemiluminescencyjnych,
a takze spektroskopii w ultrafiolecie. W efekcie, uzyskuje sie odpowiedz wyrazong w utamku
inhibicji danego enzymu, badz w formie wspotczynnika ICso. Nalezy bardzo uwaznie przesledzi¢
cykl reakcji, aby zrozumiec, jak niska, badz wysoka warto$¢ odpowiedzi wptywa na wiasciwosci
redoks. Wysoki procent inhibicji enzymu oraz niska wartos¢ stezenia ICso dla proteiny generujgcej
sktadniki pro-oksydacyjne, ma korzystne dziatanie z punktu widzenia wiasciwosci
przeciwutleniajgcych. Czasem jednak zmierzona odpowiedz odnosi sie do sktadnikow otoczenia
lub sztucznie wygenerowanych reaktywnych form tlenu, dlatego tak istotne jest petne zrozumienie
mechanizmu dziatania stosowanych testéw enzymatycznych.

Opracowanie to skfada sie z: informacji ogéinych na temat enzymu, oméwienia dziatania
testu z praktycznego punktu widzenia, a takze grafiki podsumowujgcej dwa poprzednie aspekty.
Ma to na celu poszerzenie informacji o podstawowych, chemicznych testach antyoksydacyjnych,
o te, prowadzone w obecnosci mieszanin wieloskfadnikowych, nasladujgcych rzeczywiste

warunki dziatania enzymow w ustroju.

3.4.1. Analiza aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase, SOD) to enzym powszechnie
spotykany w przyrodzie. Jego aktywnos¢ polega na katalizowaniu reakcji dysproporcjonowania
anionorodnika ponadtlenkowego do tlenu czgsteczkowego i nadtlenku wodoru. Dysmutaza
ponadtlenkowa stanowi pierwszg linie obrony przed urazami wywotanymi przez reaktywne formy
tlenu (ROS) i ma dziatanie przeciwzapalne. W organizmie cztowieka anionorodnik ponadtlenkowy
moze powstawac jako produkt uboczny procesu oddychania w mitochondriach. W mleku krowim,
w obecnosci oksydazy ksantynowej (ang. xanthine oxidase, XO), laktoperoksydazy i w wyniku
fotoutleniania ryboflawiny, réwniez mogg powstawac¢ te czasteczki. SOD stanowi w obu
przypadkach naturalny mechanizm obrony przed stresem oksydacyjnym [50-52].

Testy enzymatyczne SOD sg dostepne w handlu. Aktywnosé SOD okresla sie poprzez
pomiar spadku liczby anionéw ponadtlenkowych (generowanych przez XO). W zwigzku z tym, ze
oddziatujg one z obecnym w medium barwnikiem WST-1, ktéry ma maksimum absorpcji przy
450 nm, spadek intensywnosci wybarwienia jest proporcjonalny do aktywnosci hamowania SOD.
Inhibicja SOD moze by¢ okreslona w procentach hamowania lub w formie wspétczynnika ICso,
stosujgc jako standard enzym SOD. Im nizsza wartosé ICso, tym silniejsze sg witasciwosci
przeciwutleniajgce danej substanciji, poniewaz efektywnie neutralizuje ona anionorodniki
ponadtlenkowe juz przy niskich stezeniach. Ponizej przedstawiono schemat funkcjonowania testu
enzymatycznego opartego o aktywnosé SOD (Schemat 14). W srodkowym cyklu reakcji redoks
dla tlenu czagsteczkowego podano stopier utlenienia czgsteczek, aby zrozumieé istote

zachodzacych przemian [51, 52].
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Schemat 14. Podstawy funkcjonowania testu enzymatycznego opartego o aktywnos¢ SOD [53]
3.4.2. Analiza aktywno$ci peroksydazy glutationowej (GPx)

Peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase, GPx) to enzym katalizujgcy
przemiane glutationu (GSH) w disulfid glutationu (GSSG), ktéra biegnie w obecnosci nadtlenkéw.
Jest to kolejny przyktad mechanizmu biochemicznego chronigcego komorki przed stresem
oksydacyjnym. Enzym ten wigze sie szczegdlnie z procesem utleniania ttuszczéw, gdyz jest on
zdolny do rozktadu nadtlenkéw i wodoronadtlenkéw lipidow do alkoholi i wody. Wystepuje
w réwnowadze z reduktazg glutationowg (ang. glutathione reductase, GR), ktéra odpowiedzialna
jest za redukcje powstatego disulfidu glutationu, pod wptywem NADPH, do glutationu,
odtwarzajgc zdolnosci antyoksydacyjne cyklu [54].

Testy enzymatyczne oparte na aktywnosci GPx sg dostepne komercyjnie i sktadajg sie
z nastepujgcych elementéw: (1) cyklu reakcji redoks dla ROS, (2) cyklu przemian redoks
GSH/GS-SG oraz (3) cyklu reakcji NADPH/NADP*. Aktywnos¢ GPx jest mierzona posrednio
poprzez zuzycie NADPH, ktére jest uzywane do regeneracji GSH z GSSG przez reduktaze
glutationowg (GR). Zmniejszenie absorbancji NADPH (maksimum przy A = 340 nm), wynikajgce
z tworzenia sie NADP+, przektada sie posrednio na aktywno$¢ enzymu GPx. Mozna zatem
stwierdzi¢, ze aktywnosci GPx i GR sg wzajemnie uzupetniajgce. Transformacja GSH do GSSG
iniciowana jest nadtlenkami, np. nadtlenkiem wodoru, wodoronadtlenkiem kumylu,
wodoronadtlenkiem t-butylu. Im wiekszy spadek absorbancji mieszaniny, tym wieksze zuzycie
NADPH, co odzwierciedla wyzszg aktywnosé enzymatyczng GPx. Ta za$ oznacza pozytywny
wplyw na redukcje nadtlenkéw i ochrone komaérek przed stresem oksydacyjnym w obecnosci
badanych przeciwutleniaczy. Ponizej zaprezentowano cykle reakcji lezgce u podstaw tego testu
(Schemat 15) [54, 55].
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Schemat 15. Cykle reakcji lezace u podstaw testu GPx
3.4.3. Analiza aktywno$ci katalazy (CAT)

Katalaza (ang. catalase, CAT) jest wszechobecnym enzymem o aktywnosci
przeciwutleniajgcej ktory rozktada nadtlenek wodoru do wody i tlenu. Niektére patogeny wytwarza
katalaze, aby bronic¢ sie przed nadtlenkiem wodoru, ktory jest powszechnie uzywany przez uktad
odpornosciowy zywiciela, wliczajgc sie w szeroko pojete zjawisko stresu oksydacyjnego [56].
Nadtlenek wodoru jest jedng z najczesciej wystepujgcych reaktywnych form tlenu. Jest obecny
w $rodowisku lub powstaje jako produkt uboczny metabolizmu tlenowego, tworzenia
i dysproporcjonowania anionorodnika ponadtlenkowego lub jako produkt aktywnosci oksydaz.
Zaréwno nadmiar nadtlenku wodoru, jak i rodnik hydroksylowy bedgcy produktem jego rozkiadu,
sg szkodliwe dla wiekszos$ci sktadnikéw komorek. Jego szybkie usuniecie jest niezwykle istotne
dla wszystkich zyjgcych, zdrowych komoérek prokariotycznych i eukariotycznych. Petni on jednak
istotng role w szlakach przekazywania sygnatu, w aktywacji komodrek odpornosciowych,
procesach zapalnych, proliferacji komérek i apoptozie [57].

Test CAT (Schemat 16) moze by¢ uzywany do oceny substancji o potencjalnych
wiasciwosciach przeciwutleniajgcych, ktére mogg wptywaé na aktywnos$¢ katalazy. W praktyce,
wyglada to nastepujgco: (1) przygotowuje sie probke przeciwutleniacza, enzymu CAT oraz
bufora, nastepnie (2) dodaje sie okreslong ilos¢ nadtlenku wodoru i probke inkubuje przez 30
minut, by potem (3) mieszanine zadaé¢ ukladem barwnym, umozliwiajgcym ocene
nadmiaru/niedomiaru nadtlenku wodoru. Istnieje wiele substancji chromogenicznych (substancja
zdolna do przeksztatcenia sie w pigment lub barwnik), ktére mozna zastosowac, jednak na
szczegllng uwage =zastuguje 3,3',5,5'-tetrametylobenzydyna. Zwigzek ten pod wpltywem
nadtlenku wodoru i peroksydazy chrzanowej (ang. horseradish peroxidase, HRP) utlenia sie do
swojej barwnej formy iminowej (typu chinoidowego), ktéra ma maksimum absorpcji przy dtugosci
fali rownej 605 nm. Im mniej H,O, pozostato po reakcji, tym mniej barwnej iminy powstaje, co jest
odwrotnie proporcjonalne do aktywnosci katalazy. Antyoksydant nalezy dodaé przed
rozpoczeciem reakcji z H,O,, aby prawidtowo oceni¢ jego zdolnos$¢ do neutralizowania nadtlenku

wodoru i wtérnie — jego wptyw na reakcje barwng w ukfadzie HRP/TMB [57].
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Schemat 16. Podstawy funkcjonowania testu enzymatycznego opartego na aktywnosci CAT
3.4.4. Analiza aktywnosci oksydazy askrobinianowej

Oksydaza L-askorbinianowa (ang. L-ascorbate oxidase, AO) to enzym odpowiedzialny za
utlenianie kwasu askorbinowego do kwasu dehydroaskorbinowego (ang. dehydroascorbic acid,
DHA), z jednoczesnym transferem czterech elektronéw do czgsteczki tlenu i wytworzeniem
czgsteczki wody. Enzym ten spotykany jest gtéwnie w roslinach, grzybach i bakteriach, jednak
moze mie¢ on przetozenie na aktywnos$¢ redoks witaminy C w organizmie cztowieka [58]. Wedtug
autoréw testu enzymatycznego dostepnego handlowo, AO zdolna jest do transformowania kwasu
askorbinowego, w warunkach aerobowych, do DHA i nadtlenku wodoru, a ilo$¢ tego ostatniego
moze by¢ oznaczona kolorymetrycznie [59].

Jeden z prostszych wariantow testu AO zaktada uzycie nadtlenku wodoru w reakcji
utleniania kwasu askorbinowego do DHA. W tej transformacji, witamina C ulega skonsumowaniu,
co przektada sie na spadek absorbancji w okolicy maksimum absorpcji dla tego zwigzku, to jest:
A = 265-290 nm. Maksima absorpcji kwasu askorbinowego oraz DHA nie nakfadajg sie [60].

Schemat dziatania testu opartego o aktywnos¢ AO jest przedstawiony ponizej (Schemat 17).
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Schemat 17. Podstawy funkcjonowania testu opartego o aktywno$¢ AO

Metoda ta budzi wiele watpliwosci ze wzgledu na: (1) ryzyko powstania wigkszej liczby
produktéw utleniajgcej degradacji kwasu askorbinowego oraz DHA (np. kwas 2,3-
diketogulonowy, kwas 4,5,5,6-tetrahydroksy-2,3-diketoheksanowy), ktére mogg wptywac¢ na
interpretacje wynikéw, a takze generowacC inne, prostsze produkty uboczne, réwniez
o wiasciwosciach redoks [58], (2) silnie utleniajgce srodowisko reakcji, ktére moze powodowac
zniszczenie struktury antyoksydantéw, (3) niejasng aktywnos¢ AO w odniesieniu do zrodet
literaturowych i katalogow reklamowych producentéow testow enzymatycznych [59, 60], (4)

potencjalnie przeciwutleniajgcy charakter DHA [58], pomimo jego nietrwatosci w wodzie [61].

3.5. Aktywnosé biologiczna, wystepowanie i otrzymywanie wybranych zwigzkéw
fenolowych

W niniejszym podrozdziale zaprezentowane zostaly przyktady bioaktywnosci,
wystepowania oraz otrzymywania wybranych zwigzkéw fenolowych, w oparciu o ich podziat na
metoksylowane fenole oraz zwigzki fenolowe. Odseparowanie tych klas od siebie ma charakter
czysto techniczny, wynikajgcy z pdzniejszego opracowania wynikéw badan dla nowych,
estrowych pochodnych kwasu mykofenolowego. Zwigzki te czesto wspdtwystepujg w tkankach
roslinnych, majg zbiezne, nierzadko przeciwutleniajgce i przeciwzapalne wiasciwosci, a takze
podobne mechanizmy biosyntezy.

Opracowanie to sktada sie ze wskazania wzoru strukturalnego, nazw i witasciwosci
biologicznych dla kazdej pochodnej z osobna. Jedna z wybranych bioaktywnosci omowiona jest
bardziej szczegdétowo, zwykle w celu podkreslenia aktywnosci opartej o ROS. Nastepnie,
prezentowane sg rodzaje, bgdz gatunki roslin, w ktérych wystepuja, a takze metody ich syntezy
i biosyntezy.

Zebranie tych informacji w jednym miejscu ma za zadanie przedstawi¢ najistotniejsze
Z punktu widzenia chemii medycznej, informacje na temat tych zwigzkéw naturalnych, a takze
stanowi doktadny przeglad literaturowy i przestanke pod kontynuowanie watku estrowych
pochodnych kwasu mykofenolowego. Przyktady zwigzane z zingeronem, kwasem ferulowym,
bakuchiolem i ketonem malinowym zastugujg na szczegdlng uwage, gdyz zwigzki te sag
intensywnie badane pod katem wiasciwosci nutraceutycznych i adaptogennych, co jest

szczegdblnie wazne dla nowoczesnej dietetyki i kosmetologii.
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3.5.1. Metoksylowane fenole

3.5.1.1. Gwajakol
©:OM6
OH
Rysunek 16. Wzdr strukturalny gwajakolu

Gwajakol (2-metoksyfenol) (Rysunek 16) jest zwigzkiem stosowanym w stomatologii
i medycynie jako antyseptyk, srodek znieczulajacy, czy wykrztusny. Niektére zrédta podajg, ze
wywotuje proliferacje komoérek, dzieki zdolnosci do zmiatania wolnych rodnikéw, a te czesto sg
odpowiedzialne za degradacje skfadnikow ustroju (np. utlenianie ttuszczéw, biatek, czy struktury
DNA). Cho¢ ta wiasciwos¢ jest trudna do zmierzenia w warunkach in vivo, eksperymenty
chemiczne potwierdzity zdolnos¢ gwakajolu do wydajnego zmiatania rodnika hydroksylowego
(generowanego w reakcji Fentona), a takze rodnika typu hydrazynylowego (obecny w tescie
DPPH) [62].

Istothnym, naturalnym zrédiem pochodzenia gwajakolu jest zywica roslin z rodzaju
gwajakowca (Guaiacum L.), skad réwniez jego nazwa. Ponadto, niektére zwierzeta z gromady
owadow (np. krociondg szklarniowy, Oxidus gracilis) sg zdolne do biosyntezy pochodnych fenolu,
w tym gwajakolu. Zwigzek ten kojarzony jest z zapachem palonego tytoniu i pieczonej zywno$ci,
jest wiec produktem proceséw ich pirolizy. Niekiedy uzywa sie go do sztucznego nawaniania
produktéw przeznaczonych do uzytku komercyjnego. Gidwna, przemystowg metodg jego

pozyskiwania jest proces metylowania katecholu siarczanem(VI) dimetylu [63, 64].

3.5.1.2. Syringol

OMe
OH

OMe
Rysunek 17. Wzoér strukturalny syringolu

Syryngol (2,6-dimetoksyfenol) (Rysunek 17) to zwigzek wykazujgcy witasciwosci
przeciwutleniajgce, bakteriostatyczne oraz grzybobdjcze [65]. Przyktadem reprezentujgcym te
pierwsze jest badanie in vivo przeprowadzone na modelu szczurzym, ktére wykazato, ze podaz
syryngolu w pozywieniu wywotuje zredukowanie poziomu kancerogennej N-nitrozomorfoliny we
krwi, w tresci zotadkowej, bgdz zawartosci dwunastnicy u tych zwierzat, nawet do 89%.
Przedstawia to pewng mozliwosci zastosowania zwigzkéw naturalnych typu fenolowego
w minimalizowaniu produkcji toksycznych produktéw obrébki termicznej konserwowanej
zywnosci [66].

Wysokie stezenia metoksyfenoli, w tym syryngolu, obserwuje sie w zywicach, korze, bgdz
drewnie wielu gatunkéw drzew pospolitych, np. sosna, swierk, wierzba, a takze niektérych

gatunkach traw. Wynika to z degradacji ztozonej struktury ligniny, czyli istotnego sktadnika
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budulcowego drewna, do tych zwigzkéw matoczgsteczkowych, przez grzyby z rodziny
boczniakowatych (np. boczniak mikotajkowy, Pleurotus eryngii), czy korownicowatych. Gazy
odlotowe powstate w wyniku spalania drewna buku, wierzby, badz brzozy, takze zawierajg pewne
ilosci syryngolu, wykazujgc, ze ten element roslin jest istotnym rezerwuarem metoksylowanych
fenoli [65]. Jedng z mozliwych, przemystowych metod syntezy syryngolu jest dekarboksylacja
i selektywne metylowanie kwasu galusowego z wykorzystaniem weglanu dimetylu i katalizatora

przeniesienia miedzyfazowego [67].

3.5.1.3. Aldehyd syryngowy

MeO

HO
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Rysunek 18. Wzér strukturalny aldehydu syryngowego

Aldehyd syryngowy (4-hydroksy-3,5-dimetoksybenzaldehyd), inaczej: syringaldehyd
(Rysunek 18), to =zwigzek fenolowy wykazujgcy wiasciwosci przeciwbakteryjne,
przeciwgrzybowe i przeciwutleniajgce. Niektére badania komorkowe in vitro wskazujg rowniez na
jego aktywnos$¢ przeciwzapalng, antynowotworowg i przeciwcukrzycowg [68]. Jako przyktad
wiasciwosci przeciwrakowych mozna wskazag, iz posréd serii zwigzkéw wyizolowanych z syropu
klonowego, aldehyd syryngowy bardzo efektywnie hamuje rozwdj komoérek nowotworowych
testowanych trzech z czterech linii komoérkowych, to jest: HCT-116, Caco-2 i HT-29, na poziomie
wspotczynnika ICso mieszczgcego sie w przedziale 35-90 ug/mL [69]. Ponadto, zastosowanie
aldehydu syryngowego moze zmniejszac stres oksydacyjny, zmiany zwyrodnieniowe i migracje
komorek zapalnych w niedokrwionym rdzeniu kregowym, co zostato udowodnione na modelu
kréliczym in vivo [70].

Zrédtem aldehydu syryngowego w przyrodzie moze byé zmielone drewno klonowe (Acer
L.), ktére poddane: obrobce chemicznej w obecnosci nitrobenzenu i wodorotlenku sodu,
w podwyzszonej temperaturze, nastepnie, zakwaszeniu i szeregu ekstrakcji z wykorzystaniem
rozpuszczalnika organicznego, daje pozadany produkt [71]. Jedna z opatentowanych metod
otrzymywania tego zwigzku zaktada wykorzystanie syryngolu jako produktu wyjsciowego. Jego
O-allilowanie, poddanie przegrupowaniu Claisena, izomeryzacja grupy allilowej w 1-propenylowa,
i nastepcze utlenianie, np. tlenkiem miedzi(l), bgdz nitrobenzenem, w srodowisku zasadowym,

pozwala na dogodng synteze produktu [72].
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3.5.1.4. Wanilina

MeO

HO
Rysunek 19. Wzér strukturalny waniliny

Wanilina  (4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd) (Rysunek 19) jest  silnie
rozpowszechnionym w przemysle perfumeryjnym i spozywczym Srodkiem aromatyzujgcym.
Niektore zrodta donoszg, iz poza nadawaniem silnego smaku i zapachu, posiada on wiasciwosci
przeciwrakowe, przeciwutleniajgce i przeciwzapalne, czy neuroprotekcyjne. W urazach rdzenia
kregowego, badanych na modelu szczurzym, wanilina wywiera dziatanie neuroprotekcyjne,
hamujgc apoptoze i redukujgc ekspresje HIF-a (ang. hypoxia-inducible factor 1, czynnik
indukowany hipoksja 1) w tkankach rdzenia kregowego. Cho¢ ten ostatni czynnik wywiera ogdlnie
pozytywne dziatanie na tkanki w warunkach obnizonej zawartosci tlenu, jego nadmierna
aktywacja moze promowac procesy zapalne i wzmagac¢ przerost naczyn krwionos$nych. Sugeruje
sie, ze ten atypowy mechanistycznie efekt neuroprotekcyjny wynika ze zmiatania reaktywnych
form tlenu (ROS) przez waniline, a to doprowadza do ztagodzenia uposledzonej pracy
mitochondriow, redukcji peroksydaciji lipidow i zahamowania apoptozy [73].

Wanilina jest otrzymywana na drodze ekstrakcji ciato state-ciecz ze strgczkow wanilii
trzech jej podstawowych gatunkdéw: Vanilla planifolia, Vanilla tahitensis i Vanilla pompona. Jego
nazwa réwniez pochodzi od tego rodzaju roslin. Cho¢ zwigzek ten pozyskany metodami
syntetycznymi jest znacznie tanszy w produkcji, metody ekstrakcyjne nadal dominujg, gdyz to
pierwsze pochodzenie wywotuje negatywny odbiér wéréd konsumentéw (branza spozywcza).
Metody jej otrzymywania opierajg sie na réznych surowcach, choé¢ najczesciej sg one
pochodzenia ligninowego (zmielone drewno, odpady ze zbioru i obrébki zb6z, czy nawet odchody
zwierzagt roslinozernych). Najbardziej zaawansowane metody oparte sg o transformacje
biotechnologiczne, w ktdrych wykorzystuje sie metody bioinzynieryjne (modyfikacja gendw

bakterii i rodlin, przemiany enzymatyczne) [73].

3.5.1.5. Dehydrozingeron

MeO X

HO
Rysunek 20. Wz6r strukturalny dehydrozingeronu

Dehydrozingeron ((E)-4-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)but-3-en-2-on), inaczej:
wanilidenoaceton (Rysunek 20), to zwigzek fitochemiczny z grupy fenylopropanoidéw.
Przynalezy do klasy zaréwno ketondéw typu styrenowego, jak i pochodnych kwasu ferulowego
(kwasu (E)-4-hydroksy-3-metoksycynamonowego). Niekiedy nazywany jest feruloilowanym

metanem. Strukturalnie stanowi potowe czasteczki kurkuminy, czyli pigmentu nadajgcego
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zabarwienia kurkumie, co moze wskazywac¢ na ich zbiezny mechanizm biosyntezy w tkankach
roslinnych. W niektérych badaniach wykazat wtasciwosci przeciwzapalne, przeciwdepresyjne,
antybiotyczne, przeciwutleniajgce, czy przeciwnowotworowe [74]. Jego wiasciwosci, jako
potencjalnego chemoterapeutyka, byty badane w odniesieniu do linii komorek raka jelita grubego,
HT-29. Powoduje on nagromadzenie ROS w komérkach raka, tym samym doprowadzajgc do
zatrzymania ich cyklu zycia. Cho¢ obecnos¢ ROS kojarzona jest raczej z promowaniem
kancerogenezy, na drodze wywotywania proceséw zapalnych i uszkodzenia DNA, w tym
wypadku ich podwyzszony poziom promuje $mieré chorych komoérek, nie majgc negatywnego
wplywu na ich zdrowe odpowiedniki [75, 76]. Przyktad ten pokazuje, ze w procesach
chorobotwérczych, niekiedy indukowany wzrost ilosci wolnych rodnikéw, w tym reaktywnych form
tlenu, ma pozytywny wptyw na zdrowe komorki. Ponadto, nie zawsze obserwowana aktywnosc¢
przeciwutleniajgca w warunkach in vitro przektada sie na te same wtasciwosci w ustroju.

Naturalnym 2zrodtem wystepowania dehydrozingeronu sg przewaznie kigcza roslin
z rodziny imbirowatych (Zingiberaceae), np. imbiru lekarskiego (Zingiber officinale Rosc.), czy
kurkumy (Curcuma longa L.). Czesto wspoétwystepuje ze swoim nasyconym analogiem —
zingeronem, a takze innymi wariantami strukturalnymi. Zrédtostowem nazwy zingeron oraz
dehydrozingeron jest rodzina roslin imbirowatych. Mozliwa jest jego pozyskanie z suszonego,
mielonego ktgcza imbiru, wykorzystujgce proces ekstrakcji ciato state-ciecz [77]. Zwigzek ten nie
znalazt szerszego zastosowania, stad trudno doszukaé sie jego przemystowych metod
otrzymywania. Mozliwe jest jednak przeprowadzenie prostej, jednostopniowej syntezy,
korzystajgcej z tatwo dostepnych substratéw, takich jak: wanilina, aceton oraz wodorotlenek sodu
[78].

3.5.1.6. Zingeron
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Rysunek 21. Wz6ér strukturalny zingeronu

Zingeron (4-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)butan-2-on), to zredukowany odpowiednik
dehydrozingeronu (Rysunek 21). Jest to zwigzek fenolowy posiadajgcy wiasciwosci
przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, a takze przeciwnowotworowe. Ponadto, znany jest
z wilasciwosci przeciwwymiotnych, przeciwbiegunkowych, a takze immunostymulujgcych. Jest
odpowiedzialny za ostry smak imbiru. Przyktadami reprezentujgcymi jego unikalne wtasciwosci
przeciwutleniajgce sg: hamowanie indukowanej askrobinianem zelaza(lll) peroksydacji lipidow
na modelu szczurzym, ochrona DNA przed inicjowanym chlorkiem cyny(ll) stresem
oksydacyjnym, czy tez inhibicja biatek proapoptotycznych (np. kaspazy 3 do 9). Zwigzek ten
wykazuje stosunkowo wysokie wiadciwo$ci przeciwutleniajgce w odniesieniu do kwasu
askorbinowego, zmiata rodniki nadtlenoazotynowe, a takze ma zdolno$s¢ do hamowania

reaktywnych form tlenu. Uwaza sie, ze jest on adaptogenem, czyli zwigzkiem ufatwiajgcym
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przystosowanie organizmu do niekorzystnych warunkéw $rodowiska (stres, ksenobiotyki,
patogeny) [79].

Jak juz wspominano wczesniej, zingeron wspotwystepuje z jego styrenowym wariantem
w kigczach roélin z rodziny imbirowatych, w tym w galangalu mniejszym (Alpinia officinarum
Hance) czy galangalu wiekszym (Alpinia galanga L.) [77, 79]. W literaturze mozna réwniez
spotkaé biosynteze zingeronu z kwasu ferulowego, w ktérej przemiane te katalizuje miedzy
innymi syntaza poliketydowa typu Ill pochodzaca z pieprzu metystynowego (Piper methysticum),
w organizmie modyfikowanej genetycznie E. coli [80]. Moze by¢ otrzymany na drodze syntezy z
dehydrozingeronu, ktéry poddany selektywnej redukcji wigzania podwdéjnego w obecnosci chlorku
niklu(ll) i borowodorku sodu, z wydajnoscig 80%, daje pozadany produkt [78].

3.5.1.7. Kwas ferulowy
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Rysunek 22. Wz6r strukturalny kwasu ferulowego

Kwas ferulowy (kwas (E)-4-hydroksy-3-metoksycynamonowy) (Rysunek 22) to zwigzek
z rodziny kwasow hydroksycynamonowych. Jego nazwa pochodzi od roslin z rzedu selerowatych
(Apiaceae Lindl.), rodzaju zapaliczkowatych (Ferula). Petni szereg funkcji biologicznych ze
wzgledu na szerokie wystepowanie w masie ligninowo-celulozowej. Wykazuje wiele
potencjalnych wiasciwosci terapeutycznych, w tym: przeciwnowotworowych,
przeciwcukrzycowych i dziata jako srodek hamujacy choroby uktadu krgzenia. Jego witasciwosci
przeciwutleniajgce uwazane sg za silniejsze niz waniliny, kwaséw kumarowych, czy
cynamonowych. Jest stosowany w przemysle kosmetycznym jako srodek fotoochronny
(promieniowanie UV), a takze depigmentujgcy skoére. W zestawieniu z kwasem askrobinowym
i tokoferolami, zwigksza stabilno$¢ chemiczng tych witamin oraz wzmaga ich wtasciwosci
fotoprotekcyjne [81].

Kwas ferulowy jest spotykany w tkankach roslinnych w trzech formach: rozpuszczalnej-
wolnej (wolny kwas), rozpuszczalnej-sprzezonej (estry cukréw) oraz nierozpuszczalnej-
zwigzanej. Kazda z nich spotykana jest w kompleksach ligninowo-celulozowych obecnych
w otrebach pszennych, badz kukurydzianych. Znane sg przyktady ekstrakcji z wykorzystaniem
wody przegrzanej, czy metanolu. Przemystowo produkowany jest metodami ekstrakcyjnymi, cho¢
podejmowane sg préby jego otrzymywania na drodze biosyntezy z L-tyrozyny, ktéra poddawana

jest szeregowi reakcji enzymatycznych w organizmie zywiciela — E. coli [81].
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3.5.1.8. Eugenol i izoeugenol
HO HO
eugenol izoeugenol

Rysunek 23. Wzory strukturalne eugenol i izoeugenolu

Eugenol (4-allilo-2-metoksyfenol) i izoeugenol ((E)-4-(prop-1-enylo)-2-metoksyfenol) to
pochodne gwajakolu (Rysunek 23), podstawione w czwartej pozycji grupg propenylowa, bedace
wobec siebie izomerami konstytucyjnymi.

Eugenol posiada witasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwzapalne, przeciwutleniajace,
a takze przeciwnowotworowe. Wyrazem wiasciwosci antyoksydacyjnych eugenolu jest jego
zdolno$¢ do zmiatania reaktywnych form tlenu powstatych w ludzkich neutrofilach (w warunkach
indukowanych), a takze efektywna inhibicja mieloperoksydazy (ang. myeloperoxidase) w ludzkich
leukocytach. Ten ostatni enzym odpowiedzialny jest za powstawanie kwasu chlorowego(l)
w ustroju, co spotykane jest szczegdlnie w przebiegu reakcji zapalnych. Warto dodac, iz eugenol
w wyzszych stezeniach moze wywotywaé efekty pro-oksydacyjne, przyczyniajgc sie do
uszkodzenia DNA komoérek tkanki tgcznej wiasciwej u ludzi. Osigganie aktywnosci
przeciwnowotworowej przez eugenol moze dojs¢ do skutku przy pomocy zaréwno wiasciwosci
antyoksydacyjnych (hamowanie mutacji), jak i pro-oksydacyjnych (wptywanie na szlaki
sygnatowe, niszczenie komodrek nowotworowych). Sugeruje sie, ze mechanizmy takiej
bioaktywnos$ci wigzg sie z: obnizaniem poziomu cytokin prozapalnych, regulowaniem syntezy
prostaglandyn, a takze spadkiem aktywnosci cyklooksygenazy indukowanej (COX-2) [82].

Wiekszos¢ wtadciwosci biologicznych izoeugenolu jest zblizona do tych obserwowanych
w przypadku eugenolu. Mozna jednak wyrézni¢ w ich ramach wtadciwosci antybiotyczne, ktére
sg wyzsze, co do wartosci, niz w tym drugim przypadku, w ramach testéw in vitro. Dodatkowo,
stwierdzono, iz izoeugenol ma silne dziatanie antycholinergiczne i przeciwcukrzycowe
w odniesieniu do akarbozy (lek diabetologiczny) i takryny (inhibitor acetylocholinoesterazy,
stosowany przy otepieniu w chorobie Alzheimera). W zwigzku z tym, ze izoeugenol skutecznie
hamuje te oba enzymy, mozna go stosowa¢ w leczeniu tagodnej do umiarkowanej choroby
Alzheimera oraz roznych, innych choréb pamieci [82, 83].

Zwigzki te wystepujg w znacznych iloSciach w roslinach z rodziny: wawrzynowatych
(Lauraceae), mirtowatych (Myrtaceae) i muszkatolowcowatych (Myristicaceae), a szczegdlnie
w oleju z gozdzikowca korzennego (Syzygium aromaticum). W 100 gramach gozdzikéw znajduje
sie okoto 0,94-1,47 g eugenolu, ktory jest zwigzkiem dominujgcym w ich kompozycji zapachowe;.
Cho¢ otrzymywanie eugenolu oparte jest o metody ekstrakcyjne, mozliwa jest jego synteza
z gwajakolu na drodze: O-allilowania i przegrupowania Claisena obserwowanego w ramach
potproduktu. Mozliwa jest izomeryzacja eugenolu w izoeugenol prowadzona w warunkach
zasadowych, co zostato juz wspomniane przy omawianiu syntezy aldehydu syryngowego.

Metoda biotechnologiczna opiera sie na manipulacjach genetycznych niektorych
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mikroorganizméw, miedzy innymi: bakterii maczugowca (Corynebacterium), Streptomyces, czy
E. coli [82].

3.5.2. Zwigzki fenolowe

3.5.2.1. Sezamol

S

Rysunek 24. Wz6r strukturalny sezamolu

Sezamol (3,4-metylenodioksyfenol, benzo[d]-1,3-dioksol-5-ol) (Rysunek 24) to zwigzek
fenolowy odpowiadajgcy za kompozycje zapachowg sezamu oraz oleju sezamowego. Dzieki
obecnosci wolnej grupy fenolowej wykazuje dziatanie przeciwutleniajgce poprzez zdolnos¢ do
zmiatania ROS. Sezamol moze réwniez ostabia¢ produkcije tlenku azotu i nadtlenku wodoru oraz
zmniejsza¢ aktywno$¢é monoaminooksydazy (ang. monoamine oxidase, MAO) w komadrkach
glejowych astrocytow. MAO odpowiedzialna jest za utrzymanie rownowagi neuroprzekaznikéw
(takich jak serotonina, czy adrenalina) w mézgu, co jest istotne dla zdrowia psychicznego oraz
prawidiowego funkcjonowania uktadu nerwowego. Aktywno$é ta moze stanowi¢ podstawe
w walce z rozwojem choréb neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera [84].

Sezamol, wraz z sezamoling i sezaming, przynalezy do klasy lignanéw sezamowych
znajdujgcych sie w nasionach roslin z rodziny sezamowatych, np. sezamu indyjskiego (Sesamum
indicum L.) [85]. Z powodu niskiej wydajnosci otrzymywania sezamolu metodami ekstrakcyjnymi,
opracowana zostata synteza chemiczna, w ktérej jako substrat stosuje sie piperonal (inaczej:
heliotroping), ktéory w wyniku dziatania kwasem nadoctowym, w obecnosci octanu sodu,

i nastepczej hydrolizy powstatego mrowczanu sezamylu daje pozadany produkt [86].

3.5.2.2. Tymol

OH
Me Me
Rysunek 25. Wz6r strukturalny tymolu

Tymol (2-izopropylo-5-metylofenol) (Rysunek 25) to zwigzek fenolowy przynalezgcy do
klasy terpenoidéw, odpowiedzialny za zapach tymianku i oleju tymiankowego oraz za ich
wiasciwosci biologiczne. Posiada wiasciwosci przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, a ponadto —
immunomodulujgce i bakteriostatyczne. Te ostatnie obserwowane sg wobec wielu najczesciej
spotykanych szczepdw, zaréwno z rodzaju bakterii Gram-dodatnich, jak i Gram-ujemnych. Na
modelu zwierzecym wykazano, ze zwigzek ten wptywa na ukfad immunologiczny myszy na
drodze podwyzszania poziomu niektorych komoérek uktadu odpornosciowego (np. CD4, CD8)

oraz biatek (np. cytokiny Th1), ktére w efekcie zwiekszajg produkcije innych biomolekut (takich jak
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IFN-y, czy IL-12), pozytywnie stymulujgc uktad odpornosciowy. Tymol zostat skatalogowany
przez Amerykanska Agencje Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Administration, FDA) jako
ogolnie bezpieczny w uzyciu spozywczym i o znikomej toksycznosci [87].

Jest on powszechnie spotykany w roslinach z rodziny jasnotowatych (Lamiaceae), na
przyktad: macierzanka (Thymus L.), lebiodka (Origanum L.) i czgber (Satureja L.). Jego
biosynteza w tkankach roslinnych jest mozliwa dzieki szeregowi transformacji opartych na
terpenach i terpenoidach, takich jak: aromatyzacja y-terpinenu do p-cymenu (4-izopropylotoluen),
hydroksylowanie p-cymenu lub cyklizacja pirofosforanu geranylu, hydroksylowanie powstatego
y-terpinenu, a nastepnie utlenianie i tautomeryzacja produktu przejsciowego. Z racji sporego
zapotrzebowania w przemysle, opracowana zostata metodg przemystowa jego otrzymywania,
ktéra zaktada izopropylowanie m-krezolu w obecnos$ci propenu i dwutlenku wegla w stanie

nadkrytycznym [87].

3.5.2.3. Bakuchiol

HO
Rysunek 26. Wzér strukturalny bakuchiolu

Bakuchiol ((1E)-4-[(3S)-3-etenylo-3,7-dimetylookta-1,6-dien-1-ylo]Jfenol) to zwigzek
fenolowy (Rysunek 26) przynalezacy do klasy meroterpendéw (zwigzkdéw zawierajgcych uktady
izoprenowe jedynie w czesci czgsteczki), a takze terpenofenoli. Motywem strukturalnym
odpowiadajgcym za bioaktywnos¢ bakuchiolu jest jego fragment 4-hydroksystyrenowy. Zwigzek
ten uznawany jest za roslinny odpowiednik retinolu, w zwigzku z tym, Zze posiada zblizone
wihasciwosci biochemiczne (ang. functional analog). Stosowany jest w przemysle kosmetycznym,
a takze w tradycyjnej medycynie chinskiej (szczegdlnie w leczeniu choréb skory). W formulacjach
stosowanych bezposrednio na skoére generuje mniej efektdéw ubocznych, takich jak:
zaczerwienienie, pokrzywka, czy suchosc, niz retinol. Bakuchiol zostat przetestowany na modelu
szczurzym, ze sztucznie wywotanym zapaleniem ogolnoustrojowym, o0 objawach
przypominajgcych wstrzgs septyczny, gdzie zauwazono obnizenie poziomoéw markeréw
zapalnych i poprawe funkcji watroby i nerek. Wskazuje to, ze bakuchiol moze mie¢ zastosowanie
w leczeniu standw zapalnych i sepsy. Poza tymi wtasciwos$ciami, zwigzek ten charakteryzuje sie
aktywnoscig przeciwutleniajgca, przeciwbakteryjng, a takze antyproliferacyjng [88, 89].

Najwazniejszym zZrodtem bakuchiolu sg rosliny z rodziny bobowatych (Fabaceae L.),
w tym ziele Babchi (Cullen corylifolium L.). Zwigzek ten mozna wyizolowa¢ ze wszystkich jej
czesci, cho¢ najwiecej znajduje sie go w nasionach i owocach. Ekstrakcja wspomagana
ultradzwiekami, a takze ta, prowadzona w aparacie Soxhleta, charakteryzujg sie najwyzszymi
wydajnosciami, a eter naftowy okazuje sie by¢ najlepszym do tego rozpuszczalnikiem [88, 89].
Opracowanych zostato wiele metod syntezy bakuchiolu, jednak na szczegdlng uwage zastuguje
wariant 4-etapowy, gdzie zwigzkiem wyjsciowym jest rac-cytral, ktéry na drodze katalizowanej
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zwigzkiem miedzi(l) reakcji a-winylowania, transformacji z udziatem zwigzku Grignarda,

dehydratacji oraz rozszczepienia eteru, daj pozadany produkt kohcowy w postaci racematu [90].

3.5.2.4. Kwasy kumarowe
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Rysunek 27. Wzory strukturalne kwasow kumarowych

Kwasy kumarowe (kwas o-/m-/p-hydroksycynamonowy) przynaleza do klasy kwasow
fenolowych (Rysunek 27), a takze ich podtypu — kwasoéw hydroksycynamonowych. Ze wzgledu
na obecno$é¢ wolnej grupy fenolowej oraz uktadu styrenowego, zwigzki z tej grupy wykazujg
dziatanie przeciwutleniajgce, przeciwzapalne, antybiotyczne oraz fotoprotekcyjne. Zwigzki te,
a szczegolnie kwas o-kumarowy, mogg stanowi¢ alternatywe wobec powszechnie stosowanych
w przemysle kosmetycznym, fototoksycznych parabendéw. Dodatkowo, wykazujg wiasciwosci
korygujgce przebarwienia i modyfikujgce procesy zapalne skéry. Kwas p-kumarowy wplywa na
redukcje produkcji azotynow w stymulowanych makrofagach (komérki spotykane w procesie
fagocytozy). Komorki te znane sg z produkowania tlenku azotu(ll), ktory jest istotnym czynnikiem
stuzgcym do walki z patogenami, biorgcym udziat w procesach zapalnych. Tlenek ten jest
w ustroju rozktadany nastepnie do jondéw azotanowych(lll). Blokowanie czynnikéw wtérnie
odpowiedzialnych za produkcje tego zwigzku (np. NF-kB czy IkB), moga wptywa¢ na
zmniejszenie produkcji azotynéw i tagodzenie reakcji zapalnej [91].

Najbardziej rozpowszechnionym kwasem kumarowym w przyrodzie jest kwas
p-kumarowy. Wynika to z faktu, iz powstaje bezposrednio z dostepnych w ustroju aminokwaséw
biogennych: L-tyrozyny lub L-fenyloalaniny, na drodze deaminacji pod wptywem liaz oraz
monooksygenaz [92]. Pozostate zwigzki z tej klasy wymagajg wykorzystania mniej
rozpowszechnionych substratéow, ktére zwykle obecne sg w znikomych ilosciach. Sugeruje sie,
ze kwas o-kumarowy powstaje w wyniku reakcji utleniania kwasu melilotowego (kwas 3-(2-
hydroksyfenylo)propanowy) pod wptywem oksydoreduktazy o-kumarynowej, co stanowi element
metabolizmu L-fenyloalaniny [93]. Synteza kwasow kumarowych mozliwa jest dzieki
zastosowaniu reakcji Knoevenagla, gdzie substratem sg hydroksylowane benzaldehydy i kwas
malonowy, w pirydynie jako rozpuszczalniku, w warunkach katalizy zasadowej, np. piperydyng
[94]. Kwasy kumarowe wspotwystepujg w naturze z innymi kwasami fenolowymi, dlatego ich
pozyskiwanie z materiatu biologicznego nie jest tak rozpowszechnione i optacalne. Niemniej
jednak, warto przytoczy¢ kilka zrédet ich wystepowania w przyrodzie: kwas o-kumarowy —
rézanecznik dahurski (Rhododendron dauricum L.) [95], kwas m-kumarowy — malina wtasciwa

(Rubus idaeus L.) [96], kwas p-kumarowy — herbata chinska (Camellia sinensis L.) [97].
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3.5.2.5. 4-Hydroksybenzaldehyd

HO
Rysunek 28. Wz6r strukturalny 4-hydroksybenzaldehydu

4-Hydroksybenzaldehyd (Rysunek 28) to jeden z izomeréw aldehydu salicylowego.
Stanowi sktadnik aktywny mieszanek ziét stosowanych w Medycynie Chinskiej do leczenia bélu
gtowy, migreny, nerwobdli i probleméw neurologicznych. Posiada wtasciwosci przeciwutleniajace
i neuromodulujgce, a takze przyspiesza gojenie sie ran. Kilka badah sugeruje, ze
4-hydroksybenzaldehyd ma efekt prozdrowotny w zwierzecym modelu insulinoopornosci i zdolny
jest do hamowania cholinoesterazy, co moze by¢ wykorzystane w leczeniu choréb
neurodegeneracyjnych. Ponadto, ma zdolno$¢ do inhibicji transaminazy GABA
(ang. 4-aminobutyrate transaminase), czyli enzymu odpowiedzialnego za degradacje tego
neuroprzekaznika, spotykanego w komérkach mozgu. Efekt ten jest silniejszy niz w przypadku
szeroko rozpowszechnionego w medycynie kwasu walproinowego (lek przeciwpadaczkowy).
Badania te wykazaly, ze zastosowanie 4-hydroksybenzaldehydu zwigksza poziomy GABA
w  mozgu, tym samym przyczyniajgc sie do efektéw przeciwepileptycznych
i przeciwpadaczkowych [98, 99].

Spotykany jest w roslinach z rodziny storczykowatych (Orchidaceae Juss.), w tym
w gatunku Gastrodia elata Blume [100]. Opracowano synteze przemystowg, w ktorej
4-hydroksybenzalehyd moze byé otrzymany na drodze: (1) hydroksymetylowania fenolu
formaling w $rodowisku zasadowym oraz (2) utleniania powstatego alkoholu typu benzylowego
z wykorzystaniem katalizatora ztozonego z trojtlenku bizmutu, palladu i wegla aktywnego [101].
Inng  metodg jego pozyskiwania jest oksydatywna  dekarboksylacja  kwasu
4-hydroksymigdatowego w obecnosci chlorku zelaza(lll) [102].

3.5.2.6. Dehydroframbinon

HO
Rysunek 29. Wz6r strukturalny dehydroframbinonu

Dehydroframbinon ((E)-4-(4-hydroksyfenylo)but-3-en-2-on) (Rysunek 29) to zwigzek
fenolowy przynalezacy do klasy fenylobutenonéw. Jest jednym ze sktadnikdw mieszanek
roslinnych uzywanych w Tradycyjnej Medycynie Chinskiej, o wlasciwosciach przeciwzapalnych,
przeciwnowotworowych i moczopednych. W testach in vitro na linii komérek nowotworowych
K562 (ostra biataczka szpikowa, erytroleukemia) wykazuje cytotoksycznos¢ wyrazong
wspotczynnikiem 1Cso na poziomie 60 yM [103]. Charakteryzuje sie tez pewng aktywnoscig

przeciwpierwotniakowg wobec trzech szczepéw zarodzca sierpowatego (Plasmodium
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falciparum) [104]. Wykazano, ze dehydroframbinon, oraz jego pochodne, skutecznie hamuje
peroksydacje lipidow indukowang przez jony nadtlenoazotynowe (ONOO~) w erytrocytach oraz
przeciwdziatajg uszkodzeniom DNA w bakteriach Salmonella typhimurium. Wiasciwosci te byty
silniej zaznaczone niz w przypadku znanego zmiatacza rodnikéw — Troloxu (analog witaminy E)
[105].

Zwigzek ten mozna wyekstrahowac z kazdej czesci rosliny o nazwie tarczyca brodata
(Scutellaria barbata), ktéra przynalezy do rodziny jasnotowatych (Lamiaceae Lindl.) [103]. Jego
synteza jest mozliwa na drodze prostej kondensacji aldolowej, w ktorej udziat bierze

4-hydroksybenzaldehyd i aceton, w obecnosci 5 M kwasu solnego [104].

3.5.2.7. Keton malinowy

HO
Rysunek 30. Wz6r strukturalny ketonu malinowego

Keton malinowy (4-(4-hydroksyfenylo)butan-2-on, frambinon) (Rysunek 30) to zwigzek
fenolowy odpowiedzialny za charakterystyczny smak i zapach malin. Stanowi réwniez element
kompozycji zapachowych innych owocéw. Jest powszechnie uzywany w przemysle
perfumeryjnym, kosmetycznym i spozywczym. Jedna z jego nazw — frambinon — pochodzi
najpewniej od tacinskiego wyrazenia fraga ambrosia, czyli boska truskawka. Rdzen tej nazwy
spotykany jest réwniez w jezyku francuskim, fr. framboise, i niderlandzkim, nl. framboose, gdzie
obie oznaczajg owoce maliny wtasciwej. W ostatnich latach zyskuje zainteresowanie ze wzgledu
na wiasciwosci nutraceutyczne ($rodki dostarczajgce jednoczesnie wartosci odzywczych
i wkasciwoséci produktéw farmakologicznych). Wykazuje szereg wtasciwosci, w tym: zwalczajgce
otylos¢, antyandrogenowe, hepato- i kardioprotekcyjne, czy przeciwzapalne. Jego silne
wiasciwosci przeciwutleniajgce zostaty udokumentowane w badaniach na zwierzecym modelu
ostrego uszkodzenia watroby wywotanego czterochlorkiem wegla. Zmniejszenie przez niego
stresu oksydacyjnego powoduje wzrost poziomu kluczowych biatlek i enzymoéw
antyoksydacyjnych, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa (SOD) i glutation (GSH), a takze wzrost
catkowitej pojemnosci antyoksydacyjnej (TAC). Ponadto, keton malinowy redukuje poziom
peroksydacji lipidow, co zostato zmierzone jako zmniejszenie ilosci substancji reagujgcych
z kwasem tiobarbiturowym (TBARS). Te dziatania przyczyniajg sie do ochrony hepatocytéw przed
uszkodzeniami wywotanymi stresem oksydacyjnym, zapobiegajgc miedzy innymi. utracie
integralnosci bton komérkowych oraz zmniejszajac przecieki niektérych enzyméw watrobowych,
takich jak ALT i AST [1086].

Zwigzek ten wystepuje w malinie wiasciwej (Rubus idaeus). Mozliwa jest jego synteza
chemiczna na drodze: (1) kondensacji 4-hydroksybenzalehydu z acetonem w warunkach
zasadowych i (2) selektywnej redukcji wigzania podwdéjnego borowodorkiem sodu w obecnosci

jonéw niklu(ll), co zostato juz zaprezentowane w punkcie rozdziatu dotyczgcym zingeronu.

85




Badacze opracowali rowniez metody bioinzynieryjne, gdzie bakterie o aktywnosci drugorzedowej
dehydrogenazy alkoholowej transformowaty betulozyd (rododendryng) w keton malinowy.
Mozliwe jest réwniez manipulowanie genami grzybow gatunku Saccharomyces cerevisiae w celu

dokonania biosyntezy tego zwigzku z prostszych substratéw [107].
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4. Heterocykliczne motywy strukturalne
4.1. Wstep

Motywy heterocykliczne stanowig jeden z najwazniejszych elementéow struktury wsréd
wszystkich istniejgcych lekow. Stanowi o tym fakt, ze cztery z pieciu najczesciej przepisywanych
pacjentom medykamentéw w USA, w 2014 roku, zawieraty fragment heterocykliczny [108].
Dodatkowo, zauwazono, iz 59% lekdéw matoczasteczkowych sprzedawanych w USA (réwniez
w 2014 roku) posiadato w swej budowie uktad przynalezacy do rodziny heterocykli opartych na
atomie azotu [109]. Fakty te sprawiajg, ze heterocykle sg najbardziej wyrézniajacymi sie
motywami strukturalnymi w obszarze projektowania lekéw. Uktady te znane sg swoich
unikatowych wtasciwosci fizykochemicznych. Moga stuzy¢ jako uniwersalne bioizostery, ktérych
lipofilnosé, polarnos¢ i rozpuszczalnosci w wodzie mogg by¢ tatwo dostosowywalne, zaleznie od
pozadanych wiasciwosci i od obranych celéow molekularnych. Modyfikowanie tych wtasciwosci
fizykochemicznych jest mozliwe ze wzgledu na niejednakowy charakter aromatyczny
i whasciwosci polarne posrdd tej szerokiej klasy zwigzkéw, czesto zgota rézny od odpowiednikéw
nie zawierajgcych silnie elektroujemnych pierwiastkéw [109].

Wszystkie omawiane ponizej ukfady heterocykliczne, to jest: 1,3-tiazole, benzo[d]-1,3-
azole, pirymidyny oraz 1,2,4- i 1,3,4-oksadiazole, sg powszechnie spotykane w chemii
medycznej, jako przyktady podstawienia bioizosterycznego klasycznych grup funkcyjnych oraz
jako rdzenie strukturalne lekéw i potencjalnych lekéw. Szczegdtowe omodwienie metod ich
syntezy, a takze wybranych wtasciwosci biologicznych, jest naturalng konsekwencja, wynikajgca

z podjecia zmagan nad syntezg nowych pochodnych MPA, w ktérych petnig one istotng role.

4.2. Metody syntezy i oméwienie mechanizméw tworzenia

Opracowanie to sktada sie z szerszego oméwienia metod syntezy prezentowanych
uktadéw heterocyklicznych, przedstawienia wybranych czterech metod otrzymywania ich, a takze
szczegotowego omowienia mechanizmu tworzenia wskazanych heterocykli, w warunkach
zilustrowanych na schematach. Ten ostatni element jest szczegdlnie wazny z punktu widzenia
chemii organicznej i chemii medycznej, gdyz przedstawia w blizszym ujeciu szerokie spektrum
nowoczesnych metod syntezy, w tym reakcji fotoindukowanych, aktywnosci karbenéw, reakgc;ji
kaskadowych, czy procesow redoks zachodzgcych z udzialem metali przejsciowych, ktore
usprawniajg procesy otrzymywania lekéw matoczgsteczkowych. Mechanizmy te przedstawione
zostaly w postaci schematéw, w oparciu o sugestie autorow oraz dodatkowe rozwazania

teoretyczne.

4.2.1. Tiazole

Metodologia konstruowania szkieletu 1,3-tiazolowego zwykle wymaga zastosowania
czgsteczek-rdzeni strukturalnych, w ktére wkomponowywany jest odpowiednio ekwiwalent
azotowy oraz siarkowy. Zwykle sg to zwigzki karbonylowe, ktéry posiadajg w pozycji a wolne

atomy wodoru, lub inne uktady réwnowazne, np. zwiazki B-dikarbonylowe, azydki winylowe,
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bromki propargylowe, ktére wnoszg podobng liczbe atoméw wegla i pozwalajg na prowadzenie
reakcji z okreslong chemoselektywnoscig. Ekwiwalent azotowy i siarkowy czesto wprowadzany
jest przy pomocy tej samej czgsteczki, np. tiomocznika, rodanku potasu, lecz mozliwe jest
podejscie roztgczne, to jest, gdy oba réwnowazniki pochodzg od innych czgsteczek, np. uktad
amina-aldehyd-siarka pierwiastkowa, czy tez ditiokarboksylany-izonitryle benzylowe. Na
szczegolng uwage zastugujg metody wykorzystujgce stosunkowo proste substraty, a takze te,
ktére oparte sg o utleniajacg cyklizacje, czy reakcje inicjowane mikrofalami [110]. Wybrane
przyktady przedstawiono ponizej (Schemat 18).

A.
(0,5 eq), O, (1 atm), DBU (2 eq),
CuBr, (0,2 eq), 1,10-phen (0,2 eq) N
A~ NP DMSO, 80°C, 16 h R |
Ri” "NH; + RpT— ’ : N N
= — R
Y = 30-76% X
1eq 2 eq
R4, Ry = H, EDG, EWG, alkil
B.
Q.0
MG\C[S\ K5,CO3 (2,3 eq)
O THF, RT lub 45°C, 5 h lub O.N. Ry~ N R
\/ + )k , : N 31\7/ 4
Ry” "NH,
\\ Y = 46-84%
1 eq 1,2eq R; = Ar, Me, NH,
R3 R4 = Ph, n-Bu, n-Hex
C.
K,COj3 (1 €q)
DMF
— Br Rs
/ JURe 130°C, MW (2 x 5 min, 300 W) | )>—NH
Rs + HoN H Rs N
Y = 61-90%
1eq 1eq Rs=H, Ar, Bz
Re = H, alkil, alli
D.
(0] bez rozpuszczalnika
Br 46-110°C, < 20 s | )—NH,Br
1 X + JL AN N
Ry H,N™ NH, T R1—
= 2 Y =73-86% >
Teq 12-20eq R; = H, EDG, EWG

Schemat 18. Wybrane metody syntezy 1,3-tiazoli

W metodzie A uktad heterocykliczny konstruowany jest z wykorzystaniem podstawionych
metyloamin oraz sfunkcjonalizowanych w uktadzie aromatycznym aldehydéw fenylooctowych,
ktére na drodze katalizowanej bromkiem miedzi(ll) oksydatywnej insercji siarki pierwiastkowej,
biegngcej w podwyzszonej temperaturze i zgazowywaniu mieszaniny reakcyjnej tlenem
czgsteczkowym w obecnosci zasady, pozwalajg na uzyskanie pozadanych 1,3-tiazoli. W reakcji

tej ekwiwalent azotowy wprowadzany jest wraz z aming, siarkowy wraz z siarkg elementarng, za$
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rdzen czasteczki budowany jest w oparciu o zwigzki typu benzylowego, ktére wnoszg atomy

wegla do pierscienia heterocyklicznego.

+ H Riw N
R1/\NH2 + Rz/\[o]/ N — R1VNV\R2 NG \'\/\Rzl
-H*

-H,0

Sg

©
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R N
R1\¢N\/\ \/\R2 I~ A R

“ 4 R2 - S7 R1VN CUBrz, 02, 2
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Schemat 19. Mechanizm syntezy 2,5-dipodstawionego 1,3-tiazolu z aminy typu benzylowego i aldehydu
fenylooctowego, katalizowanej jonami miedzi(ll) w warunkach aerobowych

Autorzy w oparciu o eksperymenty kontrolne zaproponowali zgrubny mechanizm
otrzymywania tego uktadu heterocyklicznego (Schemat 19). W pierwszym etapie pomiedzy
aming oraz aldehydem zachodzi reakcja kondensaciji, z wytworzeniem iminy. Ta ostatnia ulega
czesciowej konwersji w swoj wariant enaminowy, ktérego uktad alkenowy atakuje czgsteczke
siarki wieloatomowej, z odtworzeniem grupy iminowej. Nastepnie, w warunkach utleniajgcych
katalizatora miedziowego oraz tlenu, transformac;ji ulega fragment pochodzacy od benzyloaminy
z wytworzeniem ukfadu iminowo-enaminowego. Eliminacja cyklo-heptasiarki, Sz, odblokowuje
wolny anion tiolanowy na przeprowadzenie nukleofilowego ataku na wegiel w grupie iminowej, co
prowadzi do powstania dehydro-1,3-tiazolu, ktéry w warunkach utleniajgcych przeprowadzany
jest w produkt kohcowy [111]. Mechanizm ten jest niedoskonaly, gdyz w niejasny sposéb
wykorzystuje rownowage imina-enamina, a takze nie definiuje sekwencji utleniania fragmentu
pochodzgcego od benzyloaminy w odpowiednig imine, chol operowanie w warunkach
utleniajgcych w pozycji benzylowej daje ku temu powody. Nie uwzgledniono takze roli 1,10-
fenantroliny w tej reakcji, cho¢ zapewne jest ligandem dla katalizatora metalicznego, badz
srodkiem chelatujgcym produkty uboczne. Autorzy nie zaproponowali réwniez posrednich
zwigzkéw miedzi, ktore tworzg sie w czasie tej przemiany.

W metodzie B uktad 1,3-tiazolowy pozyskiwany jest na drodze przegrupowania
sigmatropowego zachodzgcego pomiedzy alkinylowanym zwigzkiem jodu hiperwalencyjnego,
a odpowiednim tionoamidem, w obecnosci weglanu potasu jako zasady, w tetrahydrofuranie.
Ekwiwalent siarkowy oraz azotowy sg wnoszone jednoczesnie przy pomocy ugrupowania
tionoamidowego, zas$ szkielet heterocykla budowany jest przy pomocy fragmentu alkinu.
Niewatpliwg zaletg niniejszej metody jest mozliwosc¢ regeneracji zwigzku jodu przy pomocy kwasu

nadtlenooctowego, ktéra zostata opisana w tej pracy.
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Schemat 20. Mechanizm syntezy 2,4-dipodstawionego 1,3-tiazolu z tionoamidu i alkinylowego zwigzku
jodu hiperwalencyjnego w warunkach zasadowych

Mechanizm tej reakcji, przedstawiony na Schemacie 20, rozpoczyna sie od
katalizowanego zasadg ataku nukleofilowego atomu siarki z tionoamidu na atom jodu, w wyniku
ktérego wewnatrzczgsteczkowej eliminacji ulega grupa sulfonowa. Powstaty zwigzek przejsciowy
ulega przegrupowaniu [3,3] sigmatropowemu, w wyniku ktérego odtwarzana jest grupa tionowa,
grupa aminowa ulega addycji do ugrupowania alkinowego, za$ atom jodu tworzy uktad pseudo-
allenowy. Polaryzacja wigzania -I=C=C do produktu —I*-C-=C daje przyczynek a-eliminacji, ktorej
efektem jest powstanie karbenu winylowego i eliminacja odpowiedniego kwasu
o-jodobenzosulfonowego. Autorzy nastepnie postulujg atak nukleofilowego atomu siarki na uktad
karbenowy oraz przeniesienie wodoru (ang. H-shift) [112]. Pewnym jest, ze produktem ubocznym
tej reakcji jest odpowiedni kwas benzosulfonowy, stad propozycja autorow co do polaryzacji
wigzania pseudo-allenowego. Dzieki atakowi atomu siarki na wegiel karbenowy tworzy sie
karboanion, ktory nastepnie odszczepia proton spoczywajgcy na atomie azotu. Nie jest zatem
wlasciwie nazwanie tej reakcji poprzez H-shift, a jest to jedynie zwykty transfer protonu (ang.
proton transfer). Ta pierwsza nazwa mogtaby sugerowac przegrupowanie, ktére jednak tutaj nie
zachodzi.

Metoda C opiera sie na tworzeniu N-podstawionych 2-amino-1,3-tiazoli wykorzystujgc
odpowiednie bromki propargilowe oraz N-podstawione tiomoczniki. Reakcja ta jest prowadzona
w obecnosci weglanu potasu jako zasadzie i w N,N-dimetyloformamidzie jako rozpuszczalniku.
Transformacja ta inicjowana jest mikrofalami o mocy 300 W, ktére to podgrzewajg uktad do
temperatury 130°C. Ekwiwalent siarkowy oraz azotowy wprowadzany jest do ukfadu przy pomocy
pochodnej tiomocznika. Uktad propargilowy w czasie reakcji przechodzi w podstawnik typu
benzylowego w produkcie koncowym. Wydajnos$ci reakcji sg od umiarkowanie dobrych do bardzo

dobrych.
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Schemat 21. Mechanizm syntezy N?,4-dipodstawionego 2-amino-1,3-tiazolu z N-podstawionego
tiomocznika i bromku propargilu, w warunkach zasadowych

Autorzy sugerujg, ze w pierwszym etapie mechanizmu (Schemat 21) tiomocznik ulega
S-alkilowaniu w obecnosci zasady. Nastepnie, uktad alkinylowy, badz réwnowazny do niego —
allenowy, ulegajg addycji nukleofilowej grupy iminowej tiomocznika. Powstaty w trakcie reakcji
z formg alkinylowg benzylidenowany (lub ogdlnie — alkilidenowany) produkt posredni ulega
aromatyzacji na drodze przeniesienia protondéw, izomeryzacji. Forma allenylowa generuje po
reakcji ten sam produkt posredni zdolny do transformacji do pozgdanej czasteczki [113].

Dzieki metodzie D, mozliwe jest otrzymanie bromowodorkéw podstawionych w uktadzie
homoaromatycznym 2-amino-4-fenylo-1,3-tiazoli z wykorzystaniem odpowiednich bromkow
fenacylu oraz tiomocznika, w warunkach bezrozpuszczalnikowych, w temperaturze topnienia
substratow. Reakcje biegng w mniej niz 20 sekund, za$ produkt koncowy wymaga jedynie
odmycia wodg. Niewatpliwg zaletg tej metody jest jej prostota, bardzo dobre wydajnosci oraz

mozliwos¢ zastosowania do syntezy odpowiednich 1,3-selenazoli.

S ®
O (o o M2 Nk
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~ —_— S
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®
O ®
Br NH, J<NH ‘) PT
N= HoNZ N> NH

Schemat 22. Mechanizm syntezy bromowodorku 2-amino-4-fenylo-1,3-tiazolu z bromku fenacylu i
tiomocznika, w warunkach bezrozpuszczalnikowych

Cho¢ autorzy [114] nie podali mechanizmu tej reakciji, jest on dobrze opisany w literaturze
i sktada sie z: S-alkilowania tiomocznika, wewnagtrzczgsteczkowej addycji nukleofilowej do uktadu
karbonylowego, odwodnienia produktu przejsciowego i tautomeryzacji iminowo-aminowej
(Schemat 22).
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4.2.2. Benzotiazole

Synteza uktadu benzo[d]tiazolowego mozliwa jest na drodze utleniajgcej, badz
odwadniajgcej cyklizacji komponentu anilinowego w obecnosci ekwiwalentu siarkowego
wbudowanego w substrat, badz dodawanego w postaci osobnej substancji (np. siarka
elementarna, dimetylosulfotlenek, czy tez tiocyjaniany potasu lub amonu). Otrzymywanie tego
motywu strukturalnego nie stanowi wiekszego wyzwania dla nowoczesnej chemii organicznej,
stgd obserwowana mnogos¢ metod opartych na fotochemii, czy reakcjach inicjowanych
mikrofalami. W literaturze spotyka sie takze podejscie bezrozpuszczalnikowe oraz takie, ktére
wykorzystuje proste, nietoksyczne substraty, co dobrze wpisuje sie w obecne trendy odchodzenia
od nieneutralnych dla srodowiska metod syntezy, na rzecz zréwnowazonych, zielonych technik.
Warunki prowadzenia procesow utleniajgcej cyklizacji zastugujg na szczegdlng uwage, gdyz
czesto wykorzystujg katalizatory metaliczne oraz tlen z powietrza lub/i $wiatto o okreslonej
charakterystyce, prezentujgc w ten sposéb zmysInos¢ i osiggniecia techniki w ostatnich latach
[115]. Wybrane przykfady otrzymywania niniejszego uktadu zostaty przedstawione na ponizszym

schemacie (Schemat 23).
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Schemat 23. Wybrane metody syntezy benzo[d]tiazoli

Metoda A. pozwala na uzyskanie benzo[d]tiazoli jednocze$nie podstawionych grupami
donorowymi (EDG) lub akceptorowymi (EWG) w cze$ci homoaromatycznej oraz podstawnikiem
arylowym, heteroarylowym, badz alkilowym w pozycji drugiej czesci heteroaromatycznej,
z umiarkowanie stabymi do dobrymi wydajnosciami. Jest to przyktad wykorzystujgcy utleniajgcg
cyklizacje, w ktérej role utleniacza petni tlen z powietrza, zas ukfad wodoronadtlenek t-butylu-
jodek potasu (TBPH-KI) sg inicjatorami reakcji rodnikowej, lecz takze petni role utleniacza.
Ekwiwalent siarkowy wprowadzany jest do uktadu przy wykorzystaniu siarki pierwiastkowej,
a dobudowanie podstawnika w pozycji drugiej mozliwe jest dzieki obecnosci hemiacetalu (eteru).
Warto dodaé, iz nie tylko eter benzylowo-metylowy pozwolit na otrzymanie pozadanych
produktéw, lecz takze etery cykliczne (np. oksetan), czy tez zupetnie proste etery liniowe, takie

jak eter dietylowy.
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Schemat 24. Mechanizm syntezy 2-fenylobenzotiazolu z eteru fenylowo-metylowego i aniliny, w obecnosci
wodoronadtlenku t-butylu i jodu czasteczkowego, w warunkach aerobowych

Proponowany przez autoréw mechanizm (Schemat 24) zaktada tworzenie rodnika
t-butyloksylowego (t-BuO-) w pierwszym etapie, ktory odszczepiajgc rodnik wodorowy
z hemiacetalu generuje rodnikowy produkt przejsciowy, ktéry po dalszym utlenieniu (jodem
czgsteczkowym) daje karbokation sktonny do reakc;ji z aniling. Wtérnie, powstajgca imina reaguje
z wieloatomowg czgsteczkg siarki, Ss, na drodze substytucji elektrofilowej w aktywowanym
uktadzie aromatycznym. W reakcji tej, odszczepienie czgsteczki S7 odtwarza uktad aromatyczny,
a w miejscu podstawienia pozostaje atom siarki w postaci podstawionego anionu siarczkowego.
Ten ostatni sktonny jest do wejscia w reakcje wewnatrzczgsteczkowej addycji nukleofilowej do
atomu wegla iminowego. Powstaty po uprzednim zakwaszeniu benzo[d]dehydrotiazol ulega
procesowi aromatyzacji do produktu koncowego pod tlenu z powietrza [116].

Metoda B. umozliwia otrzymywanie 2-podstawionych benzo[d]tiazoli z bardzo dobrymi
wydajnosciami, wychodzgc z 2-aminotiofenolu oraz komponentu aldehydowego, ktérym moze
by¢ formaldehyd, aldehydy alifatyczne, badz tez podstawione benzaldehydy. Powstaty na drodze
miedzyczasteczkowej cyklizacji intermediat utleniany jest nastepnie pod wptywem ukfadu tlen-
Swiatto biate-fotokatalizator pirazynowy do produktu koncowego. Ekwiwalent azotowy oraz
siarkowy wprowadzane sg do czasteczki wraz z jednym z substratow, zas insercja mostka

weglowego przebiega z wykorzystaniem komponentu aldehydowego.

94




H
SH 0 SH S
CC - A = OO —~ U=
- H,0 N
H R3 2 N‘/ R3 '\Ci)

NH,

PT.l

Clgr oGy~ Oy

TETPY TETPY*

O,
j vis
_. TETPY
L )= °:
N
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HOO- - H202

Najistotniejszym elementem mechanizmu (Schemat 25) omawianej cyklizacji jest
fotoindukowane utlenianie intermediatu powstatego na drodze miedzyczasteczkowej
kondensacji. Naswietlenie fotokatalizatora pirazynowego $wiattem biatym powoduje jego
przejscie do stanu wzbudzonego. W tym stanie jest on zdolny do inicjowania reakcji redoks.
W reakgciji z cyklicznym intermediatem tworzy on kationorodnik aminylowy, samemu utleniajgc sie
do formy anionorodnikowej. Ta ostatnia zas zdolna jest do reagowania z czgsteczkg tlenu
Z powietrza z wytworzeniem anionu ponadtlenkowego, zdolnego do przeprowadzenia dalszego
utleniania uktadu cyklicznego, skutkujgc jego aromatyzacjg, czyli uzyskaniem 2-podstawionego
benzotiazolu. Na tym etapie odtwarzany jest fotokatalizator w swej formie natywnej [117].

Metoda C. pozwala na otrzymanie 2-podstawionych benzo[d]tiazoli korzystajgc
z protokotu utleniajgcej cyklizacji. W podejsciu tym, wykorzystuje sie podstawione aniliny
(rownowaznik azotowy) oraz podstawione benzaldehydy, jako elementy budulcowe
syntezowanego ukfadu, poddawane dziataniu rodanku amonu (réwnowaznik siarkowy)
w obecnosci jodu czgsteczkowego, w dimetylosulfotlenku, w podwyzszonej temperaturze, ktére
w wyniku transformaciji dajg produkty z dobrymi i bardzo dobrymi wydajnosciami. Czasteczka
jodu pemni w tej przemianie role aktywatora intermediatu iminowego oraz utleniacza
pozwalajgcego na aromatyzacje produktu przejsciowego do pozadanego 2-podstawionego

benzo[d]tiazolu.
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Schemat 26. Mechanizm syntezy 2-fenylobenzotiazolu z aniliny, benzalehydu i rodanku amonu, w
obecnosci jodu czasteczkowego i dimetylosulfotlenku

Autorzy na podstawie eksperymentow kontrolnych potwierdzili mechanizm (Schemat 26)
tej reakcji, ktory przedstawia sie nastepujgco: (1) kondensacja aldehydu z aniling skutkuje
powstaniem iminy, (2) anion tiocyjanianowy (rodankowy) bierze udziat w katalizowanej jodem
czgsteczkowym  reakcji addycji nukleofilowej do grupy iminowej, (3) zachodzi
wewnatrzczasteczkowa substytucja elektrofilowa w aktywowanym uktadzie aromatycznym, gdzie
role elektrofila petni atom siarki w grupie tiocyjanianowej (eliminacji ulega grupa cyjankowa), (4)
produkt koncowy powstaje dzieki utleniajgcej aromatyzacji nasyconego zwigzku przejsciowego
[118].

W metodzie D. zademonstrowano przyktad reakcji otrzymywania podstawionych
2-aminobenzo[d]tiazoli z anilin (ekwiwalent azotowy), gdzie reagentem zdolnym do dobudowania
pozostatej czesci heterocykla jest uktad rodanek potasu-dichlorojodan(l) sodu, w mieszanym,
polarnym rozpuszczalniku i podwyzszonej temperaturze. Anion rodankowy ponownie petni role
ekwiwalentu siarkowego, zas ten drugi komponent stuzy za utleniacz (Srodek chlorujgcy).
Zastosowanie znacznego nadmiaru rodanku potasu i dichlorojodanu(l) sodu pozwolito na

otrzymanie pozgdanych produktéw z dobrymi i bardzo dobrymi wydajnosciami [119].
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Schemat 27. Mechanizm syntezy 2-aminobenzotiazolu z aniliny i rodanku amonu w obecnosci
dichlorojodanu(l) sodu

Cho¢ autorzy opracowania [119] nie zasugerowali mechanizmu reakcji, moze on zostaé
zaproponowany z wykorzystaniem przestanek teoretycznych (Schemat 27). Rodanek potasu
reagujgc z dichlorojodanem(l) sodu generuje chlorek kwasu tiocyjanowego (CI-SCN), ktéry
w swej reaktywnosci moze przypominac chlorki sulfenylowe z ich elektrofilowymi atomami siarki.
Taki czynnik elektrofilowy ulega nastepnie substytucji elektrofilowej w aktywowanym uktadzie
aromatycznym, domysinie w pozycji drugiej w stosunku do podstawnika aminowego w anilinie,
dajagc tiocyjanian organiczny (R-SCN). Ten ostatni ulega wewnatrzczgsteczkowej addyc;ji
nukleofilowej, w ktérej grupa aminowa podtgcza sie do fragmentu cyjankowego, z wytworzeniem
produktu kohcowego jako tautomeru iminowego (-NH-C=NH), po przeniesieniu protonu.
Réwnowaga tautomeréw heteroaromatycznych jest silnie przesunieta w strone wariantu

aminowego (-N=C-NH:), gdyz napedzana jest procesem aromatyzaciji.

4.2.3. Benzoksazole

Synteza ukfadu benzo[d]oksazolowego opiera sie zwykle na probie insercji atomu wegla
pomiedzy grupe aminowg oraz hydroksylowg w pochodnej o-aminofenolu. Mozna to osiggnaé
dzieki zastosowaniu zwigzku karbonylowego, np. aldehydu, oraz odpowiedniej katalizy kwasowej,
wykorzystaniu réwnowaznikéw grupy karbonylowej, np. ortoestrow, czy nawet kwasow
karboksylowych w metodach odwadniajgcych. Podejscie wykorzystujgce reakcje redoks rowniez
jest opisywane w literaturze, zwykle bazuje na redukcji grupy nitrowej w nitrofenolach, lecz takze
na utleniajgcej cyklizacji zwigzkdéw typu iminowego, czy oksymowego, bedacych pochodnymi
odpowiednich fenoli. Na szczegdlng uwage zastugujg metody fotochemiczne, elektrochemiczne
oraz takie, u ktérych podstawy lezg tatwo dostepne substraty, np. siarka elementarna [120].
Ponizej zestawiono wybrane metody syntezy niniejszego ukfadu heterocyklicznego (Schemat
28).
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Schemat 28. Wybrane metody syntezy benzo[d]oksazoli

W metodzie A wykorzystano intensywnie rozwijane w ostatnich latach katalizatory
karbenowe oparte na strukturach N-heterocyklicznych (ang. N-heterocyclic carbenes, NHC), ktére
znane sg z udziatu w reakcji Stettera, czy kondensacji benzoinowej (np. aktywnos¢ witaminy Ba).
W prezentowanych, utleniajgcych warunkach reakcji, gdzie role utleniacza petni uktad
bichinoidowy w DPQ, mozliwe jest zajScie dogodnej cyklizacji wewnatrzczgsteczkowe;.
Ekwiwalent tlenowy i azotowy dostarczany jest przy pomocy tej samej czgsteczki, tu:

N-benzylidenowanego o-aminofenolu. Silna zasada w postaci t-butanolanu potasu ma za zadanie
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zaktywowac katalizator NHC, a takze zwigkszyé aktywnos$¢ nukleofilowg grupy fenolowej.
Wydajnosci reakcji sg na ogét dobre i bardzo dobre, z wyraznie wyzszymi wynikami dla Rz

Z podstawnikami elektronoakceptorowymi.
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Schemat 29. Cykliczny mechanizm syntezy 2-podstawionego benzoksazolu z N-benzylidenowanego o-
aminofenolu, katalizowanej NHC, w warunkach utleniajgcych

Autorzy dosy¢ doktadnie okredlili mechanizm reakcji (Schemat 29), wskazujgc na jego
cykliczny charakter, przypominajgcy typowe reakcje katalizowane metalami przejsciowymi (np.
reakcja Suzuki, Hecka). W pierwszym etapie dochodzi do odszczepienia ruchliwego protonu
w pozycji drugiej katalizatora 1,2,4-triazolowego, z wygenerowaniem karbenu. Nastepnie, ten
ostatni ulega addycji nukleofilowej do grupy iminowej substratu, gdzie po transferze protonu
powstaje intermediat aza-Breslowa, w ktérym pozycja karbenowa wigze sie z weglem iminowym
przy pomocy wigzania podwodjnego, a na atomie azotu spoczywa atom wodoru. W wyniku
dziatania utleniacza, powstaje przejsciowy 2-iminoilowany kation azoliowy, czyli wigzanie
podwdjne ulegto przemieszczeniu. W takich warunkach, ukfad iminowy jest aktywowany na
substytucje nukleofilowg ze wzgledu na obecnos¢ dobrej grupy opuszczajgcej (katalizatora NHC).
Po wewnatrzczgsteczkowym ataku anionu fenolanowego na wegiel iminowy oraz pdézniejszy
rozpad intermediatu tetraedrycznego, powstaje pozadany produkt, za$ katalizator NHC odtwarza
sie [121]. Autorzy publikacji nie zaproponowali jedynie wskazanego wczesniej mechanizmu

utleniania, jednak nie zawsze nature tego procesu da sie opisa¢ przy pomocy jednej reakciji.
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Metoda B przynalezy do klasy transformacji opartych na reakcjach redoks. Uktad siarka
elementarna-DABCO peni role czynnika sprzegajacego/cyklizujgcego, a takze reduktora grupy
nitrowej. W reakcji tej wykorzystuje sie szereg funkcjonalizowanych o-nitrofenoli (ekwiwalent
azotowy i siarkowy) oraz benzaldehydéw (rdzen czagsteczki), ktére dajg pozgdane produkty
reakcji ze zréznicowanymi wydajnosciami, zaleznymi od charakteru elektronowego
podstawnikéw oraz ich potozenia. Najgorsze rezultaty osigga sie przy wykorzystaniu
2-halogenowanych benzaldehyddw, ktére szczegodlnie chetnie tworzg 1,2-ditiolano-3-tionowy
produkt uboczny. Na szczegdlng uwage zastuguje fakt, iz przemiana ta biegnie z wykorzystaniem
relatywnie prostych i dostepnych substratow, takich jak siarka, czy tez wspomniana juz wczesniej

bicykliczna zasada, DABCO, a takze w warunkach bezrozpuszczalnikowych.
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Schemat 30. Mechanizm syntezy 2-fenylobenzoksazolu z benzaldehydu i o-nitrofenolu w obecnosci siarki

elementarnej i DABCO

Autorzy publikacji, na podstawie szeregu eksperymentéw kontrolnych, zaproponowali
mechanizm reakcji, ktory opiera sie w gtdbwnej mierze na wiasciwosciach chemicznych
tworzgcych sie przejsciowo zwigzkach siarki (Schemat 30). W pierwszym etapie jeden z atomow
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azotu DABCO atakuje cyklo-oktasiarke, Ss, w wyniku ktérego to otwarciu ulega pierscien
poliatomowy. Powstaty, ujemnie natadowany, terminalny atom siarki atakuje nastepnie na drodze
addycji nukleofilowej grupe aldehydowg podstawionego benzaldehydu. W powstatym
intermediacie tetraedrycznym dochodzi nastepnie do odtworzenia ugrupowania karbonylowego
Z migracjg anionu wodorkowego w kierunku dodatnio natadowanego atomu azotu. Sekwencja ta
przypomina reakcje Cannizarro. Przylgczenie anionu wodorkowego oraz rozpad wigzania N-S
zachodzg réwnoczesnie. W etapie tym tworzy sie monoprotonowany DABCO oraz czgsteczka
tioestru (a doktadniej — acylowanej oktasiarki z terminalng grupg tiolanowa), ktdra jest aktywna
formg kwasu karboksylowego, podatng na atak nukleofila. W kolejnym etapie dochodzi do
substytucji nukleofilowej w uktadzie acylowym, w wyniku ktérej powstaje O-benzoilowany
o-nitrofenol, za$ produktem ubocznym jest jednoujemnie natadowana oktasiarka. W kolejnym
etapie autorzy, cho¢ bardzo nieprecyzyjnie, przedstawili redukcje grupy nitrowej do nitrozowej
z wykorzystaniem poliatomowego zwigzku siarki. Produktem ubocznym tej reakcji jest pochodna
kwasu sulfenowego. Sugeruje sie nastepnie wykorzystanie tej pochodnej siarkowej do dalszej
redukcji, tym razem juz pochodnej nitrozowej (do pochodnej hydroksyloaminy), z jednoczesnym
zamknieciem pierscienia benzoksazolowego (dzieki atakowi grupy aminowej w hydroksyloaminie
na wegiel karbonylowy O-benzoilowanego fenolu) oraz podtgczeniem oksooktrasiarki do atomu
tlenu hydroksyloaminy. Wystepujgcy w stanie tetraedrycznym anion alkoholanowy zdolny jest do
ataku na terminalny atom siarki, ktéry zwigzany jest z wczesniej wspominanymi atomami tlenu.
Powstaty uktad bicykliczny zdolny jest do wydzielenia tlenku siarki(VI), dzieki ktéremu tworzy sie
produkt koncowy, a produktem ubocznym jest anion heptasiarki [122].

Mechanizm redukcji grupy nitrowej z wykorzystaniem kwaséw sulfenowych (R-S-OH),
czy kwasu sulfoksylowego (HO-S-OH), jest prawdopodobny, jednak tworzenie tlenku siarki(VI)
jest niemal niemozliwe i nie usztoby uwadze chemika syntetyka, w niesterylnych warunkach.
Grupa nitrowa posiada pewien potencjat utleniajacy, jednak wytworzenie tak silnie reaktywnego
zwigzku, trudnego do otrzymania w warunkach klasycznych, jest mato prawdopodobne.
Najpewniej, nalezatoby sie w mechanizmie dopatrywa¢ kompletnej redukcji grupy nitrowej
(wzorujgc sie na aktywnosci dwutlenku tiomocznika) do ugrupowania aminowego i klasycznej
cyklizacji bazujgcej na o-aminofenolu. Zbadanie stopnia utlenienia oraz struktury krystalicznej
ubocznego zwigzku siarki dostarczytoby wielu dowoddéw eksperymentalnych co do przebiegu
mechanizmu tej redukcji.

Synteza N,N-dialkilowanych 2-aminobenzo[d]oksazoli zostata przedstawiona w metodzie
C. Substratami w tej reakcji sg podstawione amidyny fenolowe, czyli zwigzki powstate w wyniku
kondensacji podstawionego o-aminofenolu z N-formylowang aming drugorzedowa. Jest to
przyktad cyklizacji wewnatrzczgsteczkowej fotoindukowanej katalizatorem opartym na jonie
rutenu(ll), biegngcej w nitrometanie jako rozpuszczalniku i w temperaturze pokojowej, mozliwej
dzieki naswietlaniu Swiattem o diugosci fali 447,5 nm. Jest to przyktad wysokowydajnej

transformacji o znacznej ekonomii atomowej, korzystajgcej ze zjawiska fotokatalizy.
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Schemat 31. Mechanizm syntezy N,N-dipodstawionego 2-aminobenzoksazolu z amidyny fenolowej,
fotokatalizowanej zwigzkami rutenu(ll) w Swietle niebieskim, w warunkach aerobowych

Mechanizm tej reakcji (Schemat 31) rozpoczyna sie od przeprowadzenia fotokatalizatora
opartego na jonie rutenu(ll) do jego stanu wzbudzonego poprzez naswietlanie Swiattem
niebieskim. Wygaszenie aktywowanego katalizatora wigze sie z redukcjg metalu do jonu rutenu(l)
i jednoczesnym utlenieniem zewnetrznego atomu azotu do formy kationorodnika, na drodze
przeniesienia jednego elektronu (ang. single electron transfer, SET). Ten ostatni, dzieki bliskiemu
sgsiedztwu wigzania nienasyconego, zdolny jest do wytworzenia struktury rezonansowej
z rozseparowanym tadunkiem dodatnim (atom azotu) oraz rodnikiem (benzylowy atom wegla).
Czasteczki tlenu obecne w mieszaninie reakcyjnej utleniajg nastepnie jon rutenu(l) do jego
natywnej formy, przywracajac katalizatorowi jego aktywnos¢, samemu redukujgc sie do anionu
ponadtlenkowego. Ten, odszczepia nastepnie kwasny proton fenolowy przechodzac w rodnik
wodoronadtlenkowy, generujgc anion fenolanowy, ktéry dokonuje ataku nukleofilowego na wegiel
w grupie amidynowej. Powstaty, cykliczny produkt przynalezy do klasy rodnikéw aminylowych,
ktére zdolne sg do przegrupowania na drodze przesuniecia-1,2, co skutkuje powstaniem
karborodnika. Rodnik ten ulega utlenieniu do karbokationu i nastepnie do pozgdanego produktu
koncowego z wykorzystaniem ukladu wodoronadtlenkowego, wspomnianego wczesniej, lub
czgsteczki tlenu [123].

Opisany w metodzie D przykfad stanowi jedng z prostszych transformacji pozwalajacych
na otrzymanie 2-aminobenzo[d]oksazoli. Oparta jest na wiasciwosciach cyjanujgcych
popularnego w syntezie organicznej odczynnika — N-cyjano-N-fenylo-p-toluenosulfonamidu
(NCTS). Komponent azotowy i siarkowy dostarczane sa przy uzyciu podstawionych
o-aminofenoli, zas ekwiwalent weglowy oraz zewnetrzny réwnowaznik azotowy przy pomocy

wymienionego wczesniej odczynnika. Ta na ogdét wysokowydajna reakcja biegnie
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w tetrahydrofuranie, od 5°C przy dodawaniu odczynnikéw, do temperatury pokojowej,
w obecnosci silnej, nienukleofilowej zasady, LIHMDS (bis(trimetylosililo)amidek litu). Mozliwa jest

réwniez synteza 2-aminobenz[d]-1H-imidazoli, ktéra opiera sie o przytoczong tutaj metodologie.
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Schemat 32. Mechanizm syntezy 2-aminobenzoksazolu z o-aminofenolu pod wptywem NCTS i LIHMDS

HMDS J

Autorzy postulujg (Schemat 32), iz w pierwszym etapie dochodzi do odszczepienia
kwasnego protonu fenolowego i nastepuje atak anionu fenolanowego na grupe cyjankowg
w NCTS. Powstaty na drodze addycji nukleofilowej intermediat (typu iminowego), zdolny jest do
odtworzenia grupy cyjankowej wraz z eliminacjg Swietnej grupy opuszczajgcej opartej na
podstawionym p-toluenosulfonamidzie. Wewnatrzczgsteczkowa addycja nukleofilowa grupy
aminowej do grupy cyjankowej i pozniejsza tautomeryzacja skutkujgca aromatyzacjg pierécienia

heterocyklicznego, skutkuje powstaniem pozadanego produktu koncowego [124].

4.2.4. Benzimidzole

Otrzymywanie benzo[d]imidazoli opiera sie na wkomponowaniu ekwiwalentu weglowego
pomiedzy dwa atomy azotu w o-fenylenodiaminach, badz ich prekursorach (np. o-nitroaniliny).
W literaturze mozna spotkaé réwniez inne warianty, w ktérych drugi rownowaznik azotowy
wprowadzany jest w aniliny wraz z innym substratem (np. benzyloaminy) lub uktadem reakcyjnym
(np. azydek trimetylosililowy w obecnosci utleniacza). Mostkujgcy atom wegla wwodzony jest przy
pomocy zwigzkow, ktdre stanowig posredni, bgdz bezposredni ekwiwalent grupy aldehydowej,
np. kwas mréwkowy, D-glukoza, N,N-dimetyloformamid, aldehydy aromatyczne. Znane sg
réwniez utleniajace metody cyklizacji, w ktérych substratami sg amidyny, ktére w zaleznosci od
modelu mogg by¢ zcyklizowane przy uzyciu katalizatoréw opartych na metalach przejsciowych
lub w silnie utleniajgcym sSrodowisku. Na szczegdlng uwage zastugujg réwniez przemiany
katalizowane nanoczgstkami metali i ich tlenkéw, prowadzone z uzyciem zielonych reagentéw,
np. L-prolina, nadtlenomonosiarczan potasu (Oxone®, KHSOs), a takze korzystajgce
z efektywnych utleniaczy (np. TEMPO, czyli rodnik 2,2,6,6-tetrametylopiperydyn-N-oksylowy)
[125].
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Wybrane metody syntezy uktadu benzo[d]imidazolowego zostaty podsumowane na

Schemacie 33.
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Schemat 33. Wybrane metody syntezy benzo[d]imidazoli

W metodzie A ukiad benzo[d]imidazolowy otrzymuje sie z podstawionej
o-fenylenodiaminy, pomiedzy ktérej dwie grupy aminowe wkomponowuje sie mostkujgcy atom
wegla. Ekwiwalent weglowy wprowadzany jest z wykorzystaniem dimetylosulfotlenku, ktéry pod
wptywem octanu amonu ulega reakcji Pummerera, tworzgc metylenujacy jon sulfoniowy, podobny

aktywnoscig chemiczng do odczynnikow Mannicha. W reakcji tej DMSO petni role substratu,
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rozpuszczalnika, jak i utleniacza, za$ octan amonu — czynnika odtlenowujgcego
dimetylosulfotlenek. Zastosowanie tej metodologii umozliwia otrzymanie szeregu podstawionych
w czesci homoaromatycznej lub/i heteroaromatycznej benzo[d]imidazoli z dobrymi i bardzo

dobrymi wydajnosciami.

0 termoliza 0

U )k + MeSH

o} ®o NH,* ‘\OH @ HoN NH,
1l - é —_— é e S\‘7,—>
S AN NHg 2B ) -H0 S N~ SMe
H H
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N N A Hz NH,
©: N @E\_ ~SMe _P.T. Y suie @:

N -MeSH N H N N” > SMe
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Schemat 34. Mechanizm syntezy benz-1H-imidazolu z o-fenylenodiaminy w obecnosci dimetylosulfotlenku
i octanu amonu

Autorzy na podstawie doniesien literaturowych oraz wilasnych eksperymentéw
kontrolnych sugerujg (Schemat 34), iz w pierwszym etapie mechanizmu, octan amonu
przeprowadza DMSO w jon metylo(metylideno)sulfoniowy (HsC-S*=CH2) na drodze reakc;ji
Pummerera. Mozliwy jest rowniez termiczny rozpad DMSO odpowiednio do formaldehydu
i metanotiolu, gdzie ten pierwszy produkt zdolny jest do mostkowania na drodze odwadniajgcej
cyklizacji. o-Fenylenodiamina w reakcji z wygenerowanym jonem sulfoniowym daje produkt
alkilowania, w ktérym w pozycji terminalnej znajduje sie grupa metylotiolowa (-SMe). Nastepnie,
intermediat ten moze ulec rozpadowi z wydzieleniem metanotiolu oraz metylidenowanej
o-fenylenodiaminy. Ten ostatni zdolny jest do wewnagtrzczgsteczkowej cyklizacji i nastepnie do
utleniajgcej aromatyzacji dajgc pozadany produkt. Mozliwa jest rowniez inna Sciezka, w ktorej
produkt alkilowania ulega utlenieniu do iminy, ktéra to nastepnie ulega atakowi nukleofilowemu
przez sasiadujgcg, wolng grupe aminowg. Rozpad powstatego intermediatu, napedzany
aromatyzacjg, daje produkt koncowy. Choé autorzy zaproponowali mechanizm tworzenia
benzo[d]tiazoli, mozliwe jest przetozenie go na powyzsze warunki, gdyz punkt kulminacyjny obu
mechanizmow zwigzany jest z wygenerowaniem czynnika metylenujgcego [126].

Metoda B zakiada otrzymanie podstawionych: w czesci homoaromatycznej, na atomie
azotu oraz mostkujgcym atomie wegla, benzo[d]imidazoli z wykorzystaniem postawionych
o-fenylenodiamin i alkinébw terminalnych w Srodowisku azydku tosylowego i jodku miedzi(l),
w obecnosci zasady. Konieczne jest pdzniejsze wygrzewanie powstatego produktu
przejéciowego ze stezonym kwasem siarkowym(VI). Wydajnosci tych reakcji sg umiarkowanie
dobre i bardzo dobre. W ramach tej przemiany obserwuje sie katalizowang miedzig cykloaddycje

azydek-alkin (ang. copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddtion, CUAAC).
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Schemat 35. Mechanizm syntezy 2-metylopodstawionego benz-1H-imidazolu z alkinu, azydku tosylu i o-
fenylenodiaminy, katalizowanej jodkiem miedzi(l) i trietyloaming

Mechanizm tej reakcji (Schemat 35) zaktada tworzenie keteniminy z azydku tosylowego
oraz alkinu pod wptywem jondw miedzi(l). Autorzy nie zasygnalizowali jasno jaki jest mechanizm
jej powstawania, jednak przebiega on najpewniej poprzez reakcje 1,3-dipolarng z wytworzeniem
1,2,3-triazolu, ktéry pozostaje w pewnej réwnowadze z wariantem otwartotanicuchowym. Ten
ostatni po eliminacji czgsteczki azotu tworzy wtasnie ketenimine, ktéra to reagujgc z grupg
aminowg o-fenylenodiaminy, generuje przejSciowg enaming, izomeryzujgcg do N-tosylowanej
iminy. Nastepnie, zachodzi cyklizacja z wydzieleniem tosylamidu na drodze katalizowanej
kwasem substytucji nukleofilowej w uktadzie acylowym, w ktorej role nukleofila petni druga, wolna
grupa aminowa, za$ elektrofilem jest ugrupowanie iminowe [127].

Opisany w metodzie C przyktad bazuje na wtasciwos$ciach utleniajgcych uktadu TEMPO-
0O2. Mozliwa na tej drodze jest cyklizacja N!-benzylo-o-fenylenodiamin do podstawionych,
2-arylowanych benzo[d]imidazoli. Zaréwno ekwiwalenty azotowe, jak i mostkujgcy atom wegla,
dostarczane sg wraz z jednym substratem. Reakcja ta prowadzona jest w podwyzszonej
temperaturze, w N,N-dimetyloformamidzie jako rozpuszczalniku, i jej wydajnosci mozna opisaé

jako mieszczace sie pomiedzy umiarkowanie dobrymi a bardzo dobrymi.
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Schemat 36. Mechanizm syntezy 2-fenylo-benz-1H-imidazolu z N*-benzylo-o-fenylenodiaminy i TEMPO w
warunkach aerobowych

Mechanizm reakcji (Schemat 36) rozpoczyna si¢ w sposob nastepujgcy — rodnik
TEMPO na drodze reakcji SET odbiera od podstawionego atomu azotu w substracie jeden
elektron, przechodzgc w anion TEMPO i generujgc kationorodnik aminylowy. Ten ostatni
utleniany jest nastepnie do odpowiedniej N-podstawionej iminy poprzez odszczepienie rodnika
wodorowego z pozycji benzylowej przez inng czgsteczke rodnika TEMPO. Powstaty kation
iminiowy jest atakowany przez wolng grupe aminowg z wytworzeniem produktu cyklicznego.
Sprotonowany atom azotu nastepnie jest neutralizowany dzieki anionowi TEMPO. Utlenianie
cyklicznego produktu posredniego prowadzi do powstania pozgdanego produktu kohcowego.
Aktywnos¢ utleniajgca TEMPO odtwarzana jest dzieki obecnosci drugiego utleniacza, czgsteczki
tlenu, w mieszaninie reakcyjnej i zaktada odtworzenie rodnika TEMPO z odpowiedniej pochodnej
N-hydroksylowanej, zuzywajac czasteczke tlenu z wydzieleniem czgsteczki wody [128].

W metodzie D przedstawiono synteze podstawionych 2-aminobenzo[d]imidazoli na
drodze dwuetapowej reakcji, w ktérej odpowiednia o-fenylenodiamina reaguje z izotiocyjanianem
generujac przejsciowg pochodng tiomocznikowg, ktéra ulega odsiarkowywaniu pod wplywem
jodanu(VIl) potasu w srodowisku zasadowym i nastepczej cyklizacji. Jest to przyktad utleniajgcej
cyklizacji, ktéra daje produkty z umiarkowanie dobrymi i bardzo dobrymi wydajno$ciami,

korzystajgc z tatwo dostepnych substratow.
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Schemat 37. Mechanizm syntezy 1,N*-dipodstawionego 2-aminobenzimidazolu z N*-podstawionej o-
fenylenodiaminy i izotiocyjanianu w obecnosci anionu jodanowego(VIl)

W zaproponowanym przez autorow mechanizmie reakcji (Schemat 37), w pierwszym
jego etapie, dochodzi do addycji nukleofilowej wolnej grupy aminowej do ukfadu
izotiocyjanianowego. Powstaty produkt oparty o strukture tiomocznika, ulega nastepnie
cyklodesulfuryzacji przy pomocy jonéw nadjodanowych poprzez odpowiednie pochodne kwasu
sulfenowego lub sulfiniany, zdolne do wydzielenia siarki lub tlenku siarki(lV), generujac
odpowiedni karbodiimid. Ten ostatni zdolny jest do wewnatrzczgsteczkowej cyklizacji przy udziale
drugiej, wolnej grupy aminowej substratu. Mozliwe jest réwniez bezposrednie przejscie
odsiarkowywanego intermediatu do produktu koncowego. Natura tego procesu nie jest do konca
poznana [129].

4.2.5. Pirymidyny

Synteza 1,3-diazyn, inaczej pirymidyn, opiera sie zwykle na reakcjach, w ktérych do
rdzenia weglowego, zazwyczaj zbudowanego z co najmniej 3 atoméw wegla, posiadajgcego
ugrupowanie karbonylowe lub jego ekwiwalent, dobudowywany jest réwnowaznik azotowy
w postaci amidyny, guanidyny, nitrylu lub amidu. Reakcje te czesto sg katalizowane jonami metali
przejsciowych. Obserwuje sie takze wiecej wielosktadnikowych metod otrzymywania tego uktadu
6-cztonowego w poréwnaniu z mniejszymi heterocyklami. Niektore z tych wielokomponentowych
przemian wykorzystujg alkiny, alkohole typu benzylowego oraz guanidyne. W literaturze mozna
rébwniez natkngé sie na transformacje, w ktérej rdzen weglowy dostarczany jest wraz
z izoksazolem, ktérego wigzanie N-O ulega rozszczepieniu pod wptywem katalizatora
molibdenowego, a pozostaty fragment 1,3-diazyny pochodzi od czgsteczki mocznika. Ta ostatnia
metoda prezentuje bardzo innowacyjne podejscie do budowania czasteczek heterocyklicznych,
wychodzac z tatwo dostepnych w handlu substratow [130].

Wybrane przyktady metod syntezy uktadu 1,3-diazynowego zostaty przedstawione na

Schemacie 38.
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Schemat 38. Wybrane metody syntezy 1,3-diazyn

Dzieki metodologii przedstawionej w metodzie A, mozliwe jest otrzymanie 4-arylowanej
1,3-diazyny na drodze utleniajgcej cyklizacji. Reakcja ta biegnie w obecnoéci nadsiarczanu
potasu jako utleniacza oraz formamidu jako rozpuszczalnika i fragmentu budulcowego
dostarczajgcego dwa ekwiwalenty azotowe. Proces ten prowadzi sie w podwyzszonej
temperaturze w obecnosci gazu obojetnego, zas produkty otrzymuje sie w granicach
umiarkowanie stabych i dobrych wydajnosci. Gtéwng zaletg tej metody jest mata liczba reagentéw
oraz ich prostota. Podstawione acetofenony sg tatwo dostepne w handlu, a ich ewentualna

funkcjonalizacja jest nieskomplikowana.
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Autorzy zakftadajg (Schemat 39), iz w pierwszym etapie mechanizmu dochodzi do
kondensacji podstawionego acetofenonu z formamidem 2z wytworzeniem odpowiedniej
N-formylowanej iminy. Nastepnie, dochodzi do kolejnej kondensacji z tg samg czgsteczkg
z powstaniem prekursora ukfadu 1,3-diazynowego. Sugeruje sie, iz nastepuje nukleofilowy atak
atomu tlenu karbonylowego na atom siarki w czgsteczce nadsiarczanu potasu zapoczgtkowany
przemiang przypominajgcg tautomerie keto-enolowg, z tg rdznicag, ze jest ona tutaj
rozprzestrzeniona na caly uktad sprzezonych wigzan podwdéjnych, a proton w pozycji
a w acetofenonie odszczepia sie. Jako produkt uboczny wydziela sie nadltenomonosiarczan
potasu (KHSOs). Powstaty intermediat ulega nastepnie reakcji elektrocyklicznej w obrebie 6
elektronéw T, tworzgc nieutleniong forme 1,3-diazyny. Aromatyzacja stanowi site napedowg
reakcji eliminacji czgsteczki wodorosiarczanu(VI) potasu, a jej efektem jest powstanie
pozadanego produktu [131].

Metoda B wykorzystuje szereg podstawionych chlorowodorkéw amidyn oraz
propiofenonéw (i ich heteroaromatycznych, propioilowannych odpowiednikdéw), ktére ulegajg
oksydatywnej cyklizacji w uktadzie siarczan(VI) zelaza-TEMPO. Istota tej reakcji spoczywa na
aktywnos$¢ tej pary redoks. Reakcja ta prowadzona jest w podwyzszonej temperaturze, za$ jej
wydajnosci sg silnie zalezne od charakteru podstawnikéw. Zdecydowanie nizsze uzyskuje sie dla
amidyn heteroaromatycznych. W tej przemianie rownowazniki azotowe dostarczane sg wraz

z jednym z substratéw, zas$ szkielet weglowy budowany jest przede wszystkim przez drugi

substrat.
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Schemat 40. Cykliczny mechanizm syntezy 2,4-dipodstawionej 1,3-diazyny z pochodnej propiofenonu i
amidyny, katalizowanej jonami zelaza(lll) i TEMPO

Autorzy zasugerowali ztozony, dwucentrowy mechanizm tworzenia 1,3-diazny, ktéry
w swej istocie skupia sie na wytworzeniu zwigzku a,B-nienasyconego z odpowiedniego
propiofenonu i jego pdzniejszej reakcji z amidyng (Schemat 40).

W pierwszym cyklu reakcyjnym TEMPO dokonuje utlenienia jonu Zelaza(ll) do jonu
zelaza(lll), samemu przechodzac w forme pozbawiong grupy hydroksylowej (ta utlenia jon zelaza
i dokoordynowuje do niego), to jest 2,2,6,6-tetrametylopiperydyne (ang. hexamethylene-2,2,6,6-
tetramethylpiperidine, HTMP). Kolejna czasteczka TEMPO zdolna jest do wytworzenia
kompleksu z jonem zelaza(lll) przy pomocy atomu azotu, tworzac Intermediat 1 (Int. 1). Po cyklu
pierwszym mamy do dyspozycji czasteczki HTMP oraz Int. 1.

Cykl drugi rozpoczyna sie od reakcji kondensacji HTMP z propiofenonem, ktéra kohczy
sie na wytworzeniu odpowiedniej enaminy. Ta ostatnia pod wptywem Int. 1 ulega utleniajgcej
addycji TEMPO do pozycji a tworzac zwigzek o charakterze iminiowym, zwany Intermediatem
2 (Int. 2). W reakc;ji tej, jon zelaza(lll) z Int. 1 ulega redukcji do jonu Zelaza(ll), tym samym
regenerujgc rezerwuar zredukowanej formy Zzelaza. Int. 2 ulega rozpadowi w dwdjnaséb:
(@) pB-eliminacja protonu lub/i (b) hydroliza. Droga (a) powoduje powstanie zwigzku
a,B-nienasyconego o charakterze soli iminiowej, ktéra wtérnie ulega hydrolizie. do wtasciwego
zwigzku a,B-nienasyconego; tworzy sie czasteczka TEMPOH jako produkt uboczny. Droga (b)
stanowi uzupetnienie cyklu drugiego, a w pierwszym jej etapie powstaje keton, ktéry w pozyciji
a podstawiony jest czgsteczkg TEMPO. Nastepnie, dzieki B-eliminacja protonu, powstaje
wlasciwy zwigzek a,B-nienasycony, a TEMPOH zawracane jest do cyklu drugiego. Ta ostatnia
czgsteczka zdolna jest pod wptywem jonu zelaza(ll) przejs¢é w HTMP, z wydzieleniem wody oraz

wygenerowaniem utleniajgcego jonu zelaza(lll). Powstata HTMP pod wptywem propiofenonu
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zdolna jest do dostarczenia pewnej ilosci enaminy, od ktérej rozpoczeta zostata analiza cyklu
drugiego.

Mozna wyrézni¢ rowniez dodatkowg droge przejscia od enaminy do Int. 2 w ramach
drugiego cyklu reakcyjnego. Rozpoczyna sie ona od utlenienia enaminy na atomie azotu, przy
pomocy jonow zelaza(lll), z utworzeniem kationorodnika aminylowego, ktéry dzieki winylowej
pozycji wigzania podwojnego moze dac¢ strukture rezonansowg typu iminiowego z rodnikiem
zlokalizowanym w pozycji a. Ten ostatni zdolny jest do reagowania z TEMPO dajac Int. 2.
Mechanizm ten obarczony byt w publikacji jedynie niewielkim btedem przy utlenianiu wej$ciowej
enaminy, gdyz potozenie wigzania podwdjnego byto nieprawidtowe.

Ostatni etap zakfada kondensacje a,B-nienasyconego ketonu z amidyng na drodze:
(1) reakcji Michaela, a nastepnie (2) wewnatrzczasteczkowej kondensacji. Powstaty, nasycony
intermediat utlenia sie nastepnie do pozgdanego produktu korncowego [132].

Metoda C jest niezwykle podobna do metody B z tego wzgledu, ze rowniez korzysta ona
z mechanizmu utleniajgcej cyklizacji, dla podobnych substratéw (to jest: podstawionych amidyn
i pochodnych propiofenonéw), z tg réznica, ze para redoks jaka tu wystepuje oparta jest o jony
miedzi(ll), 4-OH-TEMPO oraz tlen z powietrza. Wydajnosci tych reakcji sg zbiezne z tymi, ktére
notowane sg w metodzie B. Pewng nowo$¢ wnosi podstawienie propiofenondéw w pozycji 8, dzieki

czemu mozliwa jest synteza 2,4,6-tripodstawionych pirymidyn.
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Schemat 41. Mechanizm syntezy 2,4,6-tripodstawionej 1,3-diazyny z pochodnej propiofenonu i
chlorowodorku amidyny, katalizowanej jonami miedzi(ll) i 4-HO-TEMPO, w warunkach aerobowych

Autorzy zaproponowali prostszy mechanizm niz ten w metodzie B (Schemat 41).

Rozpoczyna sie on od kompleksowania podstawionego propiofenonu przez jony miedzi(ll), co
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skutkuje mozliwg tautomeryzacjg grupy ketonowej do formy enolowej. Nastepnie dochodzi do
reakcji SET, w wyniku ktdérej zwigzek miedzi(ll) redukuje sie do miedzi(l), uwalniajgc sie
z wytworzonego uprzednio kompleksu, zas$ rdzen weglowy transformowany jest do rodnika
opartego o rdzen propiofenonu, zlokalizowanego w pozycji a wzgledem grupy karbonylowej.
W wyniku rekombinacji powstatego rodnika z 4-HO-TEMPO powstaje a-podstawiony keton, ktory
skory jest do B-eliminacji. a,B8-Nienasycony keton stanowi akceptor Michaela i atakowany jest
przy pomocy wolnej pary elektronowej zlokalizowanej na atomie azotu w amidynie. Bieg tego
etapu jest taki sam jak w przypadku kohcowej fazy reakcji w metodzie B. Skonsumowane
w reakcji 4-HO-TEMPO przechodzi w swoj zredukowany wariant — 4-HO-TEMPOH, a ten moze
zosta¢ ponownie zaktywowany przy pomocy tlenu z powietrza, i tym samym znéw spetnia¢ swoje
funkcje jako utleniacz [133].

Metoda D, podobnie do metody A, wykorzystuje postawione acetofenony jako rdzen
budowanych czasteczek 1,3-diazyn. Ekwiwalenty azotowe dostarczane sg w tym wypadku przy
pomocy nitryli, ktére poza aktywnym udziatem w reakc;ji, petnig role jako rozpuszczalnik. Reakcja
ta prowadzona jest w podwyzszonej temperaturze, w obecnosci jonéw miedzi(ll), ktére petnig role
kwasu Lewisa, a takze przy udziale zasady — wodorotlenku sodu. Przemiany te charakteryzujg
sie wydajnosciami mieszczgcymi sie w przedziale od umiarkowanych do bardzo dobrych
i pozwalajg na otrzymanie 2,4,6-tripodstawionych 1,3-diazyn.
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Schemat 42. Mechanizm syntezy 2,4,6-tripodstawionej 1,3-diazyny z pochodnej acetofenonu i nitrylu,
katalizowanej zwigzkami miedzi(ll), w warunkach zasadowych

Mechanizm ten zaklada wkomponowywanie dwdch ekwiwalentéw azotowych
w czgsteczke acetofenonu dzieki zjawisku tautomeryzacji katalizowanej zasadg (Schemat 42).
W pierwszym etapie enolizacja zachodzi dzieki odszczepieniu kwasnego protonu a przez anion
wodorotlenkowy. Nastepnie, dochodzi do wytworzenia wigzania C-C poprzez atak nukleofilowego
wegla a na elektrofilowy atom wegla w nitrylu, aktywowanym poprzez kompleksowanie jego
atomu azotu zwigzkiem miedzi(ll). Powstata na tym etapie imina, zdolna jest do wytworzenia
wariantu aminowego na drodze tautomeryzacji iminowo-aminowej. Kolejno, promowana przez
zasade jest addycja nukleofilowego atomu azotu do kolejnej, aktywowanej czgsteczki nitrylu,
z powstaniem wigzania C-N. Na drodze dalszej tautomeryzaciji i cyklokondensacji, mozliwe jest

powstanie pozgdanego produktu [134].
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4.2.6. 1,2,4-Oksadiazole

Otrzymywanie 1,2,4-oksadiazoli wigze sie z wprowadzeniem do matego, 5-cztonowego
szkieletu heterocyklicznego az 3 heteroatomdéw. Mozna to osiggnaé dzieki zastosowaniu
czgsteczek zawierajgcych wszystkie 3 heteroatomy w swojej budowie (np. amidoksymy) lub
dzieki reakcjom wielokomponentowym, zachodzacym dla molekut zawierajgcych mniejszg ich
liczbe (np. oksym i réownowaznik azotowy, czy tez chlorooksym i nitryl). W literaturze,
zdecydowanie czesciej mozna natkngé sie na ten pierwszy wariant, gdyz amidoksymy sg proste
w syntezie (z odpowiednich nitryli i hydroksyloaminy), i dzieki temu tatwo dostepne. Dobudowanie
brakujgacego ekwiwalentu weglowego mozna osiggna¢ dzieki uzyciu kwaséw karboksylowych
w metodach odwadniajgcych, nitryli w reakcjach dipolarnych, alkinbw w transformacjach
katalizowanych metalami  przejsciowymi, czy nawet kwasu Meldruma (malonian
izopropylidenowy,  2,2-dimetylo-1,3-dioksano-4,6-dion) w przemianach  zachodzacych
z dekarboksylacjg [135].

Wybrane metody syntezy 1,2,4-oksadiazoli przedstawiono na Schemacie 43.
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Schemat 43. Wybrane metody syntezy 1,2,4-oksadiazoli

W metodzie A przedstawiono synteze 3,5-dipodstawionych 1,2,4-oksadiazoli wychodzac
z amidoksymow oraz nitryli jako zrodet azotu oraz rdzenia weglowego. Reakcje prowadzi sie
w obecnosci kwasu p-toluenosulfonowego (PTSA) oraz chlorku cynku,
w N,N-dimetyloformamidzie lub acetonitrylu (wéwczas, gdy Rz = Me). Wydajnosci tych reakcji sg

dobre i bardzo dobre. Uktad PTSA-ZnCl. odpowiada za transformacje wejsciowego amidoksymu
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w N-tlenek nitrylu, stad atom azotu typu amidowego w amidoksymie nie bierze udziatu

w tworzeniu pierscienia. Pozadany heterocykl powstaje na drodze reakciji dipolarne;j.

_OH 7nCl 8. 0
R Nl@znuz—» gi o —=N-0)
R NH, NH, N 2t
/_\ /—ZﬂClz
O~N
R L = \4‘0
R4

1

Schemat 44. Mechanizm syntezy 3,5-dipodstawionego 1,2,4-oksadiazolu z amidoksymu i nitrylu,
katalizowanej chlorkiem cynku

Zaproponowany przez autoréw mechanizm reakcji (Schemat 44), cho¢ dosy¢ skgpo
opisany, sugeruje powstawanie N-tlenku nitrylu z wej$ciowego amidoksymu. Cho¢ obecnos¢
PTSA mogtaby sugerowa¢ mechanizm biegnacy przez dehydratacje, nie jest to mozliwe, gdyz
w uktadzie reakcyjnym nie ma innego zrédta tlenu. Najprawdopodobniej, w pierwszym etapie
dochodzi do wytworzenia kompleksu chlorek cynku-atom tlenu w amidoksymie. Transfer protonu
z atomu tlenu na amidowy atom azotu promuje eliminacje czgsteczki amoniaku z wytworzeniem
produktu przejsciowego. Nie mozna wykluczy¢ tworzenia kompleksu z amidowym atomem azotu
przez uktad PTSA-ZnClz, co w efekcie réwniez doprowadzi do eliminacji NHs. Dochodzi nastepnie
do reakcji 1,3-dipolarnej pomiedzy tlenkiem nitrylu a nitrylem, ktérej efektem jest powstanie
1,2,4-oksadiazolu [136].

Metoda B stanowi przyktad reakcji inicjowanej mikrofalami. W pierwszym etapie dochodzi
do powstania amidoksymu, z odpowiedniego nitrylu oraz hydroksyloaminy (kataliza kwasem
octowym). Nastepnie, bez oczyszczania produktu przejsciowego, dodawany jest kwas Meldruma
lub jego metylowa pochodna, co w warunkach podwyzszonej temperatury (dekarboksylacja),
skutkuje powstaniem 2,5-dipodstawionym 1,2,4-oksadiazolem, gdzie w pozycji pigtej obserwuje
sie podstawnik typu benzylowego. Reakcje te biegng z bardzo dobrymi wydajnosciami, zas czas
ich prowadzenia miesci sie w 3 minutach. Transformacje te mozna zaliczy¢ zaréwno do

odwadniajgcej cyklizacji, jak i dekarboksylaciji.
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Schemat 45. Mechanizm syntezy 3,5-dipodstawionego 1,2,4-oksadiazolu z nitrylu, hydroksyloaminy i
pochodnej kwasu Meldruma w kwasie octowym

Mechanizm tej reakcji (Schemat 45) obejmuje addycje nukleofilowg hydroksyloaminy do
grupy nitrylowej, skutkujacg powstaniem amidoksymu. Ten ostatni ulega nastepnie acylowaniu
kwasem Meldruma. Cyklizacja biegnie przez etap substytucji nukleofilowej w uktadzie acylowym,
w ktérej atom azotu typu amidowego wigze sie z weglem w grupie acylowej. Nastepcza
dehydratacja oraz dekarboksylacja powoduje powstanie pozgdanego produktu kohAcowego [137].

W  metodzie C wskazano otrzymywanie 2-acylo-5-arylo-1,2,4-oksadiazolu
z odpowiednich alkinébw terminalnych i nitryli. Cho¢ nitryle mogg stanowi¢ réwnowazniki
wnoszgce atom azotu do heterocykli, nie zawierajg one koniecznego do powstania
1,2,4-oksadiazoli atomu tlenu. Jako zrodio brakujgcego atomu tlenu (oraz azotu) stosuje sie
azotan(V) zelaza(lll). Petni on dwie podstawowe funkcje, a mianowicie — dziata jako $rodek
nitrujgcy i uwadniajgcy alkiny terminalne oraz jako aktywator (czynnik zwiekszajgcy
elektrofilowos¢) atomu wegla w grupie cyjankowej. Katalizator zelazowy stabilizowany jest
t-butylonitrylem, ktéry petni role liganda w jego kompleksie. Transformacja ta prowadzona jest
w podwyzszonej temperaturze, w nitrobenzenie jako rozpuszczalniku, a jej wydajno$ci mieszczg

sie w granicach od umiarkowanych do bardzo dobrych.
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Schemat 46. Mechanizm syntezy 3-acylo-5-alkilo 1,2,4-oksadiazolu z alkinu i nitrylu, warunkach katalizy
azotanem(V) zelaza(lll)

Autorzy postulujg mechanizm (Schemat 46), w ktérym w pierwszym etapie dochodzi do
jednoczesnego uwodnienia alkinu i jego nitrowania w pozycji terminalnej [138]. Przeprowadzone
eksperymenty kontrolne z izotopem 80 wykazaty, ze w tlen w ugrupowaniu acylowym pochodzi
od czgsteczki wody obecnej w mieszaninie reakcyjnej. Wczesniejsze doniesienia literaturowe,
gdzie uzyto azotanu(V) miedzi(ll) [139], wskazujg jednak na addycje Cu(NOs): do alkinu,
z wytworzeniem alkenu, w ktérym w pierwszej pozycji znajduje sie anion NOs, za$§ w drugiej
grupa -Cu(NOs). W wyniku przegrupowania, grupa NOs- pozostawia w pozycji pierwszej grupe
karbonylowa, zas w drugiej — nitrowg. Powstaty a-nitroketon wystepuje w pewnej réwnowadze
nitro-aci ze swoim wariantem a,B-nienasyconym. Sugeruje sie, iz pod wplywem katalizatora,
tautomer aci moze by¢ zrédtem N-tlenku nitrylu na skutek dehydratacji [138, 139]. Ten ostatni
ulega cykloaddycji 1,3-dipolarnej z aktywowanym nitrylem, dajgc pozadany produkt. Istniejg
pewne mechanizmy kompetycyjne, ktére mogg wptywaé na obnizenie wydajnosci tych przemian
(np. tworzenie izoksazolu, czy 1,3-diazyny) [139]. Przedstawiony powyzej mechanizm powstat na
podstawie sugestii znalezionych w literaturze [138-140].

Ostatnia z wybranych metod otrzymywania 1,2,4-oksadiazoli jest reakcjg dwuetapowa,
w ktérej: (1) w pierwszym kroku otrzymuje sie aminodioksymy (R-C(=N-OH)-C(=N-OH)-NH-R)
z odpowiednich chlorkéw oksymoéw, izonitryli oraz hydroksyloaminy w obecnosci wodoroweglanu
sodu jako zasady, za$ w (2) drugim — aminodioksym ulega przegrupowaniu (Mitsunobu-
)Beckmanna do odpowiednich 5-amino-1,2,4-oksadiazoli. Wydajnosci otrzymywania produktu
przejsciowego mieszczg sie w granicach 33-78%. W drugim etapie odtlenowaniu ulega grupa
amidoksymowa, co skutkuje przegrupowaniem Beckmanna i nastepczg cyklizacja do
pozadanego produktu. Usuwanie atomu tlenu mozliwe jest dzieki wprowadzeniu warunkéw
reakcji Mitsunobu, gdzie role odczynnika roboczego petni uktad PPhs-DEAD (trifenylofosfina-

azodikarboksylan dietylu). Wydajnos¢ tej reakcji miesci sie w granicach 41 i 74%.
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Schemat 47. Mechanizm syntezy N5,3-dipodstawionego 1,2,4-oksadiazolu z chlorooksymu, izonitrylu i
hydroksyloaminy, w obecnosci DEAD i trifenylofosfiny

Mechanizm pierwszego etapu tej transformacji obejmuje wielosktadnikowg reakcje
biegnaca przez (1) stadium N-tlenku nitrylu, ktéry moze reagowac z izonitrylem na drodze inserc;ji
(izonitryl jako karben) lub na drodze addycji nukleofilowej (izonitryl jako nukleofil), a nastepnie
z hydroksyloaming poprzez addycje nukleofilowg; nastepnie, (2) w drugim etapie obserwuje sie
reakcje Mitsunobu-Beckmanna (Schemat 47).

Chlorki oksyméw majg zdolnos¢ do eliminacji chlorowodoru z wytworzeniem N-tlenku
nitrylu. Ten ostatni zdolny jest do wziecia udziatu w reakcji z izonitrylem. Jesliby rozwazy¢
charakter karbenowy wegla w grupie izonitrylowej, jego reakcja z N-tlenkiem nitrylu biegnie
mechanizmem uzgodnionym. Wegiel izonitrylowy ulega insercji pomiedzy tlen i wegiel w N-tlenku
nitrylu z wytworzeniem podatnego na rozczepienie 1,2-oksazetu. Powstajgcy tutaj N-alkilowany
kation nitryliowy, w obecnosci hydroksyloaminy, przechodzi w aminodioksym. Jesli reakcje
N-tlenku nitrylu z izonitrylem potraktowaé jako reakcje jonowg, gdzie role nukleofila petni atom

wegla w grupie izonitrylowej, to N-alkilowany kation nitryliowy powstaje od razu.
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Drugi fragment mechanizmu oparty jest o reakcje Mitsunobu. Wytworzony, betainowy
addukt PPhs-DEAD odszczepia kwasny proton z atomu tlenu w czesci amidoksymowej
aminodioksymu. Nastepnie, nukleofilowy atom tlenu ulega fosfinowaniu. Powstaly ukiad
fosfoniowy, po eliminacji tlenku trifenylofosfiny (O=PPhs), ulega przegrupowaniu Beckmanna,
w ktérym migruje fragment oksymowy. Cyklizacja przebiega z udziatem atomu tlenu w oksymie,

ktéry atakuje elektrofilowy atom wegla powstaty po migracji fragmentu czgsteczki [141].

4.2.7. 1,3,4-Oksadiazole

Konstruowanie rdzenia 1,3,4-oksadiazolu mozliwe jest dzigki zastosowaniu metodologii
utleniajacej, bgdz odwadniajgcej cyklizacji. Ten pierwszy wariant moze zosta¢ zrealizowany
dzieki wykorzystaniu N-acylowanych hydrazondw w obecnos$ci utleniaczy opartych na jonach
metali przejsciowych lub barwnikéw triarylometinowych, hydrazydéw wraz z ekwiwalentami
weglowymi przy udziale jodu czgsteczkowego, czy tez tiosemikarbazyddw na drodze utleniajgcej
desulfuryzacji inicjowanej nadtlenomonosiarczanem potasu. Drugi sposéb odnosi sie do
odwadniania takich uktadow jak: kwas karboksylowy-hydrazyd, ester aktywny kwasu
karboksylowego-hydrazyd, czy N’-acylowany semikarbazyd (tiosemikarbazyd),
w obecnosci srodkéw odwadniajgcych (np. chlorek tosylu, EDCI, T3P), czesto zachodzgcych
w podwyzszonej temperaturze. Gidwng wadg tych pierwszych metod jest zwezenie zakresu
stosowanych grup funkcyjnych, ze wzgledu na ryzyko ich degradacji. Na szczegdlng uwage
zastuguje transformacja 5-arylowanych-2H-tetrazoli w 2,5-dipodstawione 1,3,4-oksadiazole,
prowadzona w obecnosci aldehydéw i nadtlenku di-t-butylu (DTBP), ze wzgledu na mozliwosé
przeprowadzenia jednego uktadu heterocyklicznego w drugi, w nieskomplikowany sposéb [142].

Wybrane metody syntezy uktadu 1,3,4-oksadiazolowego zostaty zaprezentowane na

Schemacie 48.
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Schemat 48. Wybrane metody syntezy 1,3,4-oksadiazoli

W metodzie A przedstawiono synteze 2-podstawionych 1,3,4-oksadiazoli, ktore
otrzymuje sie z podstawionych acetofenonéw (i ich heterocyklicznych odpowiednikéw) oraz
hydrazydoéw, na drodze oksydatywnej cyklizacji w obecnos$ci jodu czgsteczkowego, zasady,
w podwyzszonej temperaturze i mieszaninie DMSO:H20 jako rozpuszczalniku. Czynnikiem
utleniajacym w tej reakcji jest czgsteczka jodu oraz pomocniczo dimetylosulfotlenek. Wydajnosci
tych reakcji mieszczg sie w granicach od stabych do bardzo dobrych, w zaleznosci od modelu,
z wyraznie nizszymi w przypadku podstawnikéw wywierajgcych silny efekt indukcyjny skierowany
w kierunku heteroatomu. Nalezy zwréci¢ uwage na fakt, iz w reakcji tef mamy do czynienia

Z rozszczepieniem wigzania C-C, wystepujgcym pomiedzy weglem karbonylowym ketonu a jego
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podstawnikiem metylowym. Mozliwe jest jednak zachowanie podstawnika acylowego, jednak

wymaga to zastosowania innej zasady — fosforanu(V) potasu.
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Schemat 49. Mechanizm syntezy 2-podstawionego 1,3,4-oksadiazolu z pochodnej acetofenonu i
hydrazydu, w obecnosci jodu czgsteczkowego, dimetylosulfotlenku i weglanu potasu

Mechanizm otrzymywania 2-podstawionych 1,3,4-oksadiazoli (Schemat 49) zaktada
w pierwszym etapie a-halogenowanie acetofenonu. Nastepnie, po dodaniu zasady do mieszaniny
reakcyjnej, zachodzi utlenianie Kornbluma otrzymanego jodku fenacylu, przy udziale DMSO,
z wytworzeniem zwigzku 1,2-dikarbonylowego. Powstate ugrupowanie aldehydowe reaguje
nastepnie z obecnym w ukiadzie hydrazydem tworzgc N’,C-diacylowany hydrazon. Autorzy
sugeruja, iz kolejnym krokiem jest transformacja hydrazonu w jodek hydrazonowy pod wptywem
czgsteczek jodu, w warunkach =zasadowych. Po cyklizacji i izomeryzacji powstaje
2,5-dipodstawiony 1,3,4-oksadiazol, gdzie w pozycji piagtej podstawnikiem jest grupa acylowa.
Sugeruje sie, iz intermediat ulega deacylowaniu pod wptywem zasady, w podwyzszonej
temperaturze, dajgc produkt koncowy [143].

W metodzie B przedstawiono synteze 2,5-dipodstawionych 1,3,4-oksadiazoli, ktore
otrzymuje sie z N*-acylowanych hydrazonéw pod wptywem utleniajacej cyklizacji katalizowanej
jonami zelaza(lll) i TEMPO, w obecnosci tlenu powietrza i czynnika wigzgcego powstate
w reakcjach ubocznych czagsteczki wody. Wydajnosci obserwowane dla tej przemiany mieszczg
sie w granicach od umiarkowanie stabych do bardzo dobrych, jednak trudno jest skorelowaé
uzyskane wyniki z wystepowaniem zawady sterycznej, czy konkretnych efektéw elektronowych

w podstawnikach, zarédwno pochodzacych od czesci aldehydowej, jak i hydrazydowe;.
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Niewatpliwg zaletg tej reakcji jest stosunkowo krotki czas jej prowadzenia przy temperaturze

zblizonej do warunkéw pokojowych.
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Schemat 50. Mechanizm syntezy 2,5-dipodstawionego 1,3,4-oksadiazolu z N-acylowanego hydrazonu w
obecnosci TEMPO i jonow zelaza(lll), w warunkach aerobowych

Autorzy sugerujg (Schemat 50), iz w pierwszym etapie mechanizmu dochodzi do
rodnikowego odszczepienia atomu wodoru typu amidowego, z tautomerycznym przejsciem do
rodnika oksylowego. Cho¢ w publikacji przedstawiono tworzenie anionu na atomie tlenu, zanim
wytworzy sie wczesniej wymieniony rodnik, nie jest to mozliwe. Dalszy fragment mechanizmu
zaktada rodnikowg, wewnatrzczgsteczkowq cyklizacje z wykorzystaniem rodnika oksylowego,
ktéry przytgcza sie do atomu wegla w hydrazonie, generujgc rodnik aminylowy. Cyklizacja moze
nastgpi¢ poprzez rodnikowe odszczepienie atomu wodoru i nastepczg aromatyzacje. Mozliwe
jest réowniez wyrysowanie cykli reakcyjnych w oparciu o reakcje aktywno$é redoks jondw zelaza
oraz TEMPO, w kontekscie odtwarzania zdolnosci utleniajgcych jonéw zelaza(lll) oraz TEMPO
przez czasteczke tlenu lub aniony azotanowe(V). W przedstawionym przez autoréw zamysle,
umyka sens wykorzystania jondw zelaza, gdyz wyrysowana struktura anionowa nie moze sie
tworzy¢ [144].

Dzieki metodzie C, mozliwe jest otrzymanie 5-podstawionych 2-amino-1,3,4-oksadiazoli
na drodze utleniajgcej cyklizacji powstatych jako produkty posrednie semikarbazonéw. Jako
utleniacz stosuje sie tutaj jod czgsteczkowy, dziatajgcy w obecnosci weglanu potasu.
Semikarbazony stosuje sie bez dodatkowej obrdbki, a podstawg ich syntezy jest reakcja aldehydu
z chlorowodorkiem semikarbazydu przy udziale octanu sodu jako zasady neutralizujgcej
chlorowodér. Transformacja ta jest prowadzona w podwyzszonej temperaturze, w 1,4-dioksanie
jako rozpuszczalniku. Jej wydajnos¢ mozna okresli¢ jako bardzo dobrg dla wiekszosci modeli.
Niewatpliwg zaletg tej metody jest wykorzystanie fatwo dostepnych reagentéw oraz zielony

charakter utleniacza oraz zasady.
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Schemat 51. Mechanizm syntezy 5-podstawionego 2-amino-1,3,4-oksadiazolu z chlorowodorku
semikarbazydu i aldehydu, w obecnosci jodu czgsteczkowego i octanu sodu

H,N - AcOH, NaCl H,N

Mechanizm tej reakcji rozpoczyna sie od neutralizacji chlorowodorku semikarbazydu
octanem sodu. Nastepnie dochodzi do kondensacji pomiedzy uwolnionym semikarbazydem
i aldehydem. Powstaty semikarbazon przechodzi kolejno w jodek semikarbazonu, ktéry cyklizuje
poprzez atom tlenu, powodujgc eliminacje anionu jodkowego (Schemat 51) [145].

Ostatnia z przytoczonych metod wykorzystuje reakcje fodoindukowanej konwersiji
semikarbazondéw w 5-podstawione 2-amino-1,3,4-oksadiazole pod wptywem katalizy barwnikiem
triarylometinowym — eozyng Y, w obecnosci czterobromku wegla, tlenu z powietrza, przy
naswietlaniu Swiattem zielonym o dlugosci fali mieszczacej sie pomiedzy 520 a 530 nm. Jest to
transformacja blizniacza w stosunku do tej obserwowanej w metodzie C, gdyz rowniez zaktada
halogenowanie in situ czgsteczki semikarbazonu, a jej wydajno$ci sg tak samo dobre. Najwiekszg
zaletg tej przemiany jest wykorzystanie proceséw fotochemicznych do budowania rdzeni
heterocyklicznych, choé uzycie czterobromku wegla moze budzi¢ watpliwosci dotyczgce
bezpieczenstwa i zielonosci tego procesu, niemniej jednak, jest to mato agresywny chemicznie

Srodek bromujacy, w poréwnaniu do NBS czy PBrs.
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Schemat 52. Mechanizm syntezy 5-podstawionego 2-amino-1,3,4-oksadiazolu z semikarbazonu,
fotokatalizowanej eozyna Y (EY) w warunkach $wiatta zielonego, w obecnosci czterobromku wegla
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Autorzy sugerujg (Schemat 52), iz w pierwszym etapie dochodzi do fotolizy czterobromku
wegla z wytworzeniem dwoch rodnikéw: bromkowego oraz tribromometylowego. W kolejnym
etapie, rozpatrujgc zachowanie semikarbazonu, obserwuje sie tautomeryzacje jego wewnetrznej
grupy amidowej. W osobnym cyklu, naswietlanie eozyny Y $wiattem zielonym przeprowadza jg
do stanu wzbudzonego, a ten zdolny jest do redukcji semikarbazonu do formy kationorodnika,
samemu przechodzgc w forme anionorodnikowg. Kationorodnik, zdelokalizowany w ramach
wewnetrznej grupy amidowej, po odszczepieniu protonu, tworzy rodnik oksylowy (pozostajacy
w rownowadze z rodnikiem aminylowym), ktory zdolny jest do rodnikowego odszczepienia atomu
wodoru w grupie iminowej. Powstaty rodnik typu acylowego rekombinuje nastepnie z rodnikiem
bromkowym tworzac bromek semikarbazonu. Cyklizacja nastepuje poprzez atak nukleofila
tlenowego na wegiel iminowy. Eliminacja bromowodoru doprowadza reakcje do pozadanego
produktu [146].

4.3. Wybrane wiasciwosci biologiczne uktadoéw heterocyklicznych

Ten fragment rozdziatu poswiecony jest matoczgsteczkowym zwigzkom chemicznym,
ktére zdolne sg do modyfikowania kierunku, bgdz intensywnosci obserwowanych w ustroju
odpowiedzi uktadu immunologicznego. W wigkszo$ci przypadkdw, omawiana jest inhibicja
konkretnego celu molekularnego (np. kinazy, glikoproteiny), ktéra posrednio lub bezposrednio
wptywa na skfadniki uktadu odpornosciowego. Zwigzki te prezentowane sg zgodnie z klasami
heterocykli, ktére wyréznia sie w ramach ich struktury, choé nie zawsze wystepujg one
samodzielnie.

Wraz z poczatkiem kazdego punktu rozdziatu przytaczany jest krétki rys biochemiczny
majacy na celu zgrubne wyjasnienie aktywnosci biologicznej celu molekularnego i strategii, ktéra
przyswieca dziataniu opisywanych pozniej zwigzkow. Nastepnie, czasteczki te sg prezentowane
w postaci krotkiego zestawienia graficznego, czesto uwypuklajgc wybrane witasciwosci
biologiczne. W koncu, zebrane sg najwazniejsze informacje, bezposrednio wynikajgce
z cytowanej pracy eksperymentalnej, mozliwie, ze wskazaniem perspektyw badawczych oraz
wnioskow.

Klasy prezentowanych ponizej heterocykli sg komplementarne z wymienionymi
w poprzednim podrozdziale, aby aspekty syntetyczne dopetni¢ istotnymi wtasciwosciami

biologicznymi, w tym powigzanymi z aktywnoscig immunologiczna.

4.3.1. Tiazole

Dehydrogenaza dihydroorotanowa (ang. dihydroorotate dehydrogenase, DHODH) to
enzym zakotwiczony po zewnetrznej stronie wewnetrznej btony mitochondrium, uczestniczgcy
w biosyntezie nukleotyddw pirymidynowych. Transformuje kwas dihydroorotowy w kwas orotowy,
na drodze utleniajgcej reakcji enzymatycznej, z wykorzystaniem tlenu czgsteczkowego
i pochodnej ubichinonu. Zapotrzebowanie metaboliczne na pirymidyny rézni sie w zaleznosci od
typow komoérek, gdyz tempo ich rozwoju jest niejednakowe. Dla komorek w petni rozwinietych
nastepuje drogg odzysku (ang. salvage pathway), podczas gdy aktywowane limfocyty i inne,

125




szybko proliferujace komorki, w tym nowotworowe, zalezne sg przede wszystkim od biosyntezy
pirymidyn szlakiem de novo. Inhibicia DHODH wywoluje zatem efekt antyproliferacyjny,
zmniejszajgc przezywalnosé komorek uktadu immunologicznego i nowotworowych, stad obranie
jej za strategie terapeutyczng do walki z rakiem, bgdz chorobami autoimmunologicznymi, takimi
jak: reumatoidalne zapalenie stawow, tuszczyca, czy stwardnienie rozsiane, wydaje sie byc¢
uzasadnione. Niektére z badanych zwigzkéw matoczgsteczkowych, np. Leflunomid czy
Brequinar, bedace inhibitorami DHODH, zostaly juz w przesziosci dopuszczone do praktyki
klinicznej, jednak ich ograniczone parametry fizykochemiczne sprawiaja, ze konieczne jest dalsze
poszukiwanie nowych lekdw immunosupresyjnych w celu zredukowania efektéw ubocznych [147,
148].
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Rys. 1. Wybrane inhibitory DHODH oparte o rdzen 1,3-tiazolu (wraz z wzorcami)

Opracowana zostata seria howych inhibitoréw DHODH w oparciu o szkielet 1,3-tiazolu.
Zwigzki te zostaty przebadane zaréwno w oparciu o testy enzymatyczne in vitro, jak i o badania
in vivo na modelu szczurzym, w ktérym u zwierzat sztucznie wywofano reumatyzm, dla
najbardziej obiecujgcej pochodnej tiazolu. Procedura optymalizacji zawierata rowniez analize
oddziatywan miedzyczgsteczkowych, ligand-centrum aktywne enzymu, z wykorzystaniem technik
komputerowych.

Badania enzymatyczne przeprowadzono stosujgc ludzki enzym DHODH, ktéry stworzono
i oczyszczono dzieki ekspresiji plazmidu kodujgcego to biatko przez bakterie Escherichia Coli.
Autorzy wyliczyli rowniez parametr LLE (ang. ligand-lipophilicity efficiency), ktéry tgczy w sobie

aktywnosé biologiczng zwigzku i jego lipofilnos¢; dany jest rownaniem: LLE = plCso — clogP,
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gdzie plCso 0znacza ujemny logarytm dziesietny z wartosci ICso, zas clogP — wyliczong warto$¢
wspotczynnika podziatu oktanol-woda. Stanowi to interesujgcg metode poréwnania zwigzkéw
chemicznych pod katem ich zdolnosci do bycia lekiem (ang. druglikeness). Nie da sie
jednoznacznie okresli¢ jaki przedziat jego wartosci jest korzystny dla optymalizacji, jednak warto
odnies¢ go do znanych inhibitoréw DHODH. W tym przypadku, warto$¢ ta powinna miesci¢ sie
w przedziale LLE od 1,22 do 4,99, aby osiggna¢ parametry Brequinaru i Leflunomidu, choé ma
to charakter przyblizony, ze wzgledu na niejednakowg strukture analizowanych czgsteczek.

Sposrod 32 badanych zwigzkdw, jedynie jeden okazat sie mie¢ najbardziej obiecujgce
wladciwoéci, to jest: najnizszg wartos¢ wspédiczynnika 1Csop, godne uwagi wiasciwosci
przeciwreumatyczne w modelu szczurzym, a takze dobre wtasciwosci farmakokinetyczne in vivo.
Dodatkowo, autorzy udowodnili, ze do efektywnej aktywnosci enzymatycznej badanych ligandoéw,
konieczna jest obecno$¢ dwodch czasteczek wody. Tworzg one silne wigzania wodorowe
w domenie ubichinonowej DHODH z polarnymi fragmentami czasteczek (grupa karboksylowa
oraz atom azotu w tiazolu wraz z sgsiadujgcym uktadem hydrazynowym) [148].

Przedstawiony powyzej przyktad dobrze wpisuje sie w nurt nowoczesnej chemii
medycznej, ze wzgledu na wykorzystanie: celu molekularnego zwigzanego niebezposrednio ze
schorzeniem autoimmunologicznym, technik komputerowych i krystalograficznych, ktoére
wzajemnie potwierdzajg mechanizm inhibicji enzymu, zaawansowanej syntezy organicznej,

a takze niebanalnej metodologii prowadzenia badan biologicznych.

4.3.2. Benzotiazole

PI3K (kinaza 3-fosfatydyloinozytolu, ang. phosphatidylinositol 3-kinase) to biatko bedace
elementem szlaku sygnatowego odgrywajacego istotng role we wzroscie, przezyciu i proliferacji
komarek. Moze wptywaé na odpowiedz immunologiczng jedynie wtérnie, drugorzedowo, gdyz nie
jest bezposrednio zwigzane z immunosupresjg. Jego rozregulowanie jest obserwowane
w rakowaceniu i chorobach opartych na procesach zapalnych, stgd uwaza sie, ze moze mie¢
swoj wktad w aktywnos¢ immunosupresyjng. Aktywacja PISK moze hamowac funkcje komadrek
odpornosciowych i wspieraé rozwdj komodrek immunosupresyjnych, takich jak komorki
T regulatorowe i komérek supresorowych pochodzenia mieloidalnego [149, 150].

Szlak sygnatowy PI3K prowadzi do aktywacji wtérnych celéw biologicznych, takich jak:
kinaza serynowo-treoninowa (PKB), a takze kinaza mTOR (ssaczy cel rapamycyny, ang.
mammalian target of rapamycin kinase), ktére promujg wzrost i przezywalnos$¢, integrujgc sygnaty
zwigzane z czynnikami wzrostu, sktadnikami energetycznymi i bilansem energetycznym
komorek. Aktywacja szlaku sygnatowego PI3K obserwowana jest w przypadku wielu nowotworow
ludzkich, stad opracowanie nowych serii inhibitorow PI3K lub dualnych PI3K-mTOR, wydaje sie

by¢ rozsgdng strategig w zwalczaniu choréb nowotworowych i autoimmunologicznych [151].
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Rys. 2. Wybrane pochodne benzotiazolu hamujgce aktywnos$¢ PI3Ka i mTOR

Przetestowano szereg pochodnych benzotiazolowych pod katem ich uzytecznosci jako
dualne inhibitory PI3Ka-mTOR. Poprzez PI3Ka nalezy rozumie¢ izoforme biatka PI3K, r6znigca
sie nieco strukturg. Badania te mialy forme optymalizacji, gdzie starano sie doktadnie okresli¢
zaleznos¢ struktura-aktywnos¢ dla coraz to nowszych pochodnych benzotiazolu, zaréwno na
podstawie analizy oddziatywan omawianego zwigzku w centrum aktywnym jednej z izoform PI3K,
jak i z wykorzystaniem testéw in vitro, czy uzupetniajgco — in vivo. Opracowanie to zawiera 82
zwigzki, ktére przynalezg do jednej z nastepujgcych podkategorii: pochodna z tgcznikiem
atomowym, zwigzek z tgcznikiem siarkowym, azotowym lub tlenowym, grupa pochodnych
z tacznikiem w postaci pierécienia aromatycznego i rézne jego warianty podstawienia, a takze
pochodne sulfonamidowe. Nalezy wyr6zni¢ 4-fluorowang pochodng sulfonamidowg, ktéra
wykazywata najwyzszg aktywnos¢ enzymatyczng i komorkowa. Warto dodaé, iz zwigzek ten
okazat sie by¢ najbardziej skuteczny w watrobowym tescie farmakodynamiki, a takze w 3 réznych
modelach ksenotransplantacyjnych (czyli takich, w ktorych tkanke ludzkg przeszczepiono do
organizmu zwierzecego z ostabionym uktadem odpornosciowym), w poréwnaniu do pozostatych
typdéw zwigzkéw. Dzieki tym badaniom mozna stwierdzié, ze tego typu benzotiazole moga

postuzy¢ za obiecujgce inhibitory PI3K i mTOR, hamujgce wzrost guza w testach in vivo [151].

4.3.3. Benzoksazole

SGK1, znana rowniez jako kinaza 1 regulowana przez glikokortykoidy (ang.
glucocorticoid-regulated kinase 1) Ilub proteinowa kinaza serynowo-treoninowa (ang.
serine/threonine-protein kinase), jest kinazg proteinowg regulowang przez glikokortykosteroidy
i osocze. Odgrywa istotng role w wielu zréznicowanych procesach komoérkowych, w tym:

przezyciu, proliferacji i réznicowaniu komérek, a takze w transporcie jonowym. SGK1 jest

128




niezwykle istotna w przenoszeniu efektow glikokortykosteroidow na ekspresje gendéw
i odpowiedzi komérkowe. W kontekscie wlasciwosci immunosupresyjnych wiadomo, ze SGK1
dostosowuje funkcje komoérek uktadu odpornosciowego poprzez wptyw na aktywnosé czynnikéw
transkrypcyjnych, takich jak NF-kB (jadrowy czynnik transkrypcyjny kB (ang. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), kompleks biatkowy odgrywajacy kluczowg role
w modyfiilkowaniu ekspresji docelowych genéw regulujgcych przezycie komoérek i apoptoze),
i regulowanie ekspresiji cytokin, i innych sktadnikdw odpowiedzi immunologiczne;j. Inhibicja SGK1
moze stanowi¢ podstawe pod okre$lanie strategii terapeutycznych w walce z cukrzyca, stanami

zapalnymi, a takze niektérymi rodzajami raka [152].
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Rys. 3. Wybrane pochodne benzoksazolu hamujgce aktywnos¢ limfocytow T

Nowe pochodne benzoksazolowe, PO-322, PO-327 oraz PO-341, zostaly zbadane na
limfocytach T aktywowanych przeciwciatami przeciwko CD3 i CD28, a ich wartosci ICso wynosity
kolejno: 0,7, 15,1 i 24,5 uyM. Okreslone wartosci stezen wskazujg 50-procentowe zahamowanie
proliferacji wczesniej wskazanych komoérek. PO-322 wykazat, ponadto, zdolno$¢ do specyficznej
inhibicji kinazy SGK1, ktérg okreslono na podstawie analizy Western Blot, co doprowadzito do
inhibicji proliferacji limfocytow T. Dodatkowo, zwigzek ten w badaniach na modelu mysim
efektywnie hamowat opdzniong nadwrazliwos¢ skory wywotang dinitrofluorobenzenem
i zapalenie skéry wywofane imikwimodem (lek z grupy aminochinolin stosowany w leczeniu
niektérych chordb skory). Jednakze, konieczne jest przeprowadzenie dodatkowych badan w celu
okredlenia zalezno$ci struktura-aktywnos$¢, by wtdérnie sprobowaé znalez¢ zastosowanie tego

zwigzku w immunoterapii [153].

4.3.4. Benzimidazole

Uktad immunologiczny funkcjonuje w oparciu o komorki, takie jak: cytotoksyczne
limfocyty T (ang. cytotoxic T lymphocytes, CTLs) i NK (ang. natural killers), ktérych aktywnos$é

zapewnia zbalansowang odpowiedz immunologiczng. Komorki te wykorzystujg proces zwany
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egzocytozg ziarnowg (ang. granule exocytosis), czyli mechanizm umozliwiajgcy gwattowne
uwolnienie specyficznych czgsteczek w celu wyeliminowania komoérek zarazonych wirusem, bgdz
komoérek rakowych. W momencie ich kontaktu z CTLs, badz NK, tworzy sie struktura zwana
synapsg immunologiczng. W jej ramach obserwuje sie transport ziaren wydzielniczych (ang.
secretory granules) do powierzchni komérki uktadu odpornosciowego i uwolnienie
magazynowanych w niej zwigzkéw do przestrzeni synaptycznej. To zjawisko wystawia btone
komorki docelowej (eliminowanej) na dziatanie dwdch klas substancji: perforyn (zwigzki z klasy
glikoprotein), ktore tworzg pory w ksztatcie tuku lub pierscienia, oraz granzymoéw, grupy proteaz
serynowych. Wspdlnie skutecznie niszczg one chore komérki indukujgc apoptoze [154].
Perforyny odgrywajg istotng role w egzocytozie ziarnowej poprzez tworzenie kanalikéw
w bfonie komorki. Pory te zaburzajg rownowage osmotyczng, pozwalajgc drugiej klasie substanciji
— granzymom — na migracje w gigb komorki i zainicjowanie procesu apoptozy. Co istotne,
w mechanizmie tym obie strony synapsy immunologicznej wyeksponowane sg na perforyne,
jednak tylko btona niepozadanej komérki jest przerywana. W efekcie, CTLs i NK mogg szybko
unicestwi¢ wiele komdrek docelowych, bez szkody dla efektora. Sugeruje sig, iz powyzsza
odpowiedz immunologiczna zostaje catkowicie odtworzona po usunieciu chorych komorek,
wskazujgc na odwracalny charakter inhibicji perforyny przez niektore, zbadane zwigzki
matoczgsteczkowe. Obieranie perforyny za cel molekularny wydaje sie by¢ obiecujgcg strategig
w projektowaniu nowych klas zwigzkéw o charakterze immunosupresyjnym, czy ogoélnie —

immunomodulujgcym, ze wzgledu na jej zdolno$¢ regulacji odpowiedzi immunologicznej [154].

1-amino-2,4-dicyjanopirydo[1,2-a]benzo[d]imidazole

CN

~ AN § R,
R‘l/\/ N/

HoN CN
R1 = H, Me
R, = karboksyamid, -OCH,-karboksyamid

Rys. 4. Wybrane pochodne skondensowane benzimidazolu

Seria skondensowanych pochodnych benzimidazolu zostala przebadana na
aktywowanej linii komérek T-Jurkat wzbogaconych radioizotopem 5'Cr, pod katem stopnia
uwalniania tego pierwiastka. W obecnosci inhibitorow perforyny zjawisko to zachodzi wolniej.
Zmierzono wspétczynnik ICso dla 30 pochodnych i jednego wzorca, gdzie najnizszg wartos¢
osiggnieto dla pochodnej z podstawnikiem -CONHMe i wynosita ona 1,04 yM (0,97 uM dla
wzorca). Nastepnie, w celu urzeczywistnienia warunkéw dziatania perforyny, przeprowadzono
testy in vitro dla badanych substancji w uktadzie efektor-cel, w stosunki 2:1. Role efektora petni
linia komorek KHYG-1 (rownowaznik NK), zas celu — linia komérek K562 (biataczka szpikowa).
W efekcie, zmierzona zostata specyficznos¢ lizy dla tego uktadu (okreslana z wykorzystaniem

tego samego radioizotopu), a takze przezywalnos¢ komoérek KHYG-1 (test kolorymetryczny
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oparty na btekicie trypanowym), odzwierciedlajgca cytotoksycznosé badanych zwigzkéw wobec
réwnowaznika NK. Niektére nich dobrze hamowaty lityczng aktywnosé perforyny uwalnianej
przez komoérki typu NK (KHYG-1), w nietoksycznych dla nich stezeniach, chociaz trudno jest jg
skorelowacC z bioaktywnoscig wobec linii komoérek T-Jurkat, gdyz ukfady te w innym stopniu

reprezentujg aktywnos$¢ tej glikoproteiny [155].

4.3.5. Pirymidyny

Stwardnienie rozsiane (ang. multiple sclerosis, MS) to powszechnie spotykana choroba
autoimmunologiczna, przewaznie u miodych osob dorostych, ktéra czesto prowadzi do
niepetnosprawnosci neurologicznej. Cechg charakterystyczng tego schorzenia sg wystepujace
procesy zapalne, utrata warstwy ochronnej wtdkien nerwowych, nadprodukcja komérek moézgu
(neurondw i komorek glejowych), a takze uszkodzenie nerwéw. Choroba ta atakuje przede
wszystkim osrodkowy ukiad nerwowy (OUN), nie obcigzajac jednak tak silnie obwodowego
uktadu nerwowego. Wystepuje gtownie w dwoch typach: nawracajgcej i postepujacej, oraz w ich
kombinacji, gdzie najczesciej spotykang jest forma postepujgca MS. Ta ostatnia obejmuje
epizody nasilenia schorzen neurologicznych, po ktérych nastepujg okresy czesciowego, badz
catkowitego wyzdrowienia. Z biegiem czasu, epizody te stajg sie rzadsze, ale stan ogdlnie sie
pogarsza, co prowadzi do nieprzerwanego postepu choroby. Kazdy z typdw MS wspotdzieli te
samga etiologie, ktéra oparta jest na procesach zapalnych i degradacji zakohczen nerwowych,
niezaleznie od etapu choroby u pacjentéw [156].

Kinaza tyrozynowa Brutona (ang. Bruton's tyrosine kinase, BTK) jest biatkiem
wystepujgcym w limfocytach B, makrofagach i mikrogleju, czyli wyspecjalizowanych komérkach
OUN, ktére odpowiadajg za regulacje procesoéw zapalnych i naprawe tkanek. Podwyzszony
poziom BTK obserwuje sie w limfocytach B pacjentéw z rzutowo-remisyjng i wtdrnie-postepujgca
postacig MS, a takze w mikrogleju w obrebie postepujgcych zmian w MS. Dzigki temu, BTK moze
stanowi¢ istotny cel molekularny w terapiach chordb autoimmunologicznych takich jak: MS,

reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS), czy toczeh rumieniowaty uktadowy [157].
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Evobrutinib

Rys. 5. Wzér strukturalny ewobrutynibu

Evobrutinib (pol. ewobrutynib) jest lekiem przyjmowanym doustnie, ktérego aktywnos$é
zwigzana jest z inhibicjg BTK i zdolnoscig do migrowania w OUN. Znajduje sie obecnie w fazie

Il badan klinicznych, jako lek na MS. Ponadto, wcze$niej byt réwniez testowany w fazie 1l badan
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klinicznych pod katem RZS i tocznia rumieniowatego uktadowego, bedac dobrze tolerowalnym
przez pacjentow, u ktorych nie zaobserwowano efektéw ubocznych zaleznych od dawki. Analiza
bezpieczenstwa leku, przeprowadzona na duzej bazie danych obejmujgcej ponad 1000
pacjentdow, ktérzy uczestniczyli w trzech badaniach Il fazy dotyczgcych réznych choréb
autoimmunologicznych, potwierdzita, ze ewobrutynib jest dobrze tolerowany przez pacjentéw
z MS, RZS i toczniem rumieniowatym uktadowym. Odkrycia te mogg pomdéc w lepszym
zrozumieniu profilu bezpieczenstwa ewobrutynibu i poprze¢ jego dalszy rozwdéj w leczeniu MS,

w tym trwajgce badania lll fazy [157].

4.3.6. 1,2,4-Oksadiazole

Toczenh rumieniowaty uktadowy (ang. systemic lupus erythematosus, SLE) to choroba
autoimmunologiczna, w ktdrej obserwuje sie wytwarzanie szkodliwych auto-przeciwciat, migracje
i akumulacje (wnikanie) limfocytéw do uktadéw, w ktérych normalnie sie ich nie spotyka, a takze
uszkodzenie tkanek wielu narzgdéw. Zaréwno limfocyty B, jak i T, petnig istotng role w rozwoju
tego schorzenia. Limfocyty T nie tylko bezposrednio przyczyniajg sie do uszkodzenia narzadow,
ale takze wspomagajg aktywacje i wzrost limfocytow B, ktére to sg odpowiedzialne za produkcije
auto-przeciwciat. Do limfocytow B wytwarzajgcych auto-przeciwciata, znanych jako komorki
wydzielajgce przeciwciata (ASC), zaliczajg sie proliferujgce plazmocyty i komorki plazmatyczne.
ASC, bedgce gtéwnymi komaérkami efektorami w chorobach autoimmunologicznych, sag scisle
zwigzane z aktywno$cig SLE [158].

Podstawowym czynnikiem odpowiedzialnym za przemieszczanie sie limfocytow
z obwodowych narzgddéw limfatycznych do krgzenia limfatycznego i naczyniowego jest gradient
chemotaktyczny (ukierunkowana reakcja ruchowa ukfadu w kierunku gradientu chemicznego
bodzca) sfingozyno-1-fosforanu (S1P). Ten sfingolipid o wysokiej aktywnosci biologicznej, wigze
sie z receptorami S1P1 na limfocytach B i T. Srodki modyfikujgce ten receptor zostaty
zatwierdzone w leczeniu MS i dajg pozytywne wyniki w przypadku innych choréb, co podkresla
ich znaczenie w projektowaniu terapii choréb autoimmunologicznych. Zablokowanie aktywacji
receptorow S1P1 na powierzchni limfocytow uniemozliwia ich efektywne wydostawanie sie
z weztéw chtonnych i w konsekwencji — ich migracje do tkanek objetych stanem zapalnym.
Sytuacja ta prowadzi do ostabienia ogdlnej i tkankowej odpowiedzi immunologicznej,
i zahamowania stanu zapalnego, poprzez zmniejszenie liczby aktywnych limfocytéw
w organizmie. Mechanizm ten mozna wykorzysta¢ do kontrolowania postepu choroby

i przeciwdziatania skutkom SLE [158].
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Cenerimod

Rys. 6. Wzor strukturalny cenerimodu

Cenerimod, lek przechodzacy obecnie badania kliniczne Il fazy [159], wykazat zdolnosé
do zmniejszania liczby limfocytow we krwi u myszy, co doprowadzito do redukcji gromadzacych
sie w tkankach komodrek odpornosciowych, poprawy ogoélnego stanu tkanek, ograniczenia
obecnosci biatka w moczu i wygaszenia stanéw zapalnych. W efekcie, myszy potraktowane tym
zwigzkiem cechowat poprawiony stan ogdlny zdrowia i wyzsza przezywalnos¢. Cenerimod
efektywnie promuje internalizacje receptoréw S1P1 w limfocytach, zaréwno u oséb zdrowych, jak
i chorych na SLE [159].

4.3.7. 1,3,4-Oksadiazole

Kinaza tyrozynowa S$ledzionowa (ang. spleen tyrosine kinase, SYK) stanowi istotny
skfadnik szlaku sygnatowego komoérek uktadu odpornosciowego poprzez rozmaite receptory
w nich zawarte, w tym receptor limfocytu B (ang. B cell receptor, BCR), receptor Fc (FcR)
i integryne B2. Inhibicja, badZ catkowite usuniecie SYK, ma wyraznie negatywny wptyw na ukfad
immunologiczny, poniewaz biatko to jest SciSle zwigzane z rozwojem, aktywacjg i dojrzewaniem
limfocytow B, a takze z produkowaniem i zmiang typu (klasy) przeciwciat. Rozregulowanie pracy
SYK obserwuje sie u pacjentéw z SLE i z toczniowym zapaleniem nerek (ang. lupus nepbhritis,
LN), ktore jest nerkowg odmiang SLE charakteryzujagcg sie odktadaniem komoérek
odpowiedzialnych za ekspresje SYK w nefronach. Cho¢ inhibitory SYK byty badane na modelach
zwierzecych tocznia, zadne z nich nie byly poddane badaniom klinicznym angazujgcym
pacjentow z SLE lub LN [160].
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Rys. 7. Wybrane pochodne 1,3,4-oksadiazolu, ich aktywno$¢ enzymatyczna i specyficzny parametr
podziatu

Przeprowadzono szereg badan majgcych na celu optymalizacje czasu poéttrwania serii
1-metyloindazoli (i kilku ich benzimidazolowych odpowiednikéw) w ustroju. Dokonano tego
poprzez modyfikacje strukturalne pozycji trzeciej w tym heterocyklu. Ogolny zamyst dotyczyt
strategii obnizania wartosci parametru log D (odpowiednik znanego parametru log P, w ktérym
hydrofilnym uktadem odniesienia nie jest woda, a roztwor o zadanej wartosci pH, np. 7,4, ktére
odpowiada fizjologicznej wartosci pH surowicy krwi) w celu poprawy stabilno$ci metabolicznej
nowych pochodnych. Zmiane we wiasciwos$ciach biologicznych rejestrowano miedzy innymi przy
pomocy testu enzymatycznego Omnia (metoda fluorescencyjna okreslania aktywnosci 112
rodzajow kinaz proteinowych), a takze testéw komoérkowych na liniach komdrek ludzkiego
chtoniaka, SU-DHL-4, ktére sg modelem nieprawidtowego dziatania limfocytow B. Na szczegding
uwage zastugujg dwie pochodne oparte na rdzeniu 1,3,4-oksadiazolu, ktére dzieki zastosowaniu
metodologii podstawienia bioizosterycznego osiggnety lepszg aktywnos¢ enzymatyczna,
wyrazong jako SYK ICso, niz odpowiedniki estrowe i N-metylokarboksyamidowe, wyzsza
stabilno$¢ hydrolityczng niz odpowiednik estrowy, a takze odpowiednio nizsze (bgdz zbiezne)
wartosci log D74 i odpowiednio wysokg aktywnosé komdrkowg. ChoC osiggniecie wyzszej
hydrofilno$ci czasteczki jest mozliwe dzieki zastosowaniu przedstawionych w publikaciji
modyfikacji strukturalnych, to nie wptywa to bezposrednio na aktywnos¢ w ustroju.
Przeprowadzone, dodatkowe badania na myszach i szczurach wykazaty, ze zwigzki te sg stabo
przez nie przyswajalne [161].

Jest to przyktad podstawienia bioizosterycznego, ktére poprawito aktywnosé
enzymatyczng in vitro i pozwolito na manipulowanie lipofilnoscig czgsteczek, co dobrze wpisuje
sie w tematyke tej pracy i stanowi nieocenione narzedzie przy projektowaniu lekéw w chemii

medycznej.
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5. Deacetylazy histonowe (HDACS)

W niniejszym rozdziale zostata przedstawiona ogélna charakterystyka klasy enzymow
jaka sa deacetylazy histonowe (ang. histone deacetylases, HDACs). Przytoczone zostaty
informacje ogdlne, podziat, a takze mechanizmy dziatania, uzupetnione o szczegdlny przypadek
dualnej inhibicji oraz przyktady znanych inhibitoréw. Czes¢ informacji zostata podsumowana
w formie tabeli, po czesci teoretycznej (Tabela 1).

Istotg tego rozdziatu jest zaprezentowanie, w mozliwe jak najbardziej przystepny sposéb,
inhibicji HDACs, jako istotnego mechanizmu w walce z chorobami nowotworowymi, ktéra moze
stanowi¢ podstawe funkcjonowania nowych pochodnych MPA, o odpowiednio zmodyfikowanej

strukturze, tu: pochodnych bioizosterycznych.

5.1. Informacje ogédine

Zmiany ekspresji gendéw oparte 0 mechanizmy epigenetyczne (czyli takie, ktoére nie wigzg
sie ze zmiang sekwencji nukleotydow) sg niezwykle istotne z punktu widzenia regulowania
procesow biologicznych. HDACs to grupa enzymow stanowigca kluczowy sktadnik tej
epigenetycznej maszynerii molekularnej, niezwykle istotha w procesach przebudowywania
chromatyny (gtéwny skfadnik chromosoméw) i kontroli ekspresji genoéw. Taka aktywnosé
przeklada sie na wiasciwosci korepresorowe (ang. corepressors), czyli takie, ktére hamujg
ekspresje genéw na drodze, na przyktad, wigzania sie z czynnikiem transkrypcyjnym. Zgotfa
odmienne funkcje petnig acetylotransferazy histonowe (ang. histone acetyltransferases, HATS)
majgc wtasciwosci koaktywatorowe (ang. coactivators), petnigc tym samym, w pewnym zakresie,
funkcje przeciwne do HDACs. Ustalenie rownowagi pomiedzy tymi dwoma grupami enzymow
stanowi podstawe epigenetycznej regulacji ekspresji genéw.

Biatka wigzace ugrupowania metylowane (ang. methyl-binding proteins, MBPSs; rodzina
biatek jadrowych Scisle zwigzana z metylowaniem DNA) tgczg sie z metylowanym DNA poprzez:
rozpoznanie i podzniejsze podtgczenie do konkretnych metylowanych cytozyn w ramach struktury
DNA. Procesy korepresorowe rozpoczynajg sie wiasnie od dziatania tego typu czytnikow biatek
(ang. protein readers; biatka zbudowane z domen zdolnych do specyficznej interakcji
z okreslonymi grupami funkcyjnymi), przyciggajgc w ten sposéb HDACs i biegnac z ich udziatem.
Przycigganie to nastepuje poprzez rozpoznanie konkretnych modyfikacji chemicznych na
histonach (biatka zasadowe, bedgce czescig chromatyny, o charakterze kationowym). HDACs
zdolne sg do usuwania grupy acetylowej z e&-NHz reszt lizyny na ogonach histonéw. To
deacetylowanie wzmacnia wigzanie pomiedzy dodatnio natadowanymi histonami i ujemnie
natadowanym DNA, powodujgc gestsze upakowanie chromatyny. W rezultacie nastepuje
zageszczenie w ramach jej struktury, prowadzgc do zahamowania transkrypcji.

W opozycji do aktywnosci HDACs znajdujg sie HATs. przenoszac grupy acetylowe na
N-terminalne reszty lizyny w histonie, powodujgc rozkurczenie struktury chromatyny, zwiekszajgc
dostepnosci biatek regulatorowych do DNA i umozliwiajgc transkrypcje. Aktywnosci tych obu
enzymoéw przedstawiono na Schemacie 53.
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REGULOWANIE UPAKOWANIA CHROMATYNY

NHAc NHAc NHAc
AcHN AcHN AcHN
HATs HDACs
® ® ® ® ®
NH3 NH3 NH3 NH3 NH3
HaN HaN HsN HsN
® ® °® ® A

Schemat 53. Graficzna reprezentacja regulacji upakowania chromatyny

Wszelkie zmiany w upakowaniu struktury chromatyny, wynikajgce z: inhibicji HATS,
nadekspresji HDACs oraz epigenetycznych zmian w procesie metylowania DNA, moga stanowic
zarzewie wielu choréb. Z tego powodu, HDACs sg obiecujgcym celem molekularnym, waznym w
opracowywaniu nowoczesnych terapii dla szerokiej gamy chordb, a postepy w rozwoju

inhibitorow HDACs jest obserwowany w literaturze [162].

5.2. Podziaft HDACs

Wyréznia sie 18 typéw HDACSs, gdzie kazdy z nich przynalezy albo do grupy typowo
cynkozaleznych enzymow, albo NAD-zaleznych sirtuin. W ogélnym ujeciu, HDACs podzielono na
pie¢ klas: I, lla, llb, Ill, 1V, gdzie kazda z nich rézni sie charakterystyczng dla siebie sekwencjg
homologiczng (choé to ten sam rodzaj enzymow, réznig sie one sekwencjg gendw je kodujgcych),
miejscem wystepowania (jgdro komérkowe, cytoplazma, mitochondrium), aktywno$cig
enzymatyczng i specyficznoscig substratu. Do grupy cynkozaleznej zalicza sie klase |, lla, IIb
oraz IV, zas do grupy NAD-zaleznej — klase lIl. Do klasy | przynalezg: HDAC1, HDAC2, HDAC3,
HDACS, do klasy Ila— HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDACY9, llb — HDACG6 i HDAC10, za$ do klasy
IV — HDAC11. Klasa Ill miesci w sobie enzymy zwane sirtuinami, posiadajgcymi jony cynku
niepetnigce funkcji katalitycznych i zalezne w swej aktywnosci enzymatycznej od NAD*. Wyrdznia
sie sirtuiny o symbolach pomiedzy SIRT1 a SIRT7 [162].

Klasa | HDACs to enzymy spotykane przewaznie w jgdrze komérkowym, o znacznej
zdolnosci do deacetylowania biatek. Grajg kluczowg role w hamowaniu transkrypcji genéw
poprzez tworzenie komplekséw z czgsteczkami korepresorowymi, lecz takze zdolne sg do
oddziatywania z biatkami nie-histonowymi, wptywajac na szereg proceséw komaérkowych. HDACs
klasy lla majg niskg zdolno$¢ do deacetylowania i oddziatujg z czynnikami transkrypcyjnymi.
Moga tworzy¢ kompleksy z HDACS3. Ich rola nie zostala do konca poznana (2020). Klasa llb

odnosi sie do enzyméw przewaznie spotykanych w cytoplazmie, zdolnych do deacetylowania
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substratow nie-histonowych, np. tubulin, z HDAC6 odgrywajacym swg szczegdlna role w procesie
autofagii i metabolizmu. Klasa IV tgczy w sobie cechy charakterystyczne dla klasy | i Il, i jest
gtéwnie kojarzona z odpowiedzig immunologiczng i procesem replikacji DNA. Klasa lll, czyli

sirtuiny, wigzane sg z regulowaniem metabolizmu i odpowiedzi ustroju na stres [163].

5.3. Ogéiny mechanizm dziatania HDACs
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Schemat 54. Prawdopodobny mechanizm deacetylowania z wykorzystaniem HDAC klasy |, Il i IV

Dla klas I, Il oraz IV, opartych o aktywnos¢ jonu cynku, notuje sie mechanizm, w ktérym
w miejscu aktywnym enzymu, jon tego metalu jest stabilizowany przez jedng reszte histydynows,
dwie asparaginianowe i dwie czgsteczki wody. W czasie reakcji katalitycznej, N-acetamidowe
ugrupowanie acylowanej lizyny wypiera jedng czgsteczke wody, co skutkuje powstaniem
wigzania wodorowego z resztg tyrozynowg enzymu. Ta ostatnia, zdolna jest do ulegania
zmianom konformacyjnym, umozliwiajgc wigzanie substratu w miejscu aktywnym. Przy takim
utozeniu, histydyna zdolna jest do deprotonowania wody w uktadzie histydyna-asparaginian
(0o znacznym podobienstwie mechanizmu dziatania do triady katalitycznej obserwowanej
w aktywnosci chymotrypsyny), znanym ze zdolnosci do polaryzowania wody i podwyzszania jej
zdolnosci nukleofilowych. Dwie reszty histydynowe, zlokalizowane w centrum aktywnym, znajdujg
sie obok siebie, a jedna z nich odpowiada za aktywujgce efekty elektrostatyczne w stosunku do
czgsteczki wody, zas druga — do typowej reakcji kwas-zasada.

Mechanizm, po deprotonowaniu wody, zaktada substytucje nukleofilowg w uktadzie
acylowym, w ktérej role nukleofila petni anion hydroksylowy, zas elektrofila — grupa acetylowa.
Rozpad przejéciowego produktu tetraedrycznego prowadzi do wydzielenia reszty octanowej
i N-terminalnej reszty lizynowej. W odniesieniu do wspomnianej wcze$niej niskiej zdolnosci
enzyméw klasy lla do deacetylowania, warto zauwazyé, ze w tej grupie metaloenzymow reszta
tyrozynowa zostata zastgpiona resztg histydynowa, co wyraznie wpltywa na ich aktywnosé
enzymatyczng [163, 164]. Mechanizm tej przemiany zostat przedstawiony powyzej na

Schemacie 54.
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Schemat 55. Prawdopodobny mechanizm deacetylowania z wykorzystaniem HDAC klasy Il (sirtuiny)

W ramach katalizy enzymami z grupy sirtuin (HDACs klasy lll), obserwuje sie
wystepowanie szczeliny katalitycznej zlokalizowanej pomiedzy domeng wigzgcg jon cynku
a domeng Rossmanna (motyw strukturalny biatek, ktéry stuzy do wigzania nukleotyddéw). W tej
rodzinie enzymow, otoczenie aminokwasowe wyScietajace szczeling katalityczng jest
zakonserwowane, pozwalajgc na dogodne oddziatywanie z NAD* oraz szerokiej gamy
substratami (np. acetylowane, bgdz malonylowane lizyny). Sugeruje sie, iz mechanizm tej reakg;ji
rozpoczyna sie od ataku nukleofilowego atomu tlenu w grupie acetylowej substratu na atom wegla
C1" NAD*, z jednoczesng eliminacjg nikotynamidu. Powstaty iminoester, o charakterze
kationowym, ulega nastepnie atakowi nukleofilowemu grupy hydroksylowej znajdujgcej sie przy
atomie wegla C2'. Przemiane te katalizuje reszta histydynowa obecna w miejscu aktywnym.
1’,2’-Cykliczny intermediat podatny jest na katalizowang resztg histydynowg hydrolize,
z wydzieleniem deacetylowanego substratu i 2’-O-acetylowanej pochodnej rybozy [163, 164].

Mechanizm tej przemiany pokazany jest na Schemacie 55.
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5.4. Zestawienie informacji o HDACs

Tabela 1. Zbior podstawowych informacji na temat HDACs [165]

Klasa | Klasa lla Klasa llb Klasa Ill Klasa IV
HDAC1, HDAC4,
HDAC2, HDACS, HDACS,
Elementy grupy HDAC3, HDAC7, HDAC10 SIRT1-SIRT7 HDAC11
HDACS8 HDAC9
Umiejscowienie jadro je}dro "‘?d“’ Jadro komorkowe, jgdro
. 1 komorkowe, komorkowe, cytoplazma, 3
w ustroju komorkowe . . komorkowe
cytoplazma cytoplazma mitochondrium
. . histony, a- czynniki
histony, histony, HP- ; )
Substraty  Stat3, Bcl-6, 1, GATA-L, tbulina, — pS3, NF-kB, POLB, - powiazane z
53 E2F-1 Smad7 Hsp90, Pol I, TAF, tubulina biatkiem
pos, Smad7 Rpd3
abeksinostat,
belinostat,
entinostat, abeksinostat,
mocetinostat, belinostat, abeksinostat, .
. . . abeksinostat.
panobinostat, panobinostat, belinostat, .

Znane X X . . . belinostat,
I fenylomaslan fenylomaslan panobinostat, nikotynamidy .
inhibitory . panobinostat,

sodu, sodu, kwas ricolinostat,
. . worynostat
romidepsyna, walproinowy, worynostat
kwas worynostat
walproinowy,
worynostat

5.5. Dualna inhibicja HDAC6-Hsp90

HDACS6, znany rowniez jako deacetylaza histonowa typu 6, jest gldbwnym czynnikiem
regulujgcym procesy acetylowania mikrotubul. Odpowiada nie tylko za proces deacetylacji
histondéw, ale takze biatek nie-histonowych, czym rézni sie od innych HDACs. Odgrywa znaczacg
role w regulacji transkrypcji i progresji cyklu komérkowego. Jego nadekspresja i przerwana
integralnosc¢ funkcjonalna mogg prowadzi¢ do rozwoju niektérych typéw nowotworow. Aktywnosé
HDAC6 moze mie¢ wptyw na ekspresje gendéw niektérych istotnych czynnikéw ukfadu
odpornosciowego i tych zwigzanych z apoptoza, czynigc go tym samym interesujgcym celem
w immunoterapii nowotworéw [166].

Hsp90 (ang. heat shock protein 90) to biatko szoku cieplnego, przynalezgce do klasy
biatek chaperonowych (opiekunczych). Odpowiedzialne jest za: prawidiowe fatdowanie,
stabilizacje po szoku cieplnym i wspomaganie degradac;ji biatek obecnych w komérkach, gdzie
wszystkie te procesy sg zwigzane z zywotnoscig komodrek. Hsp90 odgrywa wazng role
w przezyciu i wzroscie chorych komoérek, zarébwno w warunkach normalnych, jak i stresowych.
Stres Srodowiskowy komoérek nowotworowych, taki jak kwasica, niedotlenienie i zubozenie
w skfadniki odzywcze, zwieksza zapotrzebowanie na Hsp90, aby dostosowa¢ komoérke do
niesprzyjajgcych warunkéw. Hsp90 umozliwia zmutowanym biatkom zachowanie lub uzyskanie
nowych funkcji, tym samym zwiekszajgc tolerancje komoérek nowotworowych na warunki
otoczenia i w ten sposdb unikajgc Smierci apoptotycznej. Kompleksy inhibitoréw Hsp90 mogg by¢
selektywnie wchfaniane w komérkach nowotworowych, stuzgc w ten sposéb jako narzedzie do

walki z procesami nowotworzenia [167].
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Aktywnosci HDAC6 i Hsp90 sg Scisle ze sobg powigzane, poniewaz Hsp90 jest
substratem HDACG, obok innych biatek cytozolowych. Pomimo tego, ze gtéwna rola HDAC6
w komaérkach nowotworowych zwigzana jest z przebudowg chromatyny i ekspresjg gendéw, Hsp90
pozostaje jednym z jego celéw molekularnych, mogac by¢ zdeacetylowanym, a tym samym
aktywowany przez ten enzym. Inhibicja HDAC6 prowadzi do wzrostu poziomu acetylowanego
Hsp90, co zahamowuje tworzenie stabilnych komplekséw Hsp90 z innymi biatkami. Aktywnos¢
ta modyfikuje intensywnos¢ nowotworzenia i procesy metastezy, co moze stuzy¢ jako

dostosowana strategia w opracowywaniu lekéw przeciwnowotworowych [168].

5.6. Inhibitory HDACs

Matoczgsteczkowe inhibitory HDACs mozna podzieli¢ na cztery podstawowe kategorie:
kwasy hydroksamowe, krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe, benzamidy oraz peptydy cykliczne.
Najlepiej poznang i przebadang klasg sg pochodne kwasow hydroksamowych. Inhibitory
przynalezgce do tej klasy, w tym trichostatyna A (ang. trichostatin A, TSA) oraz worynostat (ang.
suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA, w centrum aktywnym lokujg swoj dtugi tancuch
alifatyczny w poddomenie zwanej biatkiem podobnym do deacetylaz histonowych (ang. histone
deacetylase-like protein, HDLP), w ksztalcie kieszeni, blokujgc tym samym dostep substratéw.
Grupa hydroksamowa jest zdolna do wigzania jonéw cynku tworzgc bidentne kompleksy
z wykorzystaniem grupy karbonylowej oraz hydroksylowej. Ponadto, ugrupowanie to zdolne jest
do formowania wigzan wodorowych z podjednostkami histydyny i tyrozyny, wypierajgc przez to
wode konstytucyjng w enzymie, w miejscu wystepowania jonu cynku. Uktad aromatyczny w tego
typu inhibitorach styka sie z resztami aminokwasowymi na obrzezu kieszeni, oddziatuje z nimi,
umozliwiajgc tym samym zamkniecie inhibitora wewnatrz niej. Pochodne typu benzamidowego
w podobny sposéb chelatujg jon cynku, tym razem z wykorzystaniem grupy karbonylowej oraz
funkcji aminowej w fancuchu bocznym. Sugeruje sie, iz zwigzki te wykazujg zalezng od czasu
zdolno$¢ do inhibicji HDACs, tworzac niestabilne, upakowane struktury. Ostatnia klasa
inhibitorow — peptydy cykliczne — dziata przewaznie na drodze silnego oddziatywania siarka-
jon cynku, korzystajgc z wolnych, aktywnych grup tiolowych cysteiny, a takze wielu oddziatywanh
stabilizujgcych, wynikajgcych ze struktury aminokwasowej [164]. Ponizej, w formie punktéw
rozdziatu, przedstawiono trzy istotne inhibitory HDACs, o duzym znaczeniu w badaniach

podstawowych, jak i w praktyce kliniczne;.
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5.6.1. Trichostatyna A (TSA)
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Rysunek 31. Wzér strukturalny trichostatyny A (TSA)

Trichostatyna A (Rysunek 31) to zwigzek wykazujgcy wtasciwosci przeciwgrzybowe,
uzyskiwany na drodze fermentacji, izolowany wraz ze swymi kongenerami — trichostatyng B oraz
D-glukopiranozydami — trichostatyng C i D. Jest czynny optycznie, a jego izomer R ((R)-TSA) byt
pierwszym zidentyfikowanym, selektywnym i odwracalnym inhibitorem HDACs. Dzieki zdolnosci
do modyfikowania ekspresji gendéw, moze znalezé zastosowanie w zwalczaniu proceséw
nowotworowych. Inhibicja HDACs powoduje nadmierne zacetylowanie histonéw, co w efekcie
prowadzi do aktywacji genéw regulujgcych zatrzymanie cyklu komérkowego, réznicowanie
i apoptoze w komoérkach nowotworowych. TSA efektywnie hamuje wzrost komoérek
nowotworowych, w stezeniach nanomolowych, nie wplywajgc nadto na zdrowe komorki, przez co
stanowi podstawe pod projektowanie nowych lekéw przeciwnowotworowych, o mozliwie
mniejszej liczbie skutkdw ubocznych w poréwnaniu ze swoimi silniej cytotoksycznymi
odpowiednikami.

Aktywnosc¢ przeciwnowotworowa TSA mozliwa jest poprzez kilka r6znych mechanizméw.
Jednym z nich jest zdolno$¢ do zwigkszania poziomu biatek takich jak p21WAF1/Cip1 (ang.
cyclin-dependent kinase inhibitor 1; biatko hamujgce cykl komérkowy, regulujgce podziat komérek
i dziatajgce jako mechanizm ochronny umozliwiajgcy naprawe DNA przed jego replikacjg lub
inicjujgce proces apoptozy w przypadku nieodwracalnych uszkodzen), ktére zatrzymujg wzrost
komodrek w pewnym stadium rozwoju (faza G1 i G2 cyklu zycia komdrkowego), powodujgc ich
Smier¢ na drodze podniesienia poziomu gendw proapoptotycznych, takich jak Bax (ang. Bcl-2-
associated X protein; biatko proapoptotyczne promujgce obumieranie komorek poprzez tworzenie
porow w zewnetrznej btonie mitochondrialnej, prowadzac do aktywacji kaskady enzymoéw
zwanych kaspazami), przy jednoczesnym obnizeniu poziomu biatek antyapoptotycznych, takich
jak Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2; biatko antyapoptotyczne hamujgce aktywacje kaskady
kaspaz). TSA zdolna jest do modyfikowania struktury chromatyny, co w efekcie prowadzi do
blokowania wzrostu komorek, dzieki czemu moze okazaé¢ sie skuteczny w leczeniu nowotworow,
takich jak rak watroby, okreznicy i zotgdka.

Pomimo wielu przestanek literaturowych oraz dobrych wynikow osigganych w testach in
vitro, TSA obarczona jest pewng pulg ograniczen natury metabolicznej oraz fizykochemiczne;.
Zwigzek ten ulega szybkiemu metabolizmowi w nerkach i watrobie, w modelu zwierzecym, co
istotnie ogranicza jego biodostepnos¢. Dodatkowo, obserwuje sie jego niskg rozpuszczalnosé
w wodzie. Niemniej jednak, czgsteczka ta ma wysoki potencjat aplikacyjny, a zakres jego

zastosowan nie ogranicza sie jedynie do choréb nowotworowych [169].
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5.6.2. Worynostat (SAHA)
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Rysunek 32. Wz6r strukturalny worynostatu (SAHA)

Worynostat (Rysunek 32), znany réwniez jako SAHA (ang. suberoylanilide hydroxamic
acid, kwas suberanilohydroksamowy), to inhibitor HDACs, ktéry odgrywa kluczowa role w terapii
nowotworéw, zwlaszcza w leczeniu chitoniaka skoéry T-komérkowego (ang. cutaneous T-cell
lymphoma, CTCL). Jest lekiem zatwierdzonym przez FDA. SAHA stosuje sie, gdy CTCL
utrzymuije sie lub nawraca po innych terapiach. Jego mechanizm dziatania polega na hamowaniu
enzyméw HDAC klasy | i ll, co prowadzi do akumulacji acetylowanych biatek, w tym histonow,
powodujgc rézne efekty transkrypcyjne i nietranskrypcyjne. Wsréd tych efektéw wymienia sie:
regulacje zatrzymania cyklu komérkowego, apoptoze i hamowanie angiogenezy, co czyni SAHA
silnym $rodkiem cytostatycznym.

SAHA podaje si¢ w dawce dobowej do 400 mg, w formie doustnej. W odniesieniu do
farmakokinetyki, jego stezenie osiggane w osoczu jest wprost proporcjonalne do przyjetej dawki,
a czas pottrwania w ustroju miesci si¢ w granicach 60 a 100 min. Nie wykazuje istotnych interakciji
z innymi lekami, poza warfaryng i walproinianem sodu. Jego podstawowym metabolitem jest
O-glukuronid SAHA, ktéry ulega wydaleniu wraz z moczem. Przyjecie SAHA wraz z pozywieniem
zmniejsza negatywne efekty ze strony uktadu pokarmowego. Najczestszymi skutkami ubocznymi
po zazyciu sg: zmeczenie, biegunka i nudnosci, a rzadziej — matoptytkowo$¢ i zatorowosé
ptucna, choc¢ raczej przy wiekszej ilosci.

Wykorzystanie SAHA wykracza poza zastosowanie kliniczne w CTCL jako, ze jest
badany pod katem skutecznosci w leczeniu innych nowotworéw, takich jak rak prostaty,
biataczka, rak piersi, czy glejak. Jego mechanizm dziatania moze by¢ réwniez zwigzany
z wptywem na szlaki biochemiczne prowadzgce do: zahamowania proceséw powstawania
nowotworu, apoptozy i wstrzymywania progresji (w tym metastazy). Wykorzystanie SAHA moze
by¢ obiecujgce w szerszych zastosowaniach onkologicznych, zaréwno w terapiach

jednoskfadnikowych, jak i w farmakoterapii wielolekowej [170].
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5.6.3. Panobinostat
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Rysunek 33. Wz6r strukturalny panobinostatu

Panobinostat (nazwa handlowa: Farydak) to kolejna pochodna zawierajgca ugrupowanie
kwasu hydroksamowego, bedgca inhibitorem HDACSs, stosowana gtéwnie w terapii nowotworéw
(Rysunek 33). Dziata poprzez modyfikowanie kilku mechanizméw komérkowych, w tym
angiogenezy i odpowiedzi immunologicznych, tak kluczowych dla przezycia komoérek
nowotworowych. W badaniach klinicznych panobinostat wykazat znaczng skutecznosé
w leczeniu nowotwordow hematologicznych, takich jak CTCL i szpiczak mnogi (ang. multiple
myeloma, MM). Stosowany w terapii wielolekowej wraz z bortezomibem i deksametazonem
wykazat znaczng poprawe przezycia wolnego od progresji (ang. progression-free survival, PFS)
u pacjentéw z nawrotowym lub opornym na leczenie MM, zwtaszcza tych, wczes$niej leczonych
samym bortezomibem. Jego stosowanie obcigzone jest szeregiem skutkédw ubocznych, takich
jak: trombocytopenia i kardiotoksycznos¢. W praktyce klinicznej, panobinostat stosuje sie gtéwnie
u pacjentéw, u ktérych wystgpit nawrét choroby lub ktdrzy sg oporni na wielokrotnie podjete,
standardowe leczenie.

Mechanizm dziatania panobinostatu zwigzany jest z hamowaniem HDACSs, co wtérnie
prowadzi do akumulacji acetylowanych histonéw i biatek niehistonowych, ostatecznie wptywajac
na ekspresje gendéw. Inhibicja ta moze skutkowac zatrzymaniem cyklu komaérkowego, apoptozg
i zmniejszong proliferacjg nowotworu. Badania przedkliniczne wykazaty réwniez, ze panobinostat
moze hamowac szlaki onkogenne i zwiekszaé wrazliwos¢ komorek nowotworowych na
chemioterapie. Ze wzgledu na nieselektywnos$¢ wigzania z HDACs (przez co jest znany jako pan-
HDAC inhibitor) jest on ogdlnie uznawany za silny inhibitor HDACs, cho¢ o sporej toksycznosci.

Pomimo sukcesu w leczeniu nowotworéw hematologicznych, skutecznosé panobinostatu
w leczeniu guzow litych jest mniej zachecajgca. W badaniach | fazy z udziatem pacjentow
z rakiem piersi i glejakiem, lek ten byt skuteczny przede wszystkim w terapii skojarzonej. Cho¢
w niektorych przypadkach przyczynito sie to do zmniejszenia guza i stabilizacji choroby, catkowite
wyleczenie wystepowato rzadko. Wyniki te wskazujg na potencjat panobinostatu w terapiach
skojarzonych guzéw litych, ale takze podkreslajg wyzwania spotykane w terapiach

monolekowych [165].
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6. Dyskusja wynikow
6.1. Uzasadnienie podjecia tematu

Dotychczasowe badania prowadzone w zespole dr. hab. inz. Grzegorza Cholewinskiego,
w Katedrze Chemii Organicznej, opierajg sie na syntezie i okreslaniu wtasciwosci biologicznych
nowych pochodnych kwasu mykofenolowego (MPA). W swym sensie, zbiezne sg
z poszukiwaniem nowych prolekow MPA, o zredukowanej cytotoksycznosci, i ewentualnych,
nowych bioaktywnosciach. Redukcja ta miata by¢ osiggana dzieki zmienionej farmakokinetyce
projektowanych czgsteczek, z poszanowaniem zalezno$ci struktura-aktywnos¢, niepozwalajgcej
na znaczne modyfikacje strukturalne, jednak wprowadzajgcej pewng nowos$¢ do struktury
zwigzku. W praktyce, ograniczajg sie one do grupy estrow i amidéw MPA, z dobudowanymi
motywami strukturalnymi o samodzielnie potwierdzonych warto$ciach dodanych, bazujgc na
zrodtach literaturowych, lub o istotnym powinowactwie tych czgsteczek do struktury enzymu,
w jego centrum aktywnym, opierajgc sie na badaniach komputerowych.

Na podstawie postawionych celéw badawczych, podjgtem prace nad syntezg nowych
pochodnych MPA, starajgc sie otrzymac jak najwiekszg pule zwigzkdéw, by posrdd nich wytonié
czgsteczke-kandydata, mogacg konkurowaé w aktywnosci immunosupresyjnej z MPA, a takze
wykazywaé¢ dodatkowg bioaktywnosé, o potencjalnie korzystnym efekcie. Na podstawie
wczesniej przedstawionego wstepu teoretycznego, podjatem sie znalezienia zwigzkéw
o0 mozliwym charakterze immunosupresyjnym i przeciwnowotworowym. W toku prac, wytonitem
trzy podstawowe grupy pochodnych: amidowe, estrowe oraz bioizosteryczne, a dyskusja nad ich
syntezg, wlasciwosciami biologicznymi i wynikami badan obliczeniowych, bedzie prowadzona

wedtug tego porzgdku (Schemat 56).
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Schemat 56. Zestawienie pochodnych MPA omawianych w tej pracy doktorskiej

Zwigzki heterocykliczne dzieki swym unikalnym wiasciwosciom fizykochemicznym,
a takze wystepowaniu w zjawisku podstawienia bioizosterycznego, stanowig baze pod nowe,
amidowe pochodne MPA. Jak udowodniono na przyktadzie koniugatu MPA-kwas chinowy, gdzie
role tacznika petnit mostek etylenodiaminowy, dobudowanie czgsteczki samodzielnie
wykazujgcej korzystne witasciwosci biologiczne moze spowodowaé obnizenie efektow
toksycznych tej pierwszej, funkcjonalizowanej, lub nawet dostarczy¢ innych, korzystnych
bioaktywnosci. Z racji, ze wczesniej wymieniony koniugat posiada grupe amidowg ze strony
zarébwno MPA, jak i kwasu chinowego, stanowi to pewng przestanke literaturowg na temat

uzytecznosci tej klasy zwigzkow w nowych pochodnych MPA. Zgodnie z tym zatozeniem,
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dobudowanie fragmentu heterocyklicznego do rdzenia MPA moze wprowadzi¢ do amidu efekty
zaréwno pochodzgce od MPA, jak i od heterocykla. Motyw benzo[d]tiazolu, cho¢ nie jest wigzany
typowo z aktywnoscig immunosupresyjna, jest fatwo dostepny komercyjnie, mozliwa jest jego
prosta funkcjonalizacja, a takze zmienia on drastycznie profil farmakokinetyczny czgsteczki.
Benzo[d]oksazol, benz[d]-1H-imidazol, a takze 1,3-diazyna to uktady uzupetniajgce, ktére
spetniajg podobne zatozenia. W efekcie, mozliwe jest okreslenie zaleznosci struktura-aktywnosé
dla tej grupy amidow MPA, ktdra jest niezwykle istotna w procesie projektowania nowych lekow.

Pewnym uzupetnieniem rozwazan opartych o przeglad literatury jest dokowanie
molekularne, ktére dzieki badaniu sity wigzania nowych ligandéw z centrum aktywnym enzymu
IMPDH 1, odpowiedzialnego za immunosupresyjng aktywnos¢ MPA, moze wskazywaé na
pewien potencjal immunosupresyjny projektowanych amidéw MPA. W tym przypadku, sita
wigzania miescita sie w granicach -9.5 a -8.7 kcal'mol, gdzie dla wzorcowego MPA wynosita
ona -7.8 kcal'moll. Ta przewaga, cho¢ niewielka, rowniez stanowi pewne potwierdzenie
poczynionego zatozenia. Badanie to nalezy traktowac z pewnym dystansem, gdyz oddziatywanie
biatko-ligand nigdy nie przedstawi petnego obrazu interakcji miedzy- i wewnatrzczgsteczkowych,
ktdre obecne sg w uktadach rzeczywistych.

Zwigzki fenolowe to istotna klasa czgsteczek spotykanych w naturze. Ich znaczenie
rosnie wraz z rozwojem przemystu kosmetycznego i farmaceutycznego, gdyz coraz bardziej
dostrzegane sg ich wtasciwosci nutraceutyczne i adaptogenne. Warto zwrdci¢ uwage, iz czesto
okazujg sie one by¢ sktadnikami aktywnymi mieszanek zidt, ktére przez wieki byty stosowane w
medycynie ludowej, czy w Tradycyjnej Medycynie ChifAskiej, co podkresla naturalng,
prozdrowotng konsekwencje ich stosowania przez ludzi i zwierzeta. Zwigzki takie jak kurkumina,
apigenina, czy resweratrol sg w ostatnich latach intensywnie badane pod katem wiasciwosci
przeciwzapalnych, przeciwutleniajgcych, czy antybiotycznych. Rozdziat poswiecony tego typu
zwigzkom stanowi przeglad literatury majacy za zadanie zaznaczy¢ ich istotng bioaktywnos¢
i tym samym podkresli¢ potencjat wynikajgcy z dobudowania ich do struktury MPA. Cho¢ MPA
nie ma jednoznacznie potwierdzonych wiasciwosci przeciwutleniajgcych, pomimo obecno$ci
wolnej grupy fenolowej w ramach jego struktury, to skoligowanie go z czgsteczkami wyraznie
wykazujgcymi ten charakter, moze mie¢ korzystny wptyw na wypadkowg aktywnos$¢ biologiczng.
Zwigzki te sg na ogot dobrze tolerowane przez organizm, dlatego zatozytem, ze nie powinny one
wptywaé negatywnie na jego dobrostan, przy jednoznacznie zmienionej farmakokinetyce
projektowanych estréw MPA.

Ze wzgledu na trudno$¢ w wyrdznieniu jednego celu molekularnego zwigzanego
z wiasciwosciami przeciwutleniajgcymi, niemozliwe byto przeprowadzenie badan komputerowych
mogacych poprzec te zatozenia teoretyczne. Jest to spdjne z obserwowanymi w literaturze
trendami, ktére wskazujg na testowanie projektowanych przeciwutleniaczy w warunkach
rzeczywistych. Ten motyw badan biologicznych stanowi poszerzenie podstawowych wtasciwosci
immunosupresyjnych MPA, a by¢ moze réwniez je ttumaczy, positkujgc sie procesami redoks

zachodzacymi w ustroju.
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Podstawienie bioizosteryczne to termin niezwykle istotny dla nowoczesnej chemii
medycznej. Jest to metoda pozwalajgca na transformowanie pewnych grup funkcyjnych w inne,
o podobnej charakterystyce fizykochemicznej i wypadkowej aktywnosci biologicznej. Przykladem
takiej zamiany jest konwersja grupy amidowej w pochodng kwasu hydroksamowego, bgdz uktad
1,3,4-oksadiazolowy. Pod dyskusje mozna poddac jednoktadnos¢ takiego przetozenia, jednak
liczba sfunkcjonalizowanych czgsteczek i ich odpowiednio zachowana, lub zmieniona,
bioaktywnosé, w sposéb wystarczajgcy przemawiajg za stosowaniem takiej strategii.
Transformowanie MPA w jego odpowiednik bioizosteryczny, z podigczonym uktadem
1,3,4-oksadiazolowym, badz 1,2,4-oksadiazolowym, idealnie wpisuje sie w te koncepcje. Choé
istnieje znaczne ryzyko utraty podstawowych wtasciwosci MPA, ze wzgledu na nieprostg droge
odzysku tej substancji w ustroju, w oparciu 0 metabolizm bioizosteru, mozliwe jest zbadanie takiej
klasy pochodnych pod katem aktywnosci wobec deacetylaz histonowych (HDACs). Istotna
zbieznos$¢ strukturalna takich bioizosterow z typowymi inhibitorami HDACs, dodatkowo
racjonalizuje rozwdj tematyki w tym kierunku. Ponadto, w literaturze odnotowano przypadek
metabolizmu 1,3,4-oksadiazolu, ktérego skutkiem jest odtworzenie dwéch kwaséw
karboksylowych sktadajacych sie na ten rdzen strukturalny [18], co nie przekresla catkowicie
wystepowania podstawowych wiasciwosci immunosupresyjnych w tych pochodnych MPA.

Poza przestankami literaturowymi, na hamowanie HDACs przez te nowg klase
pochodnych, wskazujg rowniez badania odwrotnego dokowania. Podkreslajg one istotne
dopasowanie ligandéw do enzymu takiego jak HDACG6 oraz jego substratu — biatka Hsp90.
Eksperymenty te pokazujg réwniez, ze niektore bioizostery nadal dobrze dopasowujg sie do
enzymu IMPDH. Na podstawie tych doniesien, wykonane zostaly réwniez testy dokowania
molekularnego do wskazanych wczesniej biatek. W przypadku HDACG sita wigzania ligand-biatko
mieszczg sie pomiedzy -87.84 a -76.50 kdJ-mol?, za$ dla IMPDH Il — w przedziale od -37.24 do
-30.12 kJ-moll. Wartosci referencyjne wynoszg odpowiednio: -88.83 kJ-mol? dla MPA, -81.67
kJ-mol* dla MMF oraz -95.08 kJ-mol-ldla panobinostatu, w odniesieniu do HDACG6. Dla IMPDH I
prezentujg sie one nastepujgco: -31.80, -32.64 i -33.05 kd-molt. Cho¢ dla kilku ligandéw sita
wigzania nie przewyzsza tej uzyskanej dla MPA, MMF, czy panobinostatu, sg to wartosci
zblizone, o tym samym rzedzie wielkosci. Wyniki te stanowig przestanke uzupetniajgca,
skfaniajgcg nasz zespét do dalszego rozwoju tematyki bioizosteréw MPA.

Podsumowujac, gtéwnym uzasadnieniem pracy nad nowymi pochodnymi MPA jest préba
zmodyfikowania jego efektdw cytotoksycznych w ustroju poprzez zakfadane modyfikacje
strukturalne, ktére mogg posrednio Ilub bezposrednio wptywaé na farmakokinetyke
i farmakodynamike. Poza przestankami literaturowymi podkreslajgcymi unikatowe wiasciwosci
biologiczne zwigzkéw heterocyklicznych, a takze fenoli spotykanych w naturze,
przeprowadziliSmy réwniez badania obliczeniowe, ktére dowiodty, ze ligandy wigzgc sie
w podobnym rzedzie wielkosci wartosci energii wigzania co znane inhibitory IMPDH I, czy
HDACG, moga w istotny sposéb hamowac¢ aktywnos¢ tych enzymow. Pomimo znacznej ingerencji

w strukture MPA, zwigzki bioizosteryczne, pochodne 1,3,4-oksadiazolu, mogg zachowaé swojg
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pierwotng funkcje immunosupresyjng, gdyz metabolizm tego typu heterocykli potencjalnie

prowadzi do odtworzenia struktury MPA.

6.2. Amidowe pochodne MPA
6.2.1. Dokowanie molekularne

Dokowanie molekularne to metoda obliczeniowa pozwalajgca na wstepng weryfikacje
zwigzkow pod katem ich sity wigzania z biatkiem, ktére stanowi zaktadany cel molekularny.
Czgsteczka wigzac sie silniej w centrum aktywnym enzymu niz jego znany inhibitor, ujawnia
pewien potencjat inhibicyjny wobec tej biomolekuty. Poza okresleniem sity wigzania ligand-biatko,
mozliwe jest takze ustalenie sposobu wigzania w centrum aktywnym, to jest — wskazanie sity,
rodzajow i liczby okreslonych, niekowalencyjnych oddziatywan miedzy-
i wewnatrzczasteczkowych. Na podstawie tych danych mozliwa jest tez wstepna ocena rodzaju
inhibicji (odwracalna, czy nieodwracalna). Jest to metoda symulacyjna, oparta o pewien model
oddziatywan (biatko-biatko, biatko-woda, woda-woda, biatko-ligand, biatko-woda, itd.), dlatego jej
odbidr powinien by¢é dokonywany z pewng rezerwa. Nie odda ona nigdy rzeczywistego obrazu
oddziatywan wystepujgcych w komorce, jednak obecnie stanowi jedno z bardziej istotnych
narzedzi wstepnej weryfikacji zatozen wynikajgcych z analizy literatury tematu.

Ponizej przedstawiona zostata analiza oddziatywania pewnej puli amidowych
pochodnych MPA z enzymem IMPDH2, w jego centrum aktywnym. Analiza ta byta poczgtkowo
szersza, uwzgledniata wiekszg liczbe uktadéw heterocyklicznych, jednak zaprezentowane
ponizej wyniki odnoszg sie do czgsteczek otrzymanych i scharakteryzowanych. Pewne wzmianki
o innych pochodnych amidowych MPA zostang przytoczone w ramach analizy uzyskanych
wynikow. Badanie te wykonat dr inz. Mateusz Dasko z Katedry Chemii Nieorganicznej Politechniki

Gdanskie;.

Tabela 2. Energia swobodna wigzania ligand-enzym obliczona dla zwigzkéw A1-A18 oraz MPA

L.p. Typ dobudowanej aminy fx?;:& E [Ik,\:l:ZI[-):il'l]
1 Al -9,3
2 Heteroaromatyczny A2 -9,1
3 A3 -9,4
4 A4 -9,5
5 Aromatyczny A5 -8,9
6 A6 -9,5
7 Alifatyczny A7 -8,7
8 A8 -8,8
9 A9 -9,2
10 Al10 -9,4
11 All -9,1
12 Al2 -9,1
13 Heteroaromatyczny A13 -9,0
14 Al4 -9,1
15 Al5 -9,2
16 Al6 -9,0
17 Al7 -9,2
18 A18 -9,1
19 — MPA -7,8
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W celu sprawdzenia, czy zwigzki A1-A18 sg w stanie skutecznie wigzac sie z miejscem
aktywnym enzymu IMPDH2, przeprowadzono badania dokowania molekularnego. Strukture
rentgenowskg enzymu IMPDH2 pobrano z Protein Data Bank (kod PDB: 1JR1) i odpowiednio
przygotowano do dokowania. Procedure dokowania zoptymalizowanych ligandow
przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania AutoDock Vina 1.1.2. Uzyskane wyniki dla
zwigzkéw A1-A18 wykazaly, ze mogg one, przynajmniej teoretycznie, wigzac¢ sie z miejscem
aktywnym biatka IMPDH2. Swobodne energie wigzania badanych zwigzkéw ksztattowaty sie na
zadowalajgcym poziomie, w waskim przedziale od -8,7 do -9,5 kcal-mol! (Tabela 2), i byty nizsze
od swobodnej energii wigzania biatka z MPA (-7,8 kcal-mol?), uzywanego jako odniesienia.
Najnizsze wartosci swobodnej energie wigzania wyznaczono dla zwigzkéw A4 i A6 (w obu
przypadkach -9,5 kcal'-mol?l). Pochodne amidowe zawierajagce motyw: tiazolu, oksazolu,
imidazolu, metylooksolanu, metylochinoliny, prezentowaty warto$ci sity wigzania na
nastepujgcych poziomach: -8,5; -8,6; -8,7; -8,3/-8,5 (izomery R-/S-); -9,1 kcal-mol-1. Dodatkowo,
dla podstawionych benzo[d]tiazoli, A8-A18, wyniki miescity sie w przedziale od -8,8 do -9,4
kcal-mol-L.

Wyniki tych badan obliczeniowych pozwalajg na zgrubne okreslenie zaleznosci struktura-
aktywnos¢ dla sity oddziatywania ligand-biatko, w oparciu o rdzen heteroatomatyczny, a takze
potozenie grupy aminowej, czy innych grup funkcyjnych.

Posrod podstawowych klas zwigzkéw heterocyklicznych, najwieksze powinowactwo do enzymu
ma pochodna benzimidazolowa (A3), nastepnie, benzotiazolowa (A1) i benzoksazolowa (A2).
Najwyzsza, co do wartos$ci, sita wigzania wystepuje dla odpowiednika pirymidynowego (A7).

W odniesieniu do wariacji na temat miejsca podstawienia grupy aminowej, mozna zauwazy¢
najsilniejsze powinowactwo do centrum aktywnego enzymu dla 6-aminobenzo[d]tiazolu (A4),
i nastepnie, kolejno, 2- i 5-aminowanych wariantéw (Al i A5). W przypadku uktadu
benzoksazolowego, motyw 5-aminowawany (A6) okazat sie wigza¢ silniej z IMPDH2 niz analog
2-aminowany (A2).

Nalezy zauwazy¢, ze trudno jest zaobserwowal wyrazne réznice pomiedzy klasg
pochodnych benzo[d]tiazolowych, zawierajacych rézne grupy funkcyjne (A8-A18), jednakze
pewien trend mozliwy jest do okreslenia. Najlepsze powinowactwo, co do wartosci, wobec
enzymu IMPDH, majg pochodne z dwoma podstawnikami metylowymi (A10) i nitrowym (A15).
Pochodne halogenowane, A11-A13 i A18, nie rdznig sie znaczaco od siebie, nawet, gdy
wigczony w ten zakres jest podstawnik trifluorometylowy w A14. Co do energii wigzania, nie wida¢

jednoznacznej réznicy pomiedzy wariantami 4- i 6-podstawionymi.
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Rysunek 34. Sposéb utozenia oraz oddziatywania miedzyczasteczkowe w kompleksie A2-IMPDH2 w
miejscu aktywnym enzymu

Na Rysunku 34 pokazano wizualizacje przypuszczalnego sposobu wigzania zwigzku
reprezentatywnego— A2 (-9,1 kcal-molt), w miejscu aktywnym enzymu, ktéry wykazat najbardziej
obiecujgcg aktywnos¢ w badaniach biologicznych. Mozna zauwazy¢, ze zwigzek ten jest bardzo
dobrze dopasowany w miejscu aktywnym IMPDH, bedgc otoczonym kilkoma istotnymi resztami
aminokwasowymi. Analizujgc oddziatywania z podjednostkami aminokwasowymi w otoczeniu,
mozna zauwazyc, iz fragment pochodzgcy od rdzenia MPA znajduje sie w bliskiej odlegtosci od
reszt aminokwasowych Gly326 (3,42 i 3,54 A), Thr333 (2,70 A) i GIn441 (3,22 A), co sugeruje
obecnosé oddziatywan elektrostatycznych. Ponadto, oddziatywania -1 (3,66 A), z czgsteczkami
IMP, takze sg obecne. Reszta benzoksazolowa w zwigzku A2 moze réwniez oddziatywaé
elektrostatycznie z kilkoma resztami aminokwasowymi, np. Ser276 (2,71, 2,93 i 3,27 A) i GIn441
(2,99 i 3,62 A). Wszystkie te prawdopodobne interakcje mogg stabilizowa¢ kompleks enzym-
ligand, zapewniajgc odpowiednie dopasowanie A2 i, w rezultacie, wyzszg aktywno$¢ hamujgcg
wobec docelowego biatka.

Kazdorazowo przy wykonywaniu badan dokowania molekularnego, powinna byé
wykonywana weryfikacja tego typu rozwazah struktura-aktywnos¢, na drodze badanh
biologicznych. Sprawdzi to wéwczas wartosciowos¢ opracowanego modelu. Cho¢ przetozenie
badah obliczeniowych na badania biologiczne nie powinno by¢ dokonywane w sposdob
jednoktadny, stanowi istotne narzedzie prognostyczne w sposobie i sile oddziatywan ligand-
biatko, a tym samym o zdolnosci do inhibicji okreslonego enzymu. Pomimo tego, ze zawarte
ponizej opracowanie biologiczne nie pokrywa testu enzymatycznego IMPDH2, ktory bytby
odpowiedzig na wykonane badania dokowania molekularnego, pewng odpowiedz na uzyskane

tu wyniki przyniesie test GMP.
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6.2.2. Synteza

W niniejszym punkcie rozdziatu znajduje sie opracowanie odnoszgce sie do syntezy
nowych, amidowych pochodnych MPA, substratéw koniecznych do ich otrzymania, a takze
przeprowadzonej optymalizacji procesu syntezy zwigzku Al. Badania te zostaty wykonane
w oparciu o sprzet i zasoby Katedry Chemii Organicznej Politechniki Gdanskiej, a takze

o materiaty zakupione z wewnetrznego dofinansowania (Minigrant; nr zadania: DS035136).

6.2.2.1. Amidy zbudowane z rdzenia MPA i amin heteroaromatycznych

POCHODNE AMIDOWE MPA
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M
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Schemat 57. Metoda syntezy amidow MPA (A1-A3, A8-A18) pochodzgcych od amin
heteroaromatycznych

Na Schemacie 57 zestawiono wyniki syntezy pochodnych amidowych (A1-A3, A8-A18),
w ktérych dobudowywany fragment aminowy jest pochodng ukfadu heterocyklicznego, gdzie
grupa aminowa podtgczona jest bezposrednio do fragmentu heteroaromatycznego. Podklasa ta
zostata wyrézniona sposrod wszystkich amidéw z tego wzgledu, Zze te pochodne
charakteryzowata niska rozpuszczalno$¢ w klasycznych rozpuszczalnikach organicznych, w tym:
acetonitrylu, metanolu, czy chlorku metylenu. W konsekwenciji, ich metoda syntezy byta niezwykle
prosta, odtwarzalna, a produkt wymagat jedynie odmycia schiodzonymi rozpuszczalnikami.
Struktura i czystos¢ otrzymywanych amidoéw byty okreslone przy uzyciu technik NMR, MS oraz
HPLC.
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W celu oméwienia podstawowej zaleznosci struktury od wydajnosci, nalezy rozpoczg¢
rozwazania od 2-aminobenzo-1,3-azoli pod katem heteroatoméw. Najwyzsza wydajnosé
obserwowana jest w przypadku zastosowania 2-aminobenzo[d]tiazolu, za$ najnizsza —
2-aminobenzo[d]-1H-imidazolu. Pomiedzy nimi ulokowat sie efekt reakgciji
z 2-aminobenzo[d]oksazolem. Najpewniej, taki rozktad wynikéw wynika bezposrednio
z polarnosci poszczegdlnych amin. Te, zawierajgce atom siarki, jako najmniej polarne,
wytwarzajg najstabsze oddziatywania polarne ze sktadnikami w swoim otoczeniu, dzieki czemu
atak nukleofilowy ich grupy aminowej jest bardziej faworyzowany. W przypadku bardziej
elektroujemnych atoméw azotu oraz tlenu, oddziatywania te sg silniejsze, a zaktadany atak
nukleofila, w konsekwencji, mniej preferowany. Juz na etapie przygotowania reakcji z udziatem
2-aminobenzo[d]-1H-imidazolu, widoczna jest staba rozpuszczalno$¢ tego komponentu
w acetonitrylu. Konieczne jest zastosowanie silniej polarnego rozpuszczalnika — DMF. Dopiero
w takich warunkach, mozliwe jest otrzymanie produktu amidowego. W przypadku
2-aminobenzo[d]oksazolu — substrat ten rozpuszcza sie dobrze w acetonitrylu. Produkt, ktory
daje, jest umiarkowanie rozpuszczalny w tych warunkach, stad prawdopodobny spadek
wydajnosci (w trakcie ptukania) i ulokowanie tego wyniku. Jednoznacznie okreslenie co jest
przyczyng takiego rozktadu wynikéw nie jest proste, gdyz wptywajg na niego rowniez zjawiska
takie jak: tautomeryzacja w ramach heterocykla (np. atom azotu cykliczny-atom azotu
egzocykliczny w ramach 2-aminobenzo[d]-1H-imidazolu), stabilno$¢ tetraedryczego produktu
przejsciowego, tworzonego w reakcji aktywowanego MPA z aming, a takze sita efektéw polarnych
(oddziatywania miedzyczgsteczkowe i wewnatrzczgsteczkowe, interakcje z rozpuszczalnikiem,
z wodg).

Zauwazalna jest korelacja pomiedzy podstawieniem 2-aminobenzo[d]tiazolu,
a wydajnoscig otrzymywania odpowiedniego amidu MPA. Pochodne 6-podstawione dawaty
wyzsze wydajnosci niz warianty 4-podstawione. Z kolei grupy elektronodonorowe prowadzity do
wyzszych wydajnosci niz elektronoakceptorowe, jednak tylko w przypadku klasy 6-podstawionych
2-aminobenzo[d]tiazoli. Jest to szczegdlnie wyrazne dla podstawnika metoksylowego (A8 i A16),
stabiej w przypadku podstawnika metylowego (A9 i Al7), za$ korelacja ta niemal zanika
w przypadku podstawnika chlorowego (A12 i A18). Moze mie¢ to zwigzek z réznymi efektami
donorowo-akceptorowymi, w zaleznosci od miejsca podstawienia. Podstawnik elektronodonowy,
w pozycji 6, zdaje sie miec silny wplyw aktywujgcy na grupe aminowg w pozycji 2, poprzez atom
azotu. W przypadku pozycji 4, grupa elektronodonorowa ma wptyw dezaktywujgcy na grupe
aminowg w pozycji 2, takze poprzez atom azotu. Grupa dezaktywujgca (—Cl) w podobny sposéb
obniza nukleofilowo$é podstawnika aminowego, niezaleznie od miejsca podstawienia. Innym
obserwowanym trendem jest wzrost wydajnosci wraz z obnizeniem elektroujemnosci
podstawnika halogenowego. Wydajnos¢ dla pochodnej fluorowanej (A11) jest najnizsza, zas dla
bromowanej (A13) — najwyzsza. Pokazuje to, Zze poprzez ostabienie ujemnego efektu
indukcyjnego (-l), osiggana jest wyzsza wydajnosé, najpewniej dzieki zwiekszeniu
nukleofilowosci grupy aminowej. W przypadku podstawnikéw silnie dezaktywujgcych, to jest:

grupa trifluorometylowa oraz nitrowa, wydajnos$¢ reakcji jest obnizona wzgledem wzorcowego
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2-aminobenzo[d]tiazolu. W przypadku pochodnej nitrowej, dodatkowym czynnikiem limitujgcym
postep reakcji byta najpewniej niska rozpuszczalnos¢ substratu.

W ogdlnym ujeciu, przemiana ta charakteryzowata sie zakresem od umiarkowanych do
doskonatych wydajnosci otrzymywania produktéw, znacznie uproszczong metodologig, a takze
odtwarzalnoscig. Cho¢ mechanizm reakcji zaklada konieczno$é uzycia zaledwie jednego
ekwiwalentu zasady, optymalizacja tego parametru réwniez polepszyta efektywnosé
transformacji. Niektére aminy heteroaromatyczne (w tym 2-aminobenzo[d]tiazol oraz jego
pochodne podstawione uktadami o niezerowym, ujemnym efekcie indukcyjnym) charakteryzujg
sie zmieniong zasadowoscig grupy aminowej w poréwnaniu do reszty przypadkéw. W efekcie,
zastosowanie nadmiaru aminy trzeciorzedowej (np. DIPEA) zapewnia wytworzenie sie jej soli
z MPA i uzyskanie pH o odpowiedniej wartosci. W konsekwencji wydajnos¢ zostaje podniesiona.
Ponadto interesujgcym zabiegiem wykorzystanym w tej reakcji jest jednoczesne wprowadzenie
dwoéch czynnikdw zawierajgcych 1-hydroksybenzotriazol. Zaréwno TBTU, jak i HOBt
wprowadzajg ten motyw strukturalny do MPA. Aktywacja ta biegnie w pierwszym etapie poprzez
s6l uroniowa, ktéra nastepnie przechodzi w analizowany ester aktywny (1 eq TBTU).
Zastosowanie 1 ekwiwalentu HOBt-H20 wydaje sie w tym przypadku bezcelowe, jednak ttumacze
jego dodatek regutg przekory, ktéra wskazuje, ze podniesienie ilosci substratu przesuwa
réwnowage reakcji ku produktom. Podniesienie liczby ekwiwalentéw HOBt przesuwa réwnowage
reakcji tworzenia estru aktywnego w jego kierunku. Skutkiem takiego dziatania jest mozliwosé
otrzymania pozgdanych amidow MPA z zadowalajgcymi wydajnosciami. Dodatkowo, strategie te
zdaje sie popiera¢ jedno zrodio literaturowe, w ktérym autorzy wskazujg, iz obecnosc
dodatkowego czynnika kondensujgcego HOBt wzmaga reaktywnos¢ i redukuje powstawanie
niereaktywnego produktu posredniego [171].

Warto nadmieni¢, iz MPA jako zwigzek catkowicie podstawiony w swym fragmencie
benzenowym, nie prezentuje zadnych sygnatéw w zakresie charakterystycznym dla protonéw
aromatycznych w badaniach spektroskopii 'H NMR. W konsekwencji analiza widm takich
pochodnych jest niezwykle prosta i diagnostyczna. W przypadku techniki 13C NMR sytuacja jest
podobna, gdyz przypisanie pikéw rozpoczyna sie od wskazania tych przynalezacych do MPA, dla
ktorych wartosci przesuniecia chemicznego réznig sie w niewielkim zakresie posréd catej serii
zwigzkéw. W praktyce analiza ta sprowadza sie do okreslenia poszczegdlnych atomoéow wegla
wprowadzanych wraz z motywem heterocyklicznym. W niektérych przypadkach nie byto to jednak
tak wyrazne i korzystne byloby przeprowadzenie badah uzupetniajgcych w przysziosci
(np. HSQC, HMBS).

Pozostajgc w tematyce spektroskopii NMR warto doda¢, iz w ramach struktur benzo-1,3-
azoli wyréznia sie anizotropowos¢ wptywu pierScienia homoaromatycznego na
heteroaromatyczny, i na odwrét. Przyjmuje sie, ze dla 2,6-dipodstawionych benzo[d]tiazoli
transmisja efektu elektronowego z pozycji 2. na 6. jest o okoto 33% stabsza, niz w kierunku
odwrotnym, to jest: z 6. na 2. Ponadto gdy podstawnik w pozycji 6 ma charakter akceptorowy, np.
grupa nitrowa, sita tej transmisji jest jeszcze wieksza [172]. W praktyce oznacza to, ze wartos¢

przesuniecia chemicznego dla atomu wegla w pozycji 2. 2,6-dipodstawionych benzo[d]tiazoli
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ulega tym silniejszemu odstanianiu w polu magnetycznym, im silniejszy jest charakter
elektronoakceptorowy podstawnika w pozycji 6. Taka zaleznos$¢ obserwowana jest réwniez w tej
klasie pochodnych. Kazda z nich posiada w pozycji drugiej podtgczong acylowang grupe
aminowag, za$ w pozycji széstej — podstawniki o roznym charakterze elektronowym. W szeregu:
MeO-, Me—, H-, F3C—, O2N-, wartosci przesunigcia chemicznego atoméw wegla 2. w heterocyklu
prezentujg sie nastepujgco: 156,28; 157,42; 158,52; 161,47; 163,82 ppm. Jest to zgodne
z trendem przedstawionym w publikacji. Przypisanie wtasciwych przesunie¢ dla atoméw wegla
w pozycji 6. jest niemozliwe na podstawie zgromadzonych danych. W niektorych przypadkach
przeprowadzenie dodatkowych eksperymentéw opartych na korelacji przez wigzania dla jgder

heteroatomow jest konieczne w celu przypisania wlasciwej pozycji atomu wegla/wodoru.

6.2.2.2. Amidy zbudowane z rdzenia MPA i amin aromatycznych lub alifatycznych

POCHODNE AMIDOWE MPA

RNH,
Me 50% T3P w DMF, Me
OMe o Py, AcOEt OMe o
0] 0°C do RT, 2-3 d (o)
X OH > N NHR
—_ o,
o OH Me Y =53-67% 0] OH Me
MPA A4-A7
RNH, aminy aromatyczne i alifatyczne
RSSO NSNS
/ / / |
HoN =
N H,N N H,N N 2 \/LN
A4, 55% AS5, 67% A6, 53% A7,61%

Schemat 58. Metoda syntezy amidéw MPA (A4-A7) pochodzacych od amin aromatycznych i alifatycznych

Na Schemacie 58 przedstawiono wyniki reakcji otrzymywania amidowych pochodnych
MPA zawierajgcych w swej budowie motyw aminy alifatycznej, bgdZz homoaromatycznej. Zwigzki
te charakteryzowaty odmienne parametry fizykochemiczne niz ich odpowiednikow
heteroaromatycznych, ktére w efekcie spowodowaty dobrg rozpuszczalnosé tych czgsteczek
w klasycznych rozpuszczalnikach organicznych, takich jak: acetonitryl, metanol, czy chlorek
metylenu. Konieczne byto przeprowadzenie oczyszczania na kolumnie chromatograficzne;.

Ze wzgledu na to, ze zwigzki te nie daty pozgdanych produktéw z wykorzystaniem uktadu
TBTU/HOBL, siegnieto po typowg technike uzywang w zespole prof. Grzegorza Cholewihskiego,
pozwalajgcg na pozyskanie amidow MPA. Bezwodnik kwasu propanofosfonowego (T3P)
w przeszitosci przystuzyt sie do uzyskania zadowalajgcych wynikow syntezy aminokwasowych
pochodnych MPA [173]. Takze i w tym przypadku, otrzymanie zaktadanych anilidéw oraz
pochodnej 1,3-diazyny bylo mozliwe, z zadowalajgcymi wydajnosciami.

Analizujgc zgrubnie wptyw potozenia grupy aminowej na ogélng efektywnos¢ reakcji
mozna zauwazy¢, ze zdolnosci akceptorowe Ttr-amfoterycznego uktadu 1,3-tiazolowego sg

wyrazniej zaznaczone, gdy mamy do czynienia z wariantem 6-podstawionym, niz
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5-podstawionym. Przeptyw elektrondw poprzez uktad sprzezonych wigzan podwaojnych jest silniej
ukierunkowany, gdy podstawnik aminowy znajduje naprzeciwko atomu azotu (A4 i A5). Zamiana
atomu siarki na atom azotu w A6 poskutkowata ponownie obnizeniem wydajnosci. Ten
heteroatom, dzieki swej wysokiej elektroujemnosci, na drodze efektu indukcyjnego, powoduje
podwyzszenie gestosci elektronowej w ramach pierscienia 1,3-oksazolu, a tym samym obnizenie

nukleofilowosci grupy aminowe;j.

6.2.2.3. Inne syntezy

Inne techniki otrzymywania amidow

Tabela 3. Zestawienie wynikéw reakcji otrzymywania A1 w réznych warunkach syntezy

L. p. Warunki prowadzenia syntezy Wydajnos¢ [%]
1 chloromréwczan i-butylu, EtsN, acetonitryl, -15°C do RT, 96 godzin 17
2 chloromréwczan etylu, EtsN, octan etylu, -15°C do RT, 24 godziny 21
3 TBTU, HOBt-H:0, DIPEA, acetonitryl, 0°C do RT, 20 godzin 64
4 DEPBT, DIPEA, acetonitryl, RT, 72 godziny 38
5 EDCI, HOSu, acetonitryl, RT, 24 godziny 9
6 T3P, pirydyna, acetonitryl, 0°C do RT, 24 godziny 0
7 EEDQ, acetonitryl, RT, 48 godzin 0
8 chlorek oksalilu, DMF (kat.), acetonitryl, 0°C do RT, 72 godziny 0

9 TiCla, pirydyna, -20°C do 85°C, 2 godziny 0

Wykaz skrotow: EtsN — trietyloamina. RT — temperatura pokojowa, TBTU — tetrafluoroboran 2-(1H-
benzotriazol-1-ylo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy, HOBt-H20 — monohydrat 1-hydroksybenzotriazolu, DIPEA
— diizopropyloetyloamina, DEPBT — 3-(dietoksyfosforyloksy)-1,2,3-benzotriazyn-4(3H)-on, EDCI —
chlorowodorek 1-etylo-3-(3-(dimetyloamino)propylo)karbodiimidu, HOSu — N-hydroksysukcynoimid, T3P —
bezwodnik kwasu propanofosfonowego, EEDQ — N-etoksykarbonylo-2-etoksy-1,2-dihydrochinolina, DMF
— N,N-dimetyloformamid.

W Tabeli 3 zaprezentowano zbiér metod, ktére zastosowatem w czasie prob
otrzymywania serii amidowych pochodnych MPA, a dokladnie — pochodnej
2-aminobenzo[d]tiazolu. Cho¢ reakcja otrzymywania amidéw pierwszorzedowych jest przemiang
bezposrednia, jednoetapowg, to nie jest mozliwa do przeprowadzenia we wszystkich znanych
warunkach aktywacji elektrofilowej grupy karboksylowej, co zwigzane jest z charakterem
nukleofilowym stosowanych amin, pH roztworu, rodzajem rozpuszczalnika, czy czasem
prowadzenia reakcji. Obrany powyzej kierunek optymalizacji warunkéw reakcji wynikat wprost
z dostepnosci materiatow.

Ze wskazanych danych mozna wywnioskowaé, ze im wiekszg zawade steryczng posiada
wprowadzany podstawnik w ramach tworzonego mieszanego bezwodnika, badz estru
aktywnego, tym wydajnos¢ otrzymywania amidu jest wieksza. Warto zauwazy¢, ze najwyzsze
wydajnosci uzyskano wtasnie dla estréw aktywnych pochodzacych od 1-hydroksybenzotriazolu
(TBTU/HOBL) i 3-hydroksy-1,2,3-benzotriazyn-4(3H)-onu (DEPBT), za$ nizszg dla pochodnej
N-hydroksysukcynoimidu. Chloromréwczan izobutylu okazat sie by¢ bardziej efektywnym
czynnikiem kondensujgcym w tej reakcji niz jego odpowiednik etylowy. Cho¢ w reakcji z EEDQ

réwniez tworzy sie bezwodnik mieszany, to niebezposrednios¢ jego powstawania, uniemozliwia
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uzyskanie pozgdanego produktu. Te ogdlng prawidtowos¢ mozna wigzac z tatwoscig do eliminac;ji
wysoce zawadzonego podstawnika w wytworzonym intermediacie tetraedrycznym, powstatym po
reakcji formy aktywnej kwasu karboksylowego z odpowiednig aming.

Niepowodzeniem zakonczyly sie réwniez préby przeprowadzenia reakcji aktywowanej
grupy karboksylowej w MPA z aming, przy uzyciu bezwodnika kwasu propanofosfonowego (T3P)
oraz metod opartych o chlorek kwasowy (chlorek oksalilu/DMF i chlorek tytanu(lV)/pirydyna). Ta
ostatnia moze wymagac¢ szczegdlnie diugiego czasu aktywacji funkcji karboksylowej, silnie
sterylnych warunkéw, a takze ochrony grup funkcyjnych z ruchliwym protonem (tu: grupa
fenolowa) [174, 175]. Chlorek tytanu(lV), jako niezwykle reaktywny kwas Lewisa moze wchodzi¢
w interakcje z wigzaniem podwdojnym w MPA, co sugerowato niemal natychmiastowe
wybarwienie mieszaniny reakcyjnej. Dodatkowo, moze on prowadzi¢ do otwarcia pierscienia
laktonowego MPA.

Szczegolnie atypowa efektywnos¢ reakcji obserwowana jest w przypadku aktywaciji T3P.
W literaturze obecny jest przyktad, w ktérym mozliwe jest otrzymanie amidéw MPA bedgcych
pochodnymi aminokwaséw, w srodowisku T3P i trietyloaminy, bez ochrony funkcji fenolowej [173,
176]. Wskazuje to na zgota odmienng nukleofiino$¢ stosowanych amin, inng kinetyke reakdiji,
a takze rozny wptyw efektéw sterycznych i elektronowych w reagentach. W obecnym przyktadzie,
nukleofilowo$¢ aminy heteroaromatycznej moze byé obnizana przez potencjalnie akceptorowy
charakter heterocykla t-amfoterycznego. Poprzez rozbudowany ukfad sprzezonych wigzan
podwdjnych, grupa aminowa staje sie bardziej miekkim nukleofilem w poréwnaniu ze
wspomniang pochodng aminokwasowag, czy tez nawet z aminami aromatycznymi (vide A4-A7).
Niemniej jednak, jednoznaczne okreslenie powodu takiej selektywnosci jest nietatwe, gdyz na
stabilno$¢ produktu przejsciowego wptywa réwniez sam rozpuszczalnik, jak i temperatura
prowadzenia procesu.

Warto dodac, iz najbardziej obiecujgca metoda korzystajgca z uktadu TBTU/HOBt daje
lepsze efekty niz opisana w literaturze procedura oparta o CDI, ktorej wydajnos¢é wynosi 60%
[177]. Stosowana w niniejszej pracy metoda pozwala dodatkowo na przeprowadzenie tej
transformacji w nizszej temperaturze i bez koniecznoéci uzywania DMF, ktéry jest trudny do

usuniecia z mieszaniny poreakcyjnej.
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Otrzymywanie innych pochodnych amidowych

INNE POCHODNE AMIDOWE MPA
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Schemat 59. Wyniki reakcji otrzymywania amidowych pochodnych MPA zawierajgcych motyw tiazolu

Badajac zakres opracowanej przeze mnie metody syntezy amidoéw MPA, z powodzeniem
udato sie otrzymac dwie pochodne amidowe MPA, gdzie role aminy heteroaromatycznej petnity
odpowiednio: 2-aminotiazol oraz 2-amino-4-metylotiazol (otrzymany) (Schemat 59).
Zastosowana zostata metoda aktywacji TBTU/HOBt, tak jak w przypadku odpowiednikow
2-aminobenzo[d]tiazolowych. Rozpuszczalno$¢é otrzymanych produktéw jest zbiezna z tg
obserwowang dla uprzednio otrzymanych, heteroaromatycznych analogéw siarkowych. Tak
samo jak wczesniej, jedyng wymagang metodg oczyszczania mieszaniny poreakcyjnej jest
sgczenie i nastepcze odmywanie osadu schtodzonym acetonitrylem, metanolem i chlorkiem
metylenu. Produkty zostaty scharakteryzowane przy pomocy techniki *H NMR, wskazujac na
wysokg czysto$¢ i rozréznialnos¢ poszczegdlnych sygnatdw.

Zwigzki tego typu zostaty juz wczesniej opisane w literaturze chemicznej [175, 177].
Wydajnos¢ reakcji 2-aminotiazolu z MPA w obecnosci CDI wynosita 62%, zas dla 2-amino-4-
metylotiazolu — 68% [177]. Otrzymany wynik dla pierwszej z pochodnych jest zatem zbiezny
z doniesieniami publikacyjnymi, jednak dla drugiej jest on nieznacznie obnizony. Moze to wynikac
z niejednakowej metody otrzymywania, a takze utraty czesci zwigzku w trakcie odmywania. Cho¢
pochodng amidowg MPA i 2-aminotiazolu otrzymano réwniez metodg chloromréwczanowa,
z 85% wydajnoscia, to w tym przypadku zastosowano ochrone wolnej grupy fenolowej [175].
Wydajnos$¢ ta nie stanowi o catym procesie otrzymywania. Nalezy mie¢ na uwadze, ze usuwanie
grup sililowych czesto nie biegnie z wysoka wydajnoscig. Autorzy [175] nie zaprezentowali,
ponadto zadnych danych eksperymentalnych zwigzanych z tymi transformacjami, dlatego

porownanie to ma charakter jedynie przyblizony.
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Otrzymywanie amin heteroaromatycznych
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Schemat 60. Zestawienie wynikow syntezy amin heteroaromatycznych

Aminy heteroaromatyczne sg jednymi z kluczowych substratéw w bezposredniej syntezie
amidow MPA (A1-A18). Pomimo, iz zaprojektowane struktury mozna uzyskac z wykorzystaniem
dostepnych handlowo odczynnikéw, podjgtem préby samodzielnych syntez odpowiednich amin

w poszerzonym zakresie (Schemat 60). Chociaz nie kazda z otrzymanych przeze mnie amin
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zostata przytagczona do MPA, proby te mialy na celu ukazanie kierunkéw potencjalnego
zwiekszenia puli docelowych amidéw, umozliwiajgcych niekiedy modyfikacje strukturalne
niezaleznie od ofert handlowych. Przedstawione tu zagadnienia i metody sg niezwykle istotne
z punktu widzenia chemii medycznej, gdyz tak jak juz wspomniano, ukfady heterocykliczne
posiadajg unikatowe wlasciwosci fizykochemiczne i sg elementem strategii zwanej
podstawieniem bioizosterycznym, waznym w poszukiwaniu nowych zwigzkoéw biologicznie
aktywnych.

Pierwsza wybrana klasg amin heteroaromatycznych byty 2-aminobenzo[d]tiazole. Z tego
powodu, ze zdecydowana wiekszos¢ uzyskanych wczesniej amidow MPA zawierata ten motyw
heterocykliczny w swej strukturze, byt to wybér niemal oczywisty. Ze wzgledu na dostepnosc¢
substratow oraz brak zastosowania modeli pochodnych karbonylowych oraz pochodnej
jodowanej w poprzednich badaniach, postanowitem otrzymac te zwigzki.

Cho¢ istniejg metody bardziej efektywne i ekologiczne, dostepno$é¢ reagentéw
przewazyta na korzy$¢ transformacji prowadzonej w oparciu o anion rodankowy oraz brom
czgsteczkowy, w lodowatym kwasie octowym [178]. Pomimo odtworzenia warunkow reakcji
przedstawionych w cytowanej publikacji, wydajnosci tych przemian znaczaco odbiegata od tej
podanej w literaturze. Gtéwnym problemem prezentowanych w literaturze warunkéw tej
transformacji jest temperatura jej prowadzenia. Autorzy czesto zalecajg utrzymywanie
temperatury reakcji ponizej 10°C w trakcie wkraplania roztworu bromu w kwasie octowym. Jest
to istotna niescistos¢, gdyz badacze nie uwzgledniajg temperatury krzepniecia lodowatego kwasu
octowego, ktdra wynosi okoto 16-17°C, lub nie wskazujg jednoznacznie jego stezenia. Przyjeto
sie, iz pojecie glacial acetic acid, ttumaczone jako lodowaty kwas octowy, oznacza stezenie
masowe réwne niemal 100% tej substanciji. Istnieje wariant zwany esencjg octowg, w ktdrym
stezenie masowe kwasu octowego wynosi 80% i ma on juz inng charakterystyke
fizykochemiczng. Niemozliwe jest zatem prowadzenie tej reakcji w przytoczonych warunkach,
gdyz spowoduje to wykrystalizowanie rozpuszczalnika i niemozliwo$¢ mieszania ukfadu.
Niehomogenicznos¢ mieszaniny sprawia, ze wkraplany roztwér bromu czgsteczkowego
punktowo przegrzewa reagenty, prowadzgc do uzyskania produktéw ubocznych i nietypowego
zabarwienia odzyskiwanych produktow. W tym przypadku, cho¢ btad logiczny zostat
wyeliminowany, wydajnos¢ znaczgco spadta. Niemniej, planowane 6-podstawione
2-aminobenzo[d]tiazole zostaly otrzymane z sukcesem, a ich czystos¢ byla zadowalajaca, co
okreslono przy pomocy techniki 'H NMR. Metod otrzymywania tych czgsteczek nie
optymalizowano. Byty prowadzone préby przeprowadzenia reakcji kondensacji pomiedzy
pochodng jodowang a MPA, jednak nie powiodly sie one (warunki reakcji takie same jak

w przypadku pozostatych 2-aminobenzo[d]tiazoli).

MeO s
I )—NH,
N

SCN

Rysunek 35. Wz6r strukturalny 2-(2-amino-4-tiocyjanobenzo[d]tiazol-6-ylo)octan metylu

159




W trakcie préby przeprowadzenia 4-aminofenylooctanu metylu w odpowiednig pochodng
6-podstawiong (co nie jest opisane w czesci eksperymentalnej), zauwazono, ze powstaje produkt
inny niz zaktadany. Zta kontrola temperatury wynikajgca z balansowania na granicy krzepniecia
kwasu octowego powoduje, ze reakcja staje sie zbyt gwattowna. Analiza H i 13C NMR, a takze
technika HSQC pozwolity wywnioskowaé, ze tworzy sie 2-(2-amino-4-tiocyjanobenzo[d]tiazol-6-
ylo)octan metylu (jego wzor strukturalny podano na Rysunku 35). State sprzezenia pikéw
aromatycznych wskazywaty na sprzezenie dalekiego zasiegu (okoto 1,2 Hz), stgd wynika wniosek
0 pozycji podstawienia. Sytuacja ta podkresla istotno$¢ problemu kontroli temperatury
w przytoczonych warunkach, a takze daje przestanki co do zachodzenia mechanizmu substytucji
elektrofilowej w uktadzie aromatycznym, jakiemu ulega wygenerowany w reakcji bromu
czgsteczkowego i anionu rodankowego elektrofil.

Kolejnym potencjalnym kierunkiem poszerzenia puli amidow MPA byto otrzymanie 2-
aminotiazoli, jako odpowiednikdw benzo[d]tiazoli, bez dokondensowanego pierscienia,
w syntezie tej pierwszej grupy czgsteczek. Cho¢ w literaturze chemicznej zwigzki takie sg opisane
[175, 177], nie prowadzono jednak systematycznych badan nad zaleznoscig struktura-aktywnosé
dla takiej klasy, w szerszym ujeciu grup heterocykli.

W trakcie otrzymywania 2-aminotiazoli positkowatem sie transformacjami biegngcymi z
udziatem tiomocznika i odpowiedniego zwigzku karbonylowego. Ze wzgledu na che¢ unikniecia
pracy z toksycznym bromem, postanowitem skorzysta¢ z metod bazujgcych na czgsteczce jodu
i zachodzgcej w uktadzie reakcji a-jodowania in situ, ktérego produkt reaguje in statu nascendi
z obecng czgsteczkg tiomocznika [179] lub podejscia zaktadajgcego dodatek tlenku miedzi(ll)
[180]. Dzieki tym metodom, udato mi sie uzyska¢ 3 pochodne 2-aminotiazolu, podstawione
w pozyciji 4 lub 5, cho¢ z bardzo niskimi wydajnosciami. Jest to jednak spdjne ze stabymi efektami
reakcji w cytowanych pracach. Na obnizenie wydajnosci mogt wptywac réwniez fakt, ze nie
zawsze zachowywane byly warunki sterylne, a dodatek wody moze wptywac na przebieg reakg;ji
[180]. Metod otrzymywania tych czagsteczek nie optymalizowano. Udato sie przeprowadzi¢
reakcje kondensacji pomiedzy jedng z przygotowanych amin, 2-amino-4-metylotiazolem, a MPA,
co zostato opisane wyzej.

Ostatnig klasg omawianych w tym miejscu amin heteroaromatycznych sg 2-amino-1,3,4-
oksadiazole. Koncepcja przeprowadzenia kondensacji pomiedzy MPA, a tym rodzajem amin
zrodzita sie w momencie uzyskania wynikdow badan biologicznych, ktére wyszly szczegodinie
korzystnie dla pochodnej benzoksazolowej, A2 (vide infra), w ktérej obecne sg dodatkowe atomy
tlenu i azotu.

Skorzystatem z metodologii oksydatywnej cyklizacji, w ktorej produkt przejsciowy —
semikarbazon — ulega reakcji z czgsteczkg jodu, w obecnosci zasady, co prowadzi do produktu
cyklicznego [145]. Prostota reakcji, a takze dostepnos¢ reagentow sprawity, ze wybratem ten
wariant. Produkty udato sie otrzymac z umiarkowanie dobrymi wydajnosciami, a ich struktury
okresli¢ przy pomocy techniki H NMR. Obecnos$¢ piku pochodzacego od grupy aminowej, a takze
zanik sygnatéw typu amidowego wskazywaty na utworzenie zaktadanego produktu. Metod

otrzymywania tych czgsteczek nie optymalizowano. Nie udato sie przeprowadzi¢ reakciji
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kondensacji pomiedzy tymi aminami a MPA w warunkach przyjetych dla innych amin

heteroaromatycznych, najpewniej ze wzgledu na ich staby charakter nukleofilowy.

6.2.3. Badania biologiczne

W niniejszym punkcie rozdziatu znajduje sie opracowanie odnoszgce sie do badah
biologicznych nowych, amidowych pochodnych MPA. Eksperymenty te obejmujg: analize
cytotoksycznosci, wtasciwosci antyproliferacyjnych, a takze okreslenie cyklu apoptozy
i mechanizmu dziatania (test GMP), ktére zwigzane sa z potraktowaniem komérek PBMC
i T-Jurkat otrzymanymi wczesniej zwigzkami. Badania te zostaty wykonane w oparciu o sprzet
i zasoby Zakfadu Immunologii Klinicznej i Transplantologii Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego, a takze o materialy zakupione z wewnetrznego dofinansowania (dziatania
statutowe; nr zadania: 02—10022/272). Eksperymenty te oraz opracowanie wynikéw wykonata dr
hab. inz. Dorota Iwaszkiewicz-Grze$ z Zakiadu Immunologii Klinicznej i Transplantologii

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

6.2.3.1. Aktywnos¢ cytotoksyczna w odniesieniu do linii komoérek T-Jurkat oraz PBMCs

Tabela 4. Cytotoksycznos$¢ amidowych pochodnych MPA wobec komérek PBMC i T-Jurkat, ustalone w
oparciu o test XTT

Symbol PBMCs T-Jurkat
zwigzku ICs0 [UM] Przez. [%] ICs0 [UM] Przez. [%]
Al 74,570 + 0,040* — — 68
A2 15,923 + 0,009 — 1,326 + 0,002 —
A3 94,538 + 0,047 — — 74
Ad 24,639 + 0,015 — 37,789 + 0,002 —
A5 45,730 £ 0,023 — 75,040 + 0,005 —
A6 55,487 + 0,028 — 31,407 £ 0,002 —
A7 70,480 + 0,035 — 10,739 + 0,003 —
A8 93,196 + 0,047 () — 51,124 + 0,008 —
A9 94,600 + 0,047 () — 85,700 + 0,004 —
A10 129,408 + 0,064 — — 51
All 139,858 + 0,070* (|) — — 56
Al12 62,975 + 0,031* (|) — 12,833 + 0,008* —
A13 63,173 + 0,032* — 58,069 + 0,002 —
Al4 81,482 + 0,041* — 34,749 + 0,003 —
A15 137,633 + 0,069* (|) — 12,717 + 0,005 —
Al6 54,578 + 0,027 () — — 69
A17 — ) 65 — 82
A18 74,426 +0,037* — 10,261 + 0,001 —
MPA 10,522 + 0,015 — 0,509 + 0,008 —

Istotnos¢ statystyczna wynikéw zostata obliczona na podstawie testu T-studenta; wyniki istotne statystycznie
oznaczono: * (p < 0,05), z MPA jako zwigzkiem odniesienia; (|) — zwigzek wytracajacy sie; przez. =
przezywalnosé.

W Tabeli 4 zestawione zostaly wartosci wspotczynnikéw [Cso dla testowanych
pochodnych MPA (A1-A18), ktére osiggnieto dziatajgc nimi na komérki PBMC i T-Jurkat,
w warunkach testu XTT. W odniesieniu do eksperymentéw na linii komérek PBMC, kazda ze
analizowanych pochodnych prezentowata nizszg cytotoksycznosé od odnosnikowego MPA.
Podobne wnioski mozna wysnué na podstawie prob wykonanych na linii komoérek T-Jurkat,
jednak pochodna A2 posiada najblizsze co do wartosci, wtasciwosci cytotoksyczne podobne do
MPA. W zwigzku z ograniczong rozpuszczalno$cig zwigzkéw: A8, A9, Al11l, Al12, A15, A16i Al7
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w pozywce, trudno byto okresli¢ wiarygodne wyniki pomiaréw na PBMCs. W przypadku linii
komorek T-Jurkat, warto$ci wspotczynnika ICso dla niektorych zwigzkow byty takze niemozliwe
do okreslenia, i w tym wypadku okreslono procent przezywalnosci komérek w najwyzszym
badanym stezeniu, w oparciu o technike wykluczenia btekitu trypanowego (dla A1, A3, A10, A11,
Al16 i Al7). Test ten oparty jest na zmiennej przyswajalnosci tego barwnika przez komoérki
z uszkodzong btong komorkowa i komorki zdrowe.

Pomimo trudnosci w jednoznacznym odbiorze otrzymanych wynikéw, mozliwe jest
okreslenie ogdlnej tendencji w zaleznosci wiasciwosci cytotoksycznych od rodzaju (struktury)
wbudowanego do rdzenia MPA czionu heteroaromatycznego. Kazdy z dodanych rdzeni
powodowat jednoznaczne obnizenie cytotoksycznosci pochodnej w stosunku do odnosnikowego
MPA, nawet o kilka rzedow wielkosci w wymiarze wspétczynnika ICso. Potozenie grupy aminowej
w ukfadzie heterocyklicznym réwniez nie pozostaje bez znaczenia — pochodne Al, A4 i A5
wskazujg, ze 6-aminowane benzotiazole sg najsilniej toksyczne wobec komoérek PBMC sposréd
pozostatych wariantéw. Podobng korelacje mozna zaobserwowac w przypadku benzoksazoli (A2
i AB). Cho¢ zaleznos$¢ rodzaju podstawnika w funkcjonalizowanych benzotiazolach, na ten
parametr biologiczny jest nietatwa do okreslenia, mozliwe jest znalezienie trendu wskazujgcego
na to, ze grupy o charakterze donorowym obnizajg cytotoksycznos¢ pochodnych (A13, A14i Al10
w odniesieniu do A18). W podobny sposéb mozna okresli¢ tendencje w przypadku pomiaréw na
linii T-Jurkat, gdzie wskazuje ona na to, ze im silniej akceptorowy charakter ma grupa, tym
ponownie, cytotoksycznosé jest mniejsza (porownano A8, A9 i A15). Pochodne halogenowane
wplywajg na wzrost cytotoksycznosci (A12-A14), a przybor elektroujemnosci pierwiastka wzmaga
te odpowiedz biologiczng. Warto takze odnotowacé, iz pochodne 6-podstawione i 4-podstawione
(A12i A18) nie rdznig sie znaczgco w tym kontekscie.

Najwazniejszym wnioskiem ptyngcym z tych eksperymentéw jest fakt, iz pochodna A2
jest najsilniej cytotoksyczna, zaréwno wobec komoérek PBMC, jak i T-Jurkat, cho¢ nadal stabiej
niz odnosnikowy MPA. Pozostate amidy sg juz wyrazniej mniej toksyczne i mozliwe jest zgrubne
okredlenie dla nich zalezno$ci struktura-aktywnos¢ (rodzaj podstawnika, potozenie grupy
aminowej). Podstawniki bogate w elektrony zdajg sie wzmagac¢ cytotoksycznos¢ analizowanych
pochodnych, jednak ta tendencja wymagataby dodatkowego potwierdzenia, gdyz ograniczona

rozpuszczalnos$¢ pochodnych ogranicza wiarygodnosé wyniku.
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Rysunek 36. Krzywa zalezno$ci odpowiedz-dawka determinujgca warto$¢ wspétczynnika ICso dla MPA i
A2. (A) Odpowiedz ludzkich PBMCs po 96 godzinach inkubowania i (B) odpowiedz linii komorek T-Jurkat
po 48 godzinach inkubowania w pozywce, z nastgpczym zadaniem ich odczynnikiem XTT na 24 godziny;

oba rodzaje komorek byly hodowane w obecnosci réznych stezehn badanych zwigzkéw (100; 75; 50; 25;

10; 1; 0,11 0,01 yM; MPA (czerwone); A2 (czarne)). Kazdy punkt pomiarowy odpowiada trzem
niezaleznym eksperymentom, a ilosciowo — $redniej arytmetycznej + odchylenie standardowe. Wykaz
znaczen: T-Jurkat cells — komérki T-Jurkat; viability — przezywalnos¢; concentration — stezenie molowe.

Na Rysunku 36 zaprezentowano krzywg odpowiedzi biologicznej (przezywalnosc
w funkciji stezenia) dla kilku stezeh MPA i A2 w odpowiednim medium. Na tej podstawie okreslona
zostata wartos¢ wspotczynnika ICso dla obu substancji. Tak jak wspomniano juz wczes$niej, A2
jest mniej cytotoksyczny wobec obu linii komérkowych, co takze wida¢ na tych wykresach, niz

referencyjny MPA.

6.2.3.2. Aktywnos¢ antyproliferacyjna w odniesieniu do linii komoérek T-Jurkat oraz PBMCs

Tabela 5. Aktywnos$¢ antyproliferacyjna amidowych pochodnych MPA wobec komérek PBMC i T-Jurkat,
ustalone w oparciu o test VPD450

Symbol PBMCs T-Jurkat
zwigzku ECso [UM] Proliferacja [%)] ECso [UM] Proliferacja [%0]
Al — 82 — —
A2 5,601 £ 0,022 — 0,850 + 0,004 —
A3 119,600 + NAN** — — 55
Ad 62,260 + 0,010 — 14,730 £+ 0,074 —
A5 76,980 + 0,010* — 36,050 + 0,180 —
A6 58,270 + 0,021 — 13,840 £ 0,069 —
A7 29,450 + 0,025 — 9,510 + 0,047 —
A8 133,500 £ 0,007*({) — 22,040 + 0,110 —
A9 136,200 £ 0,011(]) — 22,720+ 0,113 —
A10 85,240 + 0,012** — 26,690 + 0,133 —
All 83,070 + 0,012**(}) — 63,210 + 0,316 —
Al2 38,370 £ 0,017(}) — 12,160 £ 0,061 —
A13 39,470 £ 0,013 — 12,640 + 0,063 —
Al4 30,710 + 0,008 — 12,580 + 0,063 —
Al15 44,590 + 0,013(}) — 13,370 £ 0,067 —
Al6 46,290 + 0,011(Y) — — 73
Al7 82,140 + NAN***(]) — — 69
Al8 14,700 £ 0,020 — 11,280 + 0,056 —
MPA 0,723 £ 0,011 — 0,490 £ 0,002 —

Istotno$¢ statystyczna wynikow zostata okreslona na podstawie testu T-studenta; wyniki istotne
statystycznie oznaczono: * (p < 0.05), ** (p < 0.01) lub *** (p < 0.001), z MPA jako zwigzkiem odniesienia;
NAN — niemozliwe do okreslenia; (|) — zwigzek wytrgcajacy sie.
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Rysunek 37. Krzywa zaleznosci odpowiedz-dawka determinujgca warto$¢ wspoétczynnika ECso dla MPA i
A2. (A) Ludzkie PMBCs, znakowane barwnikiem VPD 450, byly hodowane w obecnosci réznych stezen
badanych zwigzkoéw (100; 75; 50; 25; 10; 1; 0,11 0,01 uM; MPA (czerwone) i A2 (czarne)), a nastegpnie

stymulowane przeciwciatami przeciwko CD3 | CD28, osadzonymi na drobinach magnetycznych, przez 72
godziny. (B) Komérki T-Jurkat, znakowane barwnikiem VPD 450, byty inkubowane w obecnosci réznych
stezen badanych zwigzkéw (100; 10; 1; 0,11 0,01 uM; MPA (czerwony); A2 (czarny)) przez 48 godzin.
Proliferacja komorek byta analizowana z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Wyniki wyrazono w
postaci sredniej arytmetycznej + odchylenie standardowe. Wykaz znaczen: T-Jurkat cells — komorki T-

Jurkat; proliferation — proliferacja; concentration — stezenie molowe.

Aktywnos$¢ antyproliferacyjng MPA oraz testowanych, amidowych pochodnych, byta
okreslana przy pomocy techniki wybarwiania barwnikiem VPD 450 (ang. violet proliferation dye
450) w oparciu o zliczanie przy pomocy cytometru przeptywowego. Metodologia ta zostata
wybrana z tego wzgledu, ze stosowany barwnik fluorescencyjny charakteryzuje sie niskg
cytotoksycznoscia, a takze mozliwe jest obserwowanie wygaszania fluorescencji przy podziale
komodrkowym [181].

Wyniki tych eksperymentéw zaprezentowane sg w dwdjnasob, to jest, w formie tabeli
(Tabela 5) oraz krzywej odpowiedzi biologicznej, zaleznej od stezenia (Rysunek 37). Wynika
z nich, ze wszystkie pochodne majg warto$¢ wspotczynnika ECso wieksza, niz referencyjnego
MPA, zaréwno wobec komdrek PMBC i T-Jurkat. Najlepszg aktywng antyproliferacyjng wykazuje
pochodna A2, z wartoscig ECso réowng 5,601 uM (PBMCs) i 0,850 uM (T-Jurkat). Biorac jednak
pod uwage, ze kazdy z analizowanych amidéw jest mniej cytotoksyczny niz zwigzek odniesienia,
moze stanowi¢ to przyczynek do wyznaczenia odpowiedniego kandydata-czgsteczke pod dalsze
badania biologiczne. Ponadto, w przytoczonych warunkach dodatek DMSO i czynnika
solubilizujgcego (Tween-20) nie spowodowat zmiany w proliferacji komoérek, co pozwala
przypuszczac, iz prezentowana powyzej aktywnos¢ antyproliferacyjna jest zalezna jedynie od
obecnosci MPA, czy tez jego amidowych pochodnych (A1-A18).

Ponownie jak w przypadku Tabeli 4, zaleznosci struktura-aktywnos¢ ma jedynie
charakter przyblizony. W warunkach linii komérek PBMC mozliwe jest zauwazenie, ze pochodna
benzo[d]tiazolu, aminowanego w pozycji 6 prezentuje silniejsze wtasciwosci antyproliferacyjne
niz jej 5-podstawiony odpowiednik (A4 i A5). Niestety, niemozliwe byto okreslenie aktywnosci
pochodnej Al, mogacej uzupetni¢ ten analizowany szereg. W przypadku pochodnych
benzo[d]oksazolu, A5 zaprezentowat pogorszong aktywnos$¢ antyproliferacyjng niz jego
odpowiednik A2, wskazujgc ponownie, ze potozenie grupy aminowej ma kluczowe znaczenie dla

bioaktywnosci tych czgsteczek. W przypadku derywatdéw podstawionych, mozliwe jest wyrazne
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oddzielenie aktywnosci biologicznej wariantéw halogenowanych od reszty pochodnych.
Pochodne: A12 (6-Cl), A13 (6-Br), a takze Al4 (6-CF3) przejawiajg podwyzszone zdolnosci do
hamowania proliferacji PBMCs, w odniesieniu do A8 (6-OMe) i A9 (6-Me), zas pochodna
fluorowana A11, nie wpisuje sie w ten trend. Potozenie grupy metoksylowej, bgdz atomu chloru,
wptywa takze na bioaktywnos¢, jako ze A16 i A18 prezentujg wyraznie lepsze wtasciwosci niz
odpowiadajgce im A8 i A12. Podobny trend jest zachowany takze dla wynikéw badan na linii
komoérek T-Jurkat.

Podsumowujac, zaprezentowane powyzej eksperymenty biologiczne pokazaty, iz zaden
z uzyskanych amidéw nie przewyzsza swg aktywnoscig zwigzku referencyjnego (MPA), choé
jedna z pochodnych, A2, wykazuje zbieznos¢ wartosci wspotczynnika ECso, na obu liniach
komodrkowych. Daje to pewien prognostyk co do istoty obecnosci atomoéw tlenu i azotu
w dobudowywanym fragmencie, w procesach immunosupresji, a takze stanowi fundament pod
dalszg analize funkcjonalizowanych uktadéw benzo[d]Joksazolowych. Cho¢ zaleznosci struktura-
aktywnos¢ sg ponownie niejasne, mozna wskazagé, iz podstawniki o charakterze akceptorowym

sg zdolne do wptywania na wartos¢ ECsp bardziej, niz o innym charakterze elektronowym.
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6.2.3.3. Analiza apoptozy komoérkowej na PMBCs
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Rysunek 38. Analiza apoptozy komdrkowej PBMCs w uktadzie barwigcym aneksyna V/jodek propidyny z
wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. (A) Diagram korelacyjny przedstawiajgcy komorki potraktowane
réznymi stezeniami badanych zwigzkéw (10; 1; 0,11 0,01 uM; MPA i A2) przez 72 godziny, i wybarwione
uktadem aneksyna V/FITC i jodkiem propidyny (PI). (B) Diagram stupkowy przedstawiajgcy udziat
procentowy danego rodzaju komorek w okreslonym stezeniu substanciji; trzy grupy komorek wyréznialne
po analizie kolorymetrycznej (fluorymetrycznej): komorki zywe (aneksyna-PI-); komorki w fazie wczesnej
apoptozy (aneksyna+PI-) i komérki bedace w fazie pdznej apoptozy (aneksyna+Pl+). Wykaz znaczen:
propidium iodide — jodek propidyny; annexin V-FITC — ukfad barwigcy oparty na aneksynie V i barwniku
fluorescencyjnym FITC; percentage of cells — udziat procentowy komdrek; concentration — stezenie
molowe; live — komérki zywe, early apoptotic cells — komorki we wczesnej fazie apoptozy; late apoptotic
cells — komorki w poznej fazie apoptozy.

Na Rysunku 38 przedstawione zostaty efekty dziatania MPA i A2, w r6znych stezeniach,
na komoérki PBMC, w uktadzie barwigcym aneksyna V-jodek propidyny (Pl). Metodologia ta
pozwala na okreslenie w jakim stadium programowanej $mierci znajduje sie komorka.
Rozumowanie jest nastepujgce — komorki zywe (lewa dolna éwiartka) nie sg barwione zaréwno
przez aneksyne V, jak i Pl, gdyz w uktadzie nie wystepuje fosfatydyloseryna, $wiadczaca
0 zniszczeniu btony komérkowej, barwiona tym pierwszym sktadnikiem, a Pl niezdolny do migracji
przez btone, nie wybarwia DNA w jgdrze komdérkowym. Faza wczesnej apoptozy (prawa dolna
¢wiartka) zwigzana jest z zewnetrzng ekspozycjg fosfatydyloseryny i jej wybarwienie przez
aneksyne V i z brakiem ubarwienia przez Pl. Trzecia faza, czyli faza pdznej apoptozy (prawa
gorna ¢éwiartka) charakteryzowana jest przez wzrost intensywnosci zabarwienia przez oba
barwniki. W fazie nekrozy (lewa gérna ¢wiartka), w zwigzku z brakiem wystepowania czynnika
blonowego (ulegta ona juz catkowitej degradacji), barwieniu ulega jedynie DNA w jadrze

komérkowym przez Pl. Wyzsze wartodci na poszczegdlnych osiach oznaczajg wieksza
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ekspozycje na fosfatydyloseryne, czyli wyzszy poziom zwigzania aneksyny V (wczesna i p6zna
apoptoza), lub wiekszy poziom uszkodzenia btony komérkowej, czyli silniejszg fluorescencje
zwigzanego Pl (pdézna apoptoza i martwica) [182]. Fluorescencja mierzona przez cytometr
przeptywowy wskazuje na poziom sygnatu zwigzany z dang cechg komorki (np. ekspozycje
fosfatydyloseryny lub przepuszczalnos¢ btony dla Pl) i nie reprezentuje bezposrednio liczby
komérek w odpowiedniej fazie programowanej $mierci komodrkowej. Liczba ta jest
reprezentowana posrednio przez gesto$¢ punktéw w danym obszarze diagramu, wskazujgc ile
komodrek ma podobne wiasciwosci fluorescencyjne.

Jak zaprezentowano na powyzszej grafice, traktowanie komérek PBMC roztworami MPA
i A2 przez 96 godzin powoduje, ze w fazie pdznej apoptozy komérki znajdujg sie przy
zastosowanym stezeniu bliskim wartosci ECso (0,723 pM dla MPA; 5,601 uM dla A2).
W przypadku MPA o stezeniu 10 yM, mozna zaobserwowaé obecnos¢ ponad 13% komorek
poéznej apoptozy, ale tylko okoto 4% komorek wczesnej apoptozy. Sytuacja ta ulega istotnej
zmianie w przypadku 10-krotnie nizszego stezenia, gdzie stwierdza sie ponad 17% komorek
wczesnej apoptozy i ponad 11% podznej apoptozy. Choé znaczny wzrost udziatu komorek
wczesnej apoptozy przy spadku stezenia MPA z 10 uM na 1 uM wskazuje raczej na artefakt
pomiarowy, nie zmienia to faktu, ze z poréwnania efektéw MPA i A2 wynika, ze A2 dziata
W sposob bardziej przewidywalny, ale mniej agresywny, co jest zgodne z jego nizszg
cytotoksycznoscia. W ogolnym ujeciu, efekty obu zwigzkéw sg wynikiem zachodzgcych
mechanizméw biologicznych (np. indukcja apoptozy), a nie niespecyficznej toksycznosci przy

wyzszych stezeniach.
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6.2.3.4. Test GMP
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Rysunek 39. Aktywnos$¢ proliferacyjna PBMCs znakowanych barwnikiem VPD 450 w obecnosci roznych
stezen badanych zwigzkow (100; 10; 11 0,1 mM; MPA (czerwone) i A2 (czarne)), stymulowanych
przeciwciatami przeciwko CD3 i CD28, i w koncowej fazie badan — inkubowanych z dodatkiem lub
brakiem dodatku 50 uM GMP, przez 72 godziny. Proliferacja komérek byta analizowana przy uzyciu
cytometrii przeptywowej. Proba ta jest zwana testem GMP w niniejszym opracowaniu. Wykaz znaczen:
without GMP — bez dodatku GMP, with GMP — z dodatkiem GMP.

Test GMP pozwala na ocene jak stabilny jest poziom proliferacji zdrowych komérek, tu:
PBMCs, przy jednoczesnej obecnosci badanego inhibitora IMPDH, a takze Zrédta guanozyny.
Zaktada sie, ze wraz ze wzrostem stezenia inhibitora, intensywniejszym staje sie hamowanie
proliferacji komérek PBMC. Stabilnos¢ poziomu proliferacji oparta jest na odwracalnej naturze
inhibicji enzymu IMPDH. Jesli testowany zwigzek nie wptywa na proliferacje komorek, przy
jednoczesnym dodatku GMP, tak jak to ma miejsce w przypadku MPA (czy tez MMF), zwigzek
ten moze by¢é uznany za inhibitor IMPDH, dziatajgcy w podobny sposéb do kwasu
mykofenolowego [183]. Jest to specyficzna metoda okreslania jakosciowych zdolnosci inhibicji

IMPDH przez rézne zwigzki (derywaty MPA), w oparciu o dobrze scharakteryzowany inhibitor.
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Rysunek 40. Aktywnos$¢ proliferacyjna PBMCs znakowanych barwnikiem VPD 450 w obecnos$ci roznych
stezen badanych zwigzkéw (100; 10; 1§ 0,1 mM; A7 i A18), stymulowanych przeciwciatami przeciwko
CD3i CD28, i w kohcowej fazie badan — inkubowanych z dodatkiem lub brakiem dodatku 50 yM GMP,
przez 72 godziny. Proliferacja komoérek byta analizowana przy uzyciu cytometrii przeptywowej. Proba ta
jest zwana testem GMP w niniejszym opracowaniu. Wykaz znaczen: without GMP — bez dodatku GMP,
with GMP — z dodatkiem GMP.

Na Rysunkach 39 i 40 wykazano, Zze niezaleznie od zmiany stezenia inhibitora, przy
statym stezeniu GMP, proliferacja komoérek jest zachowana na podobnym poziomie. Test ten byt
przeprowadzony dla gtéwnych klas pochodnych amidowych, to jest: benzo[d]tiazoli (A18),
benzo[d]oksazoli (A2) oraz pirymidyny (A7). Mozna zatem przypuszczac, iz transformowanie
MPA w tego typu amidy, nie =zahamuje catkowicie spodziewanych wiasciwosci
antyproliferacyjnych. Cho¢ nie jest to najlepsza z mozliwych prezentacji graficznych wynikéw

testu GMP, jej ulepszony wariant zostanie przedstawiony w kolejnym podrozdziale.
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6.2.4. Podsumowanie
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Rysunek 41. Abstrakt graficzny podsumowujacy prace nad nowymi pochodnymi amidowymi MPA

Niniejsza praca eksperymentalna sktadata sie z trzech czes$ci: dokowania molekularnego,
syntezy oraz badan biologicznych nowych pochodnych amidowych MPA. Zwigzki te zostaty
przebadane pod katem sity wigzania w centrum aktywnym enzymu IMPDH, wykazujgc wyzsze
powinowactwo do tego biatka niz odnosnikowy MPA. Nastepnie, przeprowadzono synteze tych
osiemnastu analizowanych czasteczek (A1-A18) z wykorzystaniem aktywacji w uktadzie
uroniowo-1-hydroksybenzotriazolowym, a takze korzystajagc z bezwodnika kwasu
propanofosfonowego. Metody te charakteryzowata na ogét umiarkowanie dobra i doskonata
wydajnos¢, a prostota wykonania zastuguje na szczegdlne podkreslenie. Nie byto konieczne
stosowanie dodatkowych grup ochronnych dla wolnej grupy fenolowej. Nastepnie, pochodne te
przebadano pod katem cytotoksyczno$ci, wtasciwosci antyproliferacyjnych, a takze mechanizmu
dziatania i fazy apoptozy komodrkowej, w oparciu o linie komérek PBMC i T-Jurkat, gdzie
pochodna A2 zaprezentowata najbardziej obiecujgce wiasciwosci. Cho¢ kilka analizowanych
zwigzkéw charakteryzowata silnie ograniczona rozpuszczalno$¢é w warunkach testow, mozliwe
bytlo zgrubne okreslenie zaleznosci struktura-aktywnos¢é w oparciu o charakter elektronowy
podstawnikow, potozenie grupy aminowej, a takze rodzaj heteroatomu. Wprowadzenie tych
uktadéw heterocyklicznych do rdzenia MPA spowodowato istotne obnizenie pierwotnej
cytotoksycznosci tej czgsteczki, bez zmiany podstawowego mechanizmu dziatania (inhibicja
IMPDH). Obnizona cytotoksycznos$¢ tych czasteczek w stosunku do zdrowych komérek daje
pewng przestanke, iz zwigzki te mogg w przysztosci postuzy¢ jako punkt wyjscia przy
projektowaniu chemoterapeutykéw. Niekiedy, jednoczesne obnizenie cytotoksycznosci
i aktywnosci proliferacyjnej moze doprowadzi¢ do uzyskania pozytywnego wyniku, tak jak
opisywano to w przypadku amidowego koniugatu: MPA-kwas chinowy [42].

Na podstawie tej klasy pochodnych MPA, wysnuto wnioski o istotno$ci atomu azotu
i tlenu w aktywnosci immunosupresyjnej, a takze o mozliwosci wykorzystania takiej klasy
zwigzkéw w inhibicji deacetylaz histonowych [41, 164]. Stanowi to wiec podwaliny pod

otrzymywanie pochodnych bioizosterycznych MPA, zaprezentowanych w ostatnim podrozdziale.
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Na Rysunku 41 znajduje sie abstrakt graficzny, ktéry podsumowuje omawiang tematyke

i przeprowadzone badania.

6.3. Estrowe pochodne MPA
6.3.1. Synteza

W niniejszym punkcie rozdziatu znajduje sie opracowanie odnoszgce sie do syntezy
nowych, estrowych pochodnych MPA, a takze niektorych substratow koniecznych do ich
otrzymania. Badania te zostaty wykonane w oparciu o sprzet i zasoby Katedry Chemii
Organicznej Politechniki Gdanskiej, a takze o materiaty zakupione z wewnetrznego

dofinansowania (Minigrant; nr zadania: DS035136).

6.3.1.1. Estry zbudowane z rdzenia MPA oraz komponentu fenolowego

Na Schemacie 61 znajduje sie zestawienie wynikéw reakcji otrzymywania estrowych
pochodnych MPA z wykorzystaniem metody Steglicha. Pochodne te zostaty podzielone na dwie
podklasy: MP — metoksylowane fenole (ang. methoxylated phenols) i P — fenole (ang.
phenolics). Podziat ten jest czysto techniczny, pozwalajgcy na bardziej przystepne rozdzielenie
pochodnych i tym samym na prostszy ich odbiér. W klasie MP znajdujg sie pochodne: MP1 —
gwajakol, MP2 — syryngol, MP3 — aldehyd syryngowy, MP4 — wanilina, MP5 —
dehydrozingron, MP6 — zingeron, MP7 — ferulan metylu, MP8 — eugenol i MP9 — izoeugenol.
W podgrupie P: P1 — sezamol, P2 — tymol, P3 — bakuchiol, P4 — o-kumaran metylu, P5 — 4-
hydroksybenzaldehyd, P6 — dehydroframbinon, P7 — keton malinowy. Dobér niniejszych
substratow oparty byt o analize Zrddet literaturowych, a czescig wspodlng wtasciwosci dobranych
zwigzkéw fenolowych byta ich aktywno$é przeciwutleniajgca i, czesto, przeciwzapalna.
W opracowaniu teoretycznym tej pracy znajduje sie szczegdtowe omodwienie wiadciwosci
poszczegolnych fenoli pochodzenia naturalnego.

Synteza tej klasy estrowych pochodnych MPA byta mozliwa dzieki zastosowaniu
protokotu reakcji Steglicha [184, 185]. Metoda ta oparta jest na tatwo dostepnych reagentach,
a takze nie wymaga zastosowania ochrony wolnej grupy fenolowej MPA. Niewatpliwie,
ugrupowanie to moze stanowi¢ nukleofil konkurencyjny wobec uzywanych zwigzkéw fenolowych,
jednak produktu zaktadanej makrolaktonizacji nie obserwuje sie. Mozliwe jest, ze zwigzek ten
powstaje, jednak w czasie obrobki ekstrakcyjnej ulega hydrolizie do MPA. Ta sytuacja przektada
sie na istotnie zredukowang wydajnos¢ przedstawionych tu przemian. Zastosowanie protokotu
reakcji Mukaiyamy [186] dla wybranych fenoli, takze dalo oczekiwane produkty, jednak
w podobnym wymiarze wydajnosci. Dodatkowo ta druga metoda generuje trudne do usuniecia
z6fte wybarwienia pochodzgce od tworzgcego sie piryd-2-onu, jako produktu ubocznego,
a stopien konwersji reagentéw dla wielu stabo nukleofilowych fenoli byt zerowy. Podjeta zostata
takze préba oparta o chlorki kwasowe, tu: estryfikacja Yamaguchiego [187], jednak nie
doprowadzita do zamierzonego produktu.

Efektem poszukiwania najbardziej optymalnej metody syntezy estrowych pochodnych

MPA byta reakcja wykorzystujgca czgsteczke MPA z chroniong grupg fenolowg. Do ostony
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wykorzystano motyw t-butylodimetylosililowy (TBDMS). Pochodna ta w warunkach reakcji
Stechlicha data zdecydowanie wyzszg wydajnos¢ otrzymywania pochodnej dehydrozingeronu,
na poziomie 70%, jednak pozniejsze usuwanie ochrony sililowej, pod wptywem roztworu fluorku
tetrabutyloamoniowego (TBAF) w THF, doprowadzito do znacznej redukcji wydajnosci ze
wzgledu na dodatkowy etapy syntezy. Koncowy efekt byt taki sam, jak opisywano wczesniej dla
MPA, bez ochrony funkcji fenolowej. Warto tez doda¢, iz w obecnosci grupy sililowej
przeprowadzano juz wczesniej synteze estrowych i akrydynowych pochodnych MPA [174].
Wydajno$ci tych przemian byty na poziomie 40-60%.

Podobnie niskg wydajnos¢ reakcji otrzymano w przypadku syntezy pochodnej
kurkuminowej MPA, wynosita ona 16% [188]. W tym wariancie uzyto aktywacji EDCI w obecnosci
DMAP (takze reakcja Steglicha) jako katalizatora, w acetonie jako rozpuszczalniku, w obnizonej
temperaturze. Czas reakcji byt wyjgtkowo krétki i wynosit 30 min. Najpewniej autorzy chcieli
zapobiec podwojnemu acylowaniu kurkuminy. Ponadto, wskazujg oni na podobnie niskie
wydajnosci otrzymywanych koniugatow MPA i kurkuminy w literaturze. Warto dodac¢, iz EDCI jest
lepszg alternatywg wobec DCC, ze wzgledu na nizszg toksycznosé powstajgcych produktéw
ubocznych, a takze na prostsze ich usuwanie z mieszaniny poreakcyjnej. Wybér DCC wynikat
wprost z dostepnosci tego odczynnika w czasie prowadzenia reakgciji.

Niniejsza metoda nie byta dalej optymalizowana. Na te sytuacje miato wptyw kilka
réznych czynnikow. Jako pierwszy z nich wymieniam priorytet badan biologicznych. Istotg catego
watku badawczego byto wykazanie, czy okreslone estry majg wtasciwosci przeciwutleniajgce.
Ponadto, réznorodno$é¢ strukturalna stosowanych fenoli uniemozliwitaby mi przeprowadzenie
poprawnej optymalizacji metody syntezy, w rozsgdnym wymiarze czasowym. Juz samym
prognostykiem wskazujgcym na rézng reaktywnosc¢ tych zwigzkéw naturalnych byta niemoznosé
otrzymania niektérych estrow MPA wykorzystujgc metode Mukaiyamy. Badania te majg charakter
eksploracyjny, dlatego istotne jest uzyskanie jak najwiekszej puli zwigzkéw, w jak najkrétszym
czasie. Cho¢ wykorzystanie MPA z ochrong sililowg na grupie fenolowej, w reakcji sprzegania ze
zwigzkiem fenolowym, daje pewne nadzieje co do podwyzszenia wydajnosci przemiany,
wykonany eksperyment nie potwierdzit, iz jest to Sciezka bardziej wydajna.

Cho¢ wyznaczenie jasnego trendu uzalezniajgcego wydajnos$¢ otrzymywania produktu
od struktury zwigzku fenolowego nie jest mozliwe, pewne =zaleznosci mogag zostaé
zaobserwowane. Warto mie¢ na uwadze, ze korelacje te mogg by¢ obarczone sporym btedem.
W ramach podgrupy MP, wydajnos¢ reakcji rosnie wraz ze wzrostem liczby podstawnikow
metoksylowych (MP1, MP2 i MP3). Spadek wydajnosci notowany jest przy dodaniu grupy
0 charakterze akceptorowym do uktadu aromatycznego w sposoéb: bezposredni (MP2 i MP3),
a takze niebezposredni (MP5 i MP7 oraz MP6, MP8 i MP9). Z drugiej zas strony, w podklasie P,
trudno jest dostrzec jakiekolwiek zaleznosci wynikajgce ze spadku nukleofilowosci grupy

fenolowej. Dla obu klas efekt steryczny rowniez moze mie¢ pewne znaczenie.
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6.3.1.2. Synteza wybranych komponentéw fenolowych
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Schemat 62. Zestawienie wynikow otrzymywania zwigzkow fenolowych
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Istotnym zatozeniem niniejszego opracowania jest fakt, iz zwigzki fenolowe spotykane sg
w naturze, a dokfadnie w ziotach i ich mieszankach, a takze w konkretnych czesciach roslin.
Sugerowalby to, ze pozyskiwanie ich jest dokonywane metodg izolacji z materiatu biologicznego.
Ze wzgledu na to, ze czesto nie jest to proces zachodzgcy z wysokg wydajnoscig, konieczne byto
opracowanie drogi alternatywnej opartej na syntezie organicznej lub na izolacji z pétproduktow.
Bardziej szczego6towo opisano to juz wczesniej w rozdziale 3. Fenolowe zwigzki pochodzenia
naturalnego.

Potrzeba otrzymania wskazanych na Schemacie 62 zwigzkéw wynika wprost
z przeprowadzonego rachunku ekonomicznego. Prostota reakcji, a takze wysoka dostepnosc¢
substratow sktonity mnie do powziecia tej drogi, jednoczesnie redukujgc koszt pozyskania tych
substancji od dostawcéw komercyjnych.

Analize chciatbym rozpocza¢ od przykltadédw syntezy dehydrozingeronu oraz
dehydroframbinonu, ktére wtérnie postuzyty w reakcji otrzymywania MP5 i P6. Jest to przyktad
klasycznej kondensacji aldolowej, ktéra biegnie pomiedzy dwoma zwigzkami karbonylowymi,
gdzie czasteczkg pozbawiong protonu a jest aldehyd aromatyczny, wanilina Ilub
4-hydroksybenzaldehyd, zas czgsteczka petnigca wtérnie role nukleofila jest aceton, a doktadniej
— jego forma deprotonowana. Role zasady pefnit w tej reakcji roztwér wodorotlenku sodu,
a rozpuszczalnikiem zdolnym do solubilizacji aldehydu byt aceton. Czgsteczka ta petni réwniez
role substratu.

Reakcja ta przynalezy do zbioru klasycznych transformacji zwigzkéw organicznych i jest

szeroko opisywana w skryptach zwigzanych z preparatykg organiczng oraz literaturze chemicznej
[78, 189, 190].
Obnizenie wydajnosci procesu transformacji kwaséw karboksylowych w ich estry metylowe, tu:
ferulan metylu i o-kumaran metylu, wynika z zastosowania silnego kwasu jako katalizatora.
Zaréwno substraty, jak i omawiane produkty, podatne sg na polimeryzacje i wybarwianie pod
wptywem skrajnych warunkéw pH. Powoduje to konieczno$é oczyszczania surowych produktow
technikami chromatograficznymi, badz krystalizacji, ktére obnizajg catoSciowg wydajnosc
procesu. Na ten efekt obnizenia efektywnosci reakcji moze mie¢ rowniez wptyw dostep Swiatta,
a takze ekspozycja na tlen z powietrza, ktére przy stosunkowo dtugim czasie prowadzenia
przemiany prowadza do powstania produktéw ubocznych. W literaturze mozna natkng¢ sie na
zaréwno na rezultaty reakcji podobne do osiggnietych tutaj przeze mnie, jak i na zdecydowanie
lepsze co do wydajnosci [191-194]. Metody te nie byty optymalizowane, a otrzymane produkty
postuzyty do otrzymywania estrow MP7 i P4.

Na szczegdélng uwage zastuguje proces izolacji bakuchiolu z surowego preparatu
kosmetycznego. Ze wzgledu na to, iz prowadzone reakcje estryfikacji nie nalezg do wydajnych,
konieczne byto uzycie wigkszych ilosci zwigzkéw fenolowych. Zakupiona we wczesnym etapie
planowania probka bakuchiolu o masie 250 mg, nie wystarczyta do otrzymania ostatecznej ilosci
estru. Mozliwe byto przeprowadzenie dwoch syntez z jej udziatem oraz postuzyta za wzorzec
analityczny. Konieczne byto pozyskanie bakuchiolu inng drogg. W oficjalnym kanale dostepu, 250
mg bakuchiolu kosztowato 432 PLN [195] (w sklepie Merck — 1910 PLN [196]). W obliczu takiej
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sytuacji, zakupiony zostat surowy sktadnik kosmetyczny, w postaci gestego, brgzowego oleju,
w ilosci 1 g, za okoto 20 PLN [197]. Dzieki oczyszczaniu metodg chromatografii cieczowej, na
kolumnie, mozliwa byta znaczna redukcja kosztow przeprowadzenia tego eksperymentu. Choé
wstepny koszt zakupu probki z oficjalnego zrédta nie zostat ominiety, przyktad ten wskazuje jak
istotne w pracy badawczej jest szukanie alternatywnych zrédet surowcéw. Zwigzek ten zostat
scharakteryzowany przy pomocy techniki 1H NMR, a nastepnie uzyty bez dodatkowej obrdbki
w syntezie estru P3. Zwigzek ten podatny jest na dziatanie swiatta i zotknie w czasie dtuzszego
przechowywania, dlatego ta niskonaktadowa metoda jego pozyskania wypada niezwykle
korzystnie w zestawieniu ze zrodtami komercyjnymi.

Analizowana byla réwniez metoda ekstrakcji bakuchiolu z ziaren rosliny Bakuchi
(Psoralea corylifolia), korzystajac z techniki ekstrakcji w aparacie Soxhleta. Zaktadajac, ze
250 g surowego materiatu kosztuje 48 PLN [198], a wydajnos¢ uzyskania surowego ekstraktu
(eter naftowy) wynosi 12,92% [89], mozliwe bytoby otrzymanie 32,30 g surowego oleju. Daje to
koszt 1,49 PLN za 1 g ekstraktu. Rozwazajgc dalej wyniki uzyskane w publikacji [89], metoda
separacji tam zastosowana pozwolitaby na odzyskanie 6,68% czystego bakuchiolu z jego
ekstraktu, co daje 2,16 g tej substancji. Metoda ta wypada jednak mniej korzystanie niz
przedstawiony wczesniej przyktad izolacji z ekstraktu kosmetycznego, ze wzgledu na wyzsze
koszty wstepne oraz ryzyko bardziej obfitego zanieczyszczenia surowego preparatu po ekstrakgc;ji.
Niemniej stanowi to dobrg alternatywe wobec zakupu bakuchiolu w oficjalnym kanale dystrybuciji.

Kolejnym krokiem w poszerzeniu klasy zwigzkéw fenolowych dobudowywanych do
rdzenia MPA byly syntezy hymekromonu i umbelliferonu. Jako naturalnie wystepujgce pochodne
kumaryny, idealnie wpisywatyby sie w tematyke tego watku, jednak niemozliwe byt
przeprowadzenie ich kondensacji z MPA wedtug przytoczonych wczesniej warunkéw. Niemniej
jednak, zostaty one przeze mnie otrzymane w oparciu o reakcje kondensacji Pechmanna, ktorej
gtbwnym zatoZzeniem jest otrzymanie rdzenia kumarynowego (2H-chromen-2-onu).

Pierwszym uzyskanym zwigzkiem z tej klasy byt hymekromon. Jego otrzymywanie
prowadzitem w warunkach rozpuszczalnikowych, w obecnosci 1,4-dioksanu. Niektére metody nie
wymagajg jego uzycia [199], jednak zdecydowatem sie na ten wariant ze wzgledu na potencjalnie
lepsze rozprowadzanie ciepta w takim medium oraz che¢ ochrony substratu — resorcyny — przed
nadmiernym stezeniem kwasu siarkowego(VI), ktéory ma witasciwosci utleniajgce. Reakcje tg
charakteryzowata stosunkowo niska wydajnosé w poréwnaniu do zrédet literaturowych [200],
a wynika¢ to mogto z: zawodnienia i zanieczyszczenia substratow, a takze problemu kontroli
temperatury. W pierwszym etapie reakcji, konieczne jest potgczenie wszystkich jej sktadnikow
w obnizonej temperaturze. Nalezy mie¢ na uwadze, ze temperatura krzepniecia 1,4-dioksanu to
okoto 12°C, dlatego odbieranie ciepta nie jest mozliwe w sposéb efektywny. Chciatbym tez
nadmienic¢, iz wydajnos¢ tej reakcji w pracy [200] wynosi ponad 98%. Autorzy jednak schiadzajg
roztwor rezorcyny w 1,4-dioksanie z wykorzystaniem fazni lodowej, przed wkropleniem kwasu
siarkowego(VI), co czyni tak wysokg wydajnos¢ mato prawdopodobng. Jest to problem podobny
do tego opisywanego w przypadku otrzymywania 2-aminobenzo[d]tiazoli w podrozdziale punktu

rozdziatu 6.2.2.3. Inne syntezy, gdzie autorzy schtadzali uktad ponizej temperatury krzepniecia
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lodowatego kwasu octowego. Niemniej jednak produkt udato sie otrzymaé, a jego struktura
zostata okreslona z wykorzystaniem techniki *H NMR. Metody tej syntezy nie optymalizowano.
Ostatnim zwigzkiem otrzymanym w ramach tej klasy pochodnych byt umbelliferon. Tym
razem, reakcja Pechmanna obejmuje takze dekarboksylacje jednego z substratéow — kwasu
jabtkowego. Zaktada sie, iz w warunkach reakcji tworzy sie kwas formylooctowy, ktéry reaguje
juz w klasyczny sposéb z rezorcyng. Drastyczne warunki reakcji spowodowaty powstanie wielu
produktéw ubocznych, a takze produktéw degradacji substratow. Cho¢ zwigzek byt oczyszczony
metoda krystalizacji, nie doprowadzito to do usuniecia wszystkich zanieczyszczen. Pomimo tego,
zwigzek probowatem takze dobudowaé do rdzenia MPA, jednak bez powodzenia. Analiza
produktu niniejszej reakcji zostata dokonana z wykorzystaniem techniki H NMR. Przyktadowe
warunki tej transformacji przestawione sg w [201]. Metody tej przemiany nie optymalizowano.
Cho¢ nie zostato to ujete na wczesniejszych grafikach, probowatem réwniez otrzymac
pochodne MPA i: resweratrolu [202], a takze kapsaicyny [203], metodg estryfikacji Steglicha oraz
Mukaiyamy. Nie bylo to mozliwe, najpewniej ze wzgledu na zbyt stabo nukleofilowy charakter
grupy fenolowej kapsaicyny oraz konkurencyjnos¢ trzech grup fenolowych obecnych w strukturze
resweratrolu. Mieszaniny poreakcyjne analizowane technikg TLC wskazywaty na zerowy stropien
konwersji substratow. Pomyst ten zostat zaniechany ze wzgledu na brak postepu w otrzymaniu
pozadanych produktéw. Najprawdopodobniej, konieczne by byto uzycie innej metody aktywacji,
np. chlorek kwasowy, jednak z koniecznoscig ochrony wolnych grup fenolowych. Alternatywnie,
mozliwe by byto zastosowanie pterostilbenu zamiast resweratrolu, jednak z oczekiwang zmiang

bioaktywnos$ci [204].
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6.3.2. Test DPPH

Ponizej, w Tabeli 6, podano wyniki kolorymetrycznego testu DPPH opartego o aktywnos¢
typowo chemiczng. Wyniki zaprezentowano w formie wspétczynnika ICso, ktory stanowi o tym, ze

wskazana warto$¢ stezenia danej substancji powoduje zmiatanie rodnika DPPH w 50%.

Tabela 6. Wyniki testu DPPH otrzymane dla badanych estrow i zwigzkéw odnosnikowych

Typ pochodnej Symbol zwigzku ICso [MM]
MP1 23,788 + 0,411
MP2 3,724 + 0,230
MP3 12,239 £ 0,252¢
MP4 6,403 + 0,311
MP5 (1)
° MP6 14,902 + 0,340P¢
5 MP7 3,643 0,113
[ MP8 6,002 + 0,225¢
g MP9 0,373 + 0,041
2 P1 43,570 + 0,380'
g P2 11,667 + 0,113¢
P3 20,100 + 0,258"
P4 0,308 + 0,0312
P5 28,225 + 0,357
P6 35,844 + 0,403
p7 0,124 + 0,0002
MPA 15,733 £ 0,144
- MMF 18,962 + 0,2799
§ 2 RES 0,131 £ 0,000
N 5§ Trolox 0,008 + 0,000
° Witamina C 0,545 £ 0,000°

Wartosci odchylenia standardowego, za ktérymi znajduje sie ta sama litera (a-l), oznaczajg brak znaczacej
réznicy w probie, w odniesieniu do testu statystycznego Tukeya (p < 0,05); (|) — zwigzek wytrgcajacy sie.

Badane zwigzki zdolne sg do zmiatania stabilnego rodnika DPPH w sposob
proporcjonalny do uzytego stezenia. W wymiarze iloSciowym, ich zdolno$¢ do zmiatania tej
drobiny jest zadowalajgca, co mozna odnie$¢ to typowych zwigzkéw odnosnikowych: Troloxu
(ICs0 = 0,008 mM) i kwasu askorbowego (ICso = 0,545 mM). Ponadto, jako uzupetniajgca
referencje wykorzystano resweratrol, o dobrze udokumentowanych wiasciwosciach
antyoksydacyjnych [205, 206]. Naturalng konsekwencjg badania pochodnych MPA jest takze
odnoszenie ich parametréw do tych osigganych wiasnie przez MPA (ICso = 15,733 mM) oraz jego
proleku — MMF (ICso = 18,962 mM), ktory takze przynalezy do klasy estrow. Pochodnymi
0 najbardziej zaznaczonej aktywnosci antyoksydacyjnej byty zwigzki: P7 (ICso = 0,124 mM), P4
(ICso = 0,308 mM) oraz MP9 (ICso = 0,373 mM), istotnie przewyzszajgc w tej witasnosci
odnosnikowy MPA i MMF. Warto zaznaczy¢, iz te wskazane estry sg takze bardziej aktywne niz
kwas askorbowy, witamina C, ktéry jest znanym, naturalnym antyoksydantem zaangazowanym
w wiele procesow biochemicznych, a szczegodlnie tych opartych o zjawisko stresu oksydacyjnego

[48, 206]. Pozostate zwigzki prezentowaty umiarkowang zdolno$¢ do zmiatania rodnika DPPH.
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Cho¢ kazda ze wskazanych pochodnych posiada elementy odpowiedzialne za
stabilizacje rodnika, takie jak: izolowany lub sprzezony system wigzan nienasyconych
(aromatyczny i niearomatyczny), wolng grupe fenolowg, grupe aldehydowa, a takze grupe
metoksylowg (w ujeciu ogéinym — grupe donujgcg elektrony do ukfadu) [47, 207], niemozliwe
jest okreslenie zaleznosci struktura-aktywno$é. Zadna ze wskazanych funkcjonalnosci nie
przewaza nad inng w tym zestawieniu.

W grupie najbardziej obiecujgcych, potencjalnych antyoksydantéw, mianowicie: MP9, P4
i P7, te pierwsze dwa zawierajg dodatkowe (poza MPA) wigzania nienasycone i grupe funkcyjng
oddziatujgcg z pierscieniem aromatycznych poprzez efekty elektronowe. Ostatnia zas, nie
posiada zadnych uktaddéw sprzezonych, ktére mogtyby stabilizowac¢ rodnik, jedynie posiadajgc
grupe ketonowg w tancuchu bocznym.

Analizujgc jednak przyktad odwrotny, niemajgcy istotnie zaznaczonej wiasciwosci
antyoksydacyjnej, mozna zauwazy¢, ze zwigzek P3 majgc szereg wigzan nienasyconych, nie
wykazuje takiej aktywnosci na zakladanym poziomie. Przyktad P1 stanowi o tym, ze obecnosc¢
samego pierscienia aromatycznego nie predefiniuje wtasciwosci antyoksydacyjnych, wptywajac
jedynie w niewielkim stopniu na stabilizacje rodnika w tej klasie pochodnych MPA.

Powyzsze rozwazania podkreslajg jednak ziozono$¢ wiasciwosci redoks obserwowanych
w zwigzkach wielofunkcyjnych tego typu, ktére sg efektem naktadania sie, bgdz znoszenia, wielu
czynnikéw strukturalnych oraz energetycznych.

Warto tez dodad, iz na ostateczny wynik wartosci ICso moze mie¢ tez wptyw hydroliza
badanych estrow. Na przekor tej hipotezie staje jednak fakt, iz zwigzki te nie ulegajg degradac;i
w trakcie ich oczyszczania na powietrzu, zatezania ich roztworéw na wyparce prézniowej, ani
w warunkach analizy NMR, czy HPLC, ani w czasie przechowywania w -15°C. Jest zatem mato
prawdopodobne, iz ten czynnik falszywie obnizat wartos¢ tego wspétczynnika w testach DPPH,
prowadzonych w roztworach metanolowych, w temperaturze pokojowej, przy nieobecnosci

Swiatta.

6.3.3. Badania biologiczne

W niniejszym punkcie rozdziatu znajduje sie opracowanie odnoszgce sie do badan
biologicznych  estrowych pochodnych MPA. Eksperymenty te pokrywaja: analize
cytotoksycznosci wobec komérek AsPC-1, T-durkat i PBMC, wtasciwosci antyproliferacyjnych w
odniesieniu do linii komadrek T-Jurkat i PBMC, a takze analize mechanizmu dziatania w oparciu
o test GMP (komérki PBMCs). Badania te zostaty wykonane w oparciu o sprzet i zasoby Zaktadu
Immunologii Klinicznej i Transplantologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, a takze
0 materiaty zakupione z wewnetrznego dofinansowania (dziatania statutowe; nr zadania: 02-
10022/272). Eksperymenty te oraz opracowanie wynikdbw wykonata dr hab. inz. Dorota
Iwaszkiewicz-Grze§ z Zakiadu Immunologii Klinicznej i Transplantologii Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego.
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6.3.3.1. Aktywnos¢ cytotoksyczna w odniesieniu do linii komérek AsPC-1

W Tabeli 7 zgromadzone zostaty wartosci wspotczynnika ICso osiggane przez najbardziej
obiecujgce, w tescie DPPH, zwigzki antyoksydacyjne, w odniesieniu do MPA, MMF i gemcytabiny
(GEM). Warto$c¢ ta oznacza stezenie zwigzku P4, P7 lub MP9 (a takze odnos$nikow), przy ktérym
rozwo6j komoérek AsPC-1 zostaje zahamowany w 50%. Zredukowana liczba zwigzkéw
testowanych w warunkach tej linii komdrkowej wynika z checi minimalizacji kosztow i zbadania
czgsteczek o najwiekszym, prawdopodobnym potencjale przeciwutleniajgcym. Graficzna
reprezentacja wynikow Tabeli 7 znajduje sie na Rysunku 42.

Tabela 7. Cytotoksyczno$¢ najbardziej obiecujgcych antyoksydantéw i gemcytabiny (jako zwigzek

odniesienia) wobec linii komérek AsPC-1, wyrazona w postaci wspéitczynnika ICso (n = 3).
Linia komoérek AsPC-1

Symbol zwigzku 1Cs0 [UM]
P4 2,867** £ 0,049
P7 2,453** + 0,092
MP9 3,812** £ 0,517
MPA 1,740 £ 0,259
MMF 2,029 + 0,042
GEM 0,025** + 0,001

Istotno$¢ wyniku zostata obliczona z wykorzystaniem dwustronnie niesparowanego testu T; wyniki uznaje
sie za istotne statystycznie w oparciu o nastepujgce kryteria: * (p < 0.05), ** (p < 0.01), i *** (p < 0.001),
z MPA jako odniesieniem.

Wyniki niniejszych badan wskazujg, ze kazda z testowanych pochodnych wykazuje
wiasciwosci cytotoksyczne wobec komérek AsPC-1 w tym samym rzedzie wielko$ci co zwigzki
odniesienia, jednak dwa rzedy wielkosci stabiej niz gemcytabina. Ten ostatni zwigzek jest znanym
chemoterapeutykiem uzywanym w leczeniu raka trzustki. Nalezy podkresli¢, ze te eksperymenty
nie byty przeprowadzone z myslg o przewyzszeniu witasciwosci przeciwrakowych gemcytabiny
przez estrowe pochodne MPA, a sg one probg odnalezienia nowych zastosowan czgsteczek
opartych o rdzen MPA, ze wskazaniem aktywnosci opartej o modyfikowanie komérkowych
procesow redoks. Linia komaérek nowotworowych raka trzustki, AsPC-1, zostata wybrana z tego
powodu, ze jej proliferacja wigzana jest z reaktywnymi formami tlenu (ROS) i wrazliwoscig na
wolne rodniki [208, 209].

Na podstawie tych testéw nie mozna wnioskowad, iz grupy funkcyjne stabilizujgce rodnik
(np. system sprzezonych wigzan podwojnych) przektadajg sie bezposrednio na aktywnosc
cytotoksyczng wobec komodrek raka trzustki, gdzie stres oksydacyjny gra kluczowg role
w patogenezie tej choroby. Cho¢ keton malinowy ma udowodnione wilasciwosci
przeciwutleniajgce [210], jego estry nie muszg ich posiadaé, najpewniej przez utrate wolnej grupy
fenolowej, ktdra jest istotha z punktu widzenia proceséw rodnikowych, co dodatkowo sugeruje
brak decydujgcego wptywu mozliwej hydrolizy. W przypadku czgsteczki P7, to wtasnie obecnos¢
rdzenia MPA najpewniej odpowiada za te aktywnosc.

Warto nadmienic, ze procesy redoks zachodzgce w komérkach, wigczajgc w to wczesniej
wymieniony stres oksydacyjny, zwigzane sg z réwnowagg pomiedzy tworzeniem wolnych

rodnikbw, a ich zmiataniem [210]. Stgd obecnos$é potencjalnie pro-oksydacyjnych grup

180




ketonowych (w odniesieniu do uktadéw chinonowych [47]) nie wyklucza istotnoéci tego typu grup
funkcyjnych w aktywnosci antyoksydacyjnej. Nieznacznie wyzsze wartosci cytotoksycznosci,
osiggniete dla pochodnej o-kumaranu metylu (P4, ICso = 2,867 uM) oraz izoeugenolu (MP9, I1Cso
= 3,812 uM), w odniesieniu do pochodnej ketonu malinowego (P7, ICso = 2,453 uM), w pewnym
ograniczonym zakresie, potwierdzajg to rozumowanie.

Warto zauwazy¢, ze niektore niekorzystne skutki uboczne powodowane przez MPA
mogg przynajmniej czesciowo wynika¢ z wywotywanego przez niego stresu oksydacyjnego [28].
Dlatego tez, cho¢ nie zaobserwowano korelacji pomiedzy dziataniem przeciwutleniajgcym
w tescie DPPH a dziataniem cytotoksycznym badanych koniugatéw MPA wobec komérek AsPC-
1, zwigzki te mogg potencjalnie dostarczy¢ chemoterapeutykdw o zmniejszonej toksycznosci,
podobnej do ketonéw malinowych, ktére badano jako inhibitory ROS w terapiach

cyklofosfamidowych [211].
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Rysunek 42. Graficzna reprezentacja hamowania proliferacji (ICso) komorek AsPC-1, poprzedzona
dziataniem najbardziej obiecujgcych antyoksydantdéw i gemcytabiny (jako zwigzek odniesienia) przez 72
godziny (n = 3).

6.3.3.2. Aktywnos¢ cytotoksyczna w odniesieniu do linii komérek T-Jurkat oraz PMBCs

Ponizej, w Tabeli 8, znajdujg sie wyniki badan cytotoksycznosci wszystkich estrowych
pochodnych MPA (MP1-MP9, P1-P7), oraz zwigzkéw referencyjnych, wobec komérek PMBC i
T-Jurkat, w warunkach kolorymetrycznego testu XTT. Przedstawione wartosci prezentujg
stezenie zwigzku, przy ktérych dochodzi do zahamowania przezywalnosci komérek w 50%. Choé
zwigzki te pierwotnie miaty by¢ badane w kontekscie aktywnosci antyoksydacyjnej, wykonanie
testow wtasciwosci antyproliferacyjnej (wobec linii T-Jurkat w odniesieniu do zdrowych komérek)
wydaje sie by¢ zasadne, gdyz jest to klasa estréw opartych o rdzen MPA. Dodatkowo, na
Rysunku 43 znajduje sie graficzna reprezentacja analizy tej bioaktywnosci dla wybranych
pochodnych MPA.
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Tabela 8. Cytotoksycznos¢ estrowych pochodnych MPA, ustalone w oparciu o test XTT wobec komdrek
PBMC i T-Jurkat

Symbol ICs0 [MM] 1S [—]
zwigzku PBMCs T-Jurkat
MP1 14,782 £ 0,016 0,982 £ 0,005 15,051
MP2 22,519 + 0,039 1,748 + 0,006 12,883
MP3 10,588 + 0,040 4,443 £ 0,007 2,383
MP4 23,484 + 0,015 5,330 £ 0,005 4,406
MP5 30,698 + 0,024 2,325 + 0,004 13,203
MP6 14,715 £ 0,045 — —
MP7 30,433 + 0,044 1,406 + 0,004 21,645
MP8 17,782 £ 0,011 1,705 + 0,002 10,429
MP9 21,153 + 0,015 1,964 + 0,002 10,770
P1 125,475 + 0,025 1,073 £ 0,002 116,938
P2 16,349 £ 0,010 2,473 £ 0,004 6,611
P3 14,117 £ 0,007 — —
P4 25,887 + 0,017 1,658 + 0,003 15,613
P5 9,948 + 0,046 1,582 + 0,003 6,288
P6 8,836 £+ 0,020 — —
P7 50,294 + 0,019 2,410 + 0,002 20,869
MPA 18,732 £ 0,030 0,527 + 0,040 35,558
MMF 16,613 + 0,041 0,740 £ 0,034 22,456

‘I]S k—tselektywnoéé wewnetrzna; zdefiniowana jako stosunek wartosci ICso PBMCs do ICso komoérek T-
urkat.

W odniesieniu do testu XTT wykonanego dla komérek PBMC pod wptywem badanych
zwigzkdw mozna zaobserwowaé, iz niemal potowa estréow jest silniej cytotoksyczna niz
odnosnikowe MPA i MMF. W eksperymentach wykonanych na linii komérek T-Jurkat sytuacja
jest zgota odwrotna i wszystkie z analizowanych czgsteczek sg mniej cytotoksyczne, zwykle
posiadajgc wspotczynnik 1Cso 0 rzgd wielkosci mniejszy niz zwigzki referencyjne. Pochodna
gwajakolowa, MP1, ma ten parametr zbiezny z tym osigganym dla MPA. Warto nadmienic, ze
istotnie zredukowana cytotoksycznos¢ estréw MP4, MP3, P2 i P7, wobec komérek T-Jurkat jest
takze obserwowana, a wiekszo$¢ z nich zawiera ugrupowanie aldehydowe, bgdz ketonowe
w swej strukturze. Trendu tego nie mozna jednak potwierdzi¢, gdyz wartos¢ wspotczynnika ICso
dla P5 jest stosunkowo niska, zatem nie powinno sie wigzaé¢ obecnosci grupy karbonylowej
z wiasciwosciami immunosupresyjnymi w tej serii zwigzkow.

Wysoka warto$¢ ICso wobec PBMCs, a takze niska wartos$¢ ICso wobec komorek T-Jurkat,
moze sSwiadczy¢é o selektywnosci estrowych pochodnych MPA w kierunku komérek
biataczkowych. Nalezy to odebra¢ w ten sposdb, ze koniugat taki jest stabo cytotoksyczny wobec
zdrowych komodrek, a wysoce wobec komodrek biataczkowych. Istotnie wysokie wartosci
wewnetrznego wspoétczynnika selektywnosci (ang. internal selectivity, I1S) obserwuje sie dla P1,
MP7, P7, P4 i MP1, wskazujgc na ich potencjat immunosupresyjny. Pochodna sezamolowa, P1,
wypada w tym zestawieniu najlepiej, trzykrotnie przewyzszajgc parametr IS dla MPA i 5-krotnie
dla MMF.
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Rysunek 43. Krzywe zaleznosci odpowiedz-dawka determinujgce warto$¢ wspétczynnika I1Cso dla
estrowych pochodnych MPA, w odniesieniu do MPA i MMF. (A) PBMCs inkubowano przez 96 godzin, za$
(B) komérki T-Jurkat w ciggu 48 godzin, w obecnosci réznych stezehn badanych zwigzkéw (100; 50; 25; 10;
1;0,1i 0,01 uM; MPA, MMF, pochodne estrowe MPA). Wykresy podzielono ze wzgledu na typ pochodnej
(MP lub P). Po wskazanym wcze$niej okresie inkubacji, dotki zadano odczynnikiem XTT nad 24 godziny.

Kazdy punkt pomiarowy odpowiada trzem niezaleznym eksperymentom, a ilosciowo — Sredniej
arytmetycznej + odchylenie standardowe. Wykaz znaczen: T-Jurkat cells — komorki T-Jurkat; viability —

przezywalnosc¢; concentration — stezenie molowe.

6.3.3.3. Aktywnos¢ antyproliferacyjna w odniesieniu do linii komérek T-Jurkat oraz PMBCs

W Tabeli 9 zaprezentowano wyniki testu opartego o barwnik VPD 450, w odniesieniu do
komoérek PBMC i T-Jurkat, w czasie dziatania na nie pochodnymi estrowymi oraz MPA i MMF.
Efekty te wyrazone sg przy pomocy wspotczynnika ECso, ktory stanowi o tym, ze przy okreslonym
stezeniu nastepuje zahamowanie proliferacji komoérek o 50%. Dodatkowo wyznaczony zostat
wskaznik IS, ktéry wskazuje na selektywnosé pochodnej wobec tych dwéch linii komérkowych,
wewnatrz proby. Graficzna prezentacja wynikdow tego testu dla wybranych estréow zostata
przedstawiona na Rysunku 44.

183




Tabela 9. Aktywnos$¢ antyproliferacyjna estrowych pochodnych MPA, ustalona w oparciu o test VPD450
wobec komérek PBMC i T-Jurkat

Symbol ECso [pM] 1S [—]
zwigzku PBMCs T-Jurkat
MP1 1,106 + 0,004 0,780 £ 0,034 1,418
MP2 5,395 £ 0,006 2,642 £ 0,035 2,042
MP3 13,742 £ 0,005 4,458 + 0,040 3,083
MP4 2,900 + 0,005 7,509 + 0,036 0,386
MP5 11,406 £ 0,003 1,082 + 0,036 10,542
MP6 1,162 + 0,003 0,662 + 0,031 1,755
MP7 7,734 £ 0,007 4,923 £ 0,034 1,571
MP8 1,154 + 0,003 1,735 + 0,023 0,665
MP9 2,356 + 0,003 1,836 + 0,043 1,283
P1 1,152 + 0,004 2,012 £ 0,042 0,573
P2 1,417 + 0,003 4,477 £ 0,033 0,317
P3 1,052 + 0,004 1,340 + 0,035 0,780
P4 4,865 + 0,004 3,526 + 0,045 1,380
P5 1,656 + 0,003 2,357 +£0,023 0,703
P6 2,215 + 0,004 2,840 + 0,033 0,780
P7 1,047 + 0,006 2,226 £ 0,044 0,470
MPA 1,154 + 0,006 0,924 + 0,034 1,249
MMF 1,037 + 0,006 0,609 £ 0,030 1,704

‘I]S k—tselektywnoé(: wewnetrzna; zdefiniowana jako stosunek wartosci ECso PBMCs do ECso komérek T-
urkat.

Z przeprowadzonych eksperymentéw wynika, ze zdecydowana wiekszos¢ (12 z 16
wobec PBMCs i 14 z 16 wobec linii komoérek T-Jurkat) pochodnych ma wartosci ECso wyzsze niz
te osiggane przez MPA. Zadna ze wskazanych pochodnych nie przewyzsza wtasciwosci MMF
w tych dwdch rodzajach eksperymentéw. Warto jednak podkresli¢, ze niektére z nich hamujg
stosunkowo efektywnie proliferacje tego drugiego rodzaju komoérek. Sg nimi pochodne: MP6
(0,662 uM), MP1 (0,780 pM) i MP5 (1,082 uM). W odniesieniu do PBMCs, szes¢ z szesnastu
estrow (P7, P3, MP1, P1, MP8 i MP6) prezentujg wartosci ECso ha podobnym poziomie co MPA
i MMF, co zbiezne jest takze z poprzednig analizg co do cytotoksycznosci. Pozostate zwigzki
majg jednak aktywno$¢ antyproliferacyjng o co najmniej jeden rzad wielkosci stabszg niz
analizowane zwigzki odnosnikowe.

Im wyzsza jest warto$¢ wspotczynnika IS, tym wieksza jest prawdopodobna skutecznos$é
wobec komérek T-Jurkat, a mniejsza wobec PBMCs. Wskazuje to na swoistg selektywnos¢
wobec komoérek raka w stosunku do komérek pochodzacych od zdrowego dawcy. Najwyzsza
wartos¢ tego parametru obserwowana jest w przypadku pochodnych MP5, MP3, MP2, MP6
i MP7. Istotnie nizsze wartosci IS dla estréw z grupy P (P1-P7) wskazuje na wyrazniej zaznaczony
charakter cytotoksyczny tych pochodnych, gdyz silniej, w tym zestawieniu oddziatujg na zdrowe

komorki.
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Rysunek 44. Krzywa zalezno$ci odpowiedz-dawka determinujgca wartos¢ wspétczynnika ECso dla
estrowych pochodnych MPA. (A) Ludzkie PMBCs, znakowane barwnikiem VPD 450, byty hodowane w
obecnosci roznych stezen badanych zwigzkéow (100; 50; 25; 10; 1; 0,11 0,01 uM; MPA, MMF i pochodne
estrowe), a nastepnie stymulowane przeciwciatami przeciwko CD3 | CD28, osadzonymi na drobinach
magnetycznych, przez 72 godziny. (B) Komérki T-Jurkat, znakowane barwnikiem VPD 450, byty
inkubowane w obecnosci réznych stezen badanych zwigzkéw (100; 10; 1; 0,11 0,01 uM; MPA, MMF i
pochodne estrowe) przez 48 godzin. Proliferacja komoérek byta analizowana z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej. Wyniki wyrazono w postaci sredniej arytmetycznej + odchylenie standardowe. Wykaz
znaczen: T-Jurkat cells — komorki T-Jurkat; proliferation — proliferacja; concentration — stezenie
molowe.

6.3.3.4. Wskaznik Selektywnosci (Sl)

W tym punkcie rozdziatu, w Tabeli 10, zaprezentowano parametr zwany indeksem
selektywnosci (ang. selectivity index, Sl), ktory jest wspétczynnikiem opisujgcym zaleznosc¢
pomiedzy dwoma réznymi badaniami (zewnetrzny wspotczynnik selektywnosci). Po wyznaczeniu
tego parametru, mozliwe jest przyblizone oszacowanie, czy badany zwigzek jest bardziej
cytotoksyczny wobec danych komoérek, czy efektywny na drodze aktywnosci antyproliferacyjne;.
Im wyzsza jego wartos¢, tym nizsze ryzyko zaobserwowania efektu cytotoksycznego wobec

zdrowych komoérek (tu: PBMC) i wieksza sita dziatania na komérki raka (tu: linia T-Jurkat).
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Tabela 10. Wskaznik selektywnosci (Sl) okreslony dla wartosci miedzyseryjnej cytotoksycznosci i
aktywnosci antyproliferacyjnej

. SI [—]

Symbol zwiazku PBMCs T-Jurkat
MP1 13,365 1,259
MP2 4,174 0,662
MP3 0,770 0,997
MP4 8,098 0,710
MP5 2,691 2,149
MP6 12,664 —
MP7 3,935 0,286
MP8 15,409 0,983
MP9 8,978 1,070
P1 108,919 0,533
P2 11,538 0,552
P3 13,419 —
P4 5,321 0,470
P5 6,007 0,671
P6 3,989 —
P7 48,036 1,083
MPA 16,232 0,570
MMF 16,020 1,216

SI — wskaznik selektywnosci; selektywno$¢ zewnetrzna; zdefiniowany jako stosunek wartosci

wspotczynnika ICso do ECso okreslony osobno dla eksperymentéw z wykorzystaniem PBMCs i linii komoérek
T-Jurkat

Z analizy powyzszych wartosci wynika, iz P1, P7 i MP8 majg wyraznie wyzsze wartosci
parametru Sl, wynikajace z badan na PBMCs niz pozostate pochodne. W przypadku wynikéw na
linii komodrek T-Jurkat — nie obserwuje sie wyraznie wysokich wartosci tego parametru, chociaz
dla MP5, MP1 i P7 sg najwyzsze, poréwnujgc do MPA i MMF.

Dla tej grupy pochodnych okreslony zostat takze wspétczynnik selektywnosci, Sl, ktéry
stanowi 0 mozliwosci dalszego wykorzystania pochodnych w dalszych badaniach biologicznych.
Ogodlnie przyjmuje sie, ze im wyzsza wartos¢ Sl tym zwigzek potencjalnie wykazuje korzystniejsze
wlasciwosci terapeutyczne (ang. druglikeness). Najwyzsze warto$ci zaobserwowano dla
pochodnej P1i P7 (w odniesieniu do PBMCs) i MP5, MP1 oraz P7 (wobec komoérek T-Jurkat).

Motyw strukturalny ketonu malinowego, obecny w estrze P7 ponownie wyrdznia sie, gdyz
wartos¢ wspotczynnika Sl jest wysoka w przypadku obu typéw komérek. Dodatkowo, pochodna
sezamolu P1 ze wzgledu na swdj niemal 7-krotnie wyzszy potencjat niz MPA i MMF, daje pewne
przestanki o tym, ze zwigzek ten jest bezpieczny wobec zdrowych komorek, jednoczesnie
utrzymujgc aktywnosé antyproliferacyjng w kierunku komérek raka (linia T-Jurkat). Dzieki tej

analizie, P1 zostat powziety do dalszych eksperymentéw, tym razem w tescie GMP.
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6.3.3.5. Test GMP
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Rysunek 45. Aktywnos¢ antyproliferacyjna MPA, MMF i szeregu estrowych pochodnych MPA.
Wybarwione VPD 450 PBMCs, w obecnosci roznych stezen zwigzkow (50; 25; 10; 1i 0,1 uM; MPA, MMF i
pochodne estrowe), stymulowane przeciwciatami przeciwko CD3 i CD28, hodowano z dodatkiem lub z
brakiem dodatku 50 uM GMP przez 72 godziny. Proliferacja komérek byta oceniania przy uzyciu cytometrii
przeptywowej. Proba ta jest zwana testem GMP w niniejszym opracowaniu. Wykaz znaczen: proliferation
— proliferacja; concentration — stezenie molowe.

Na Rysunku 45 przedstawiono zalezng od stezenia aktywnos$¢ proliferacyjng PBMCs,
w obecnosci GMP. Zasade funkcjonowania i interpretacje testu GMP przedstawiono juz
wczesniej (6.2.3.4. Test GMP).

Cho¢ syntezowane zwigzki pierwotnie miaty mie¢ wiasciwosci antyoksydacyjne, ich
pierwotna aktywnos$¢ immunosupresyjna wynikajgca z obecnosci rdzenia strukturalnego MPA,
nadal jest obserwowana. Na podstawie tego zatozenia, test GMP zostat wykonany dla najbardziej
obiecujacych przyktaddw, to jest pochodnych: P7, P4, MP9, a takze P1, ktére wykazaty uprzednio
dobrg aktywnos$¢ antyoksydacyjng w tescie DPPH lub tak jak w przypadku pochodnej P1 —
najlepszy rezultat badan na komérkach PBMC oraz T-Jurkat (najwyzsza warto$¢ wspotczynnika
selektywnosci). W istocie, pochodne te zachowujg sie w ten sam, zalezny od stezenia sposob
w tym eksperymencie, w poréwnaniu do znanych inhibitoréw IMPDH, jakimi sg MPA i MMF.
Mozna te dane odczyta¢ w ten sposdb, ze ta klasa estrowych pochodnych MPA dziata wediug
tego samego mechanizmu dziatania co znane zwigzki referencyjne. Choé¢ trudno wigzac¢ to
z aktywnos$cig antyoksydacyjng, wiasnosci immunosupresyjne, co do mechanizmu, zostaty

jednak zachowane.
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6.3.4. Podsumowanie
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Rysunek 46. Abstrakt graficzny podsumowujacy prace nad nowymi pochodnymi estrowymi MPA.

Podsumowujac, otrzymane estrowe pochodne, podobnie jak wzorcowe MPA i MMF,
petnig role inhibitora IMPDH w testach na PBMCs. Wbudowanie struktury fenolu pochodzenia
naturalnego w rdzen MPA ma wptyw na wiasciwos$ci przeciwutleniajgce, co wykazano testem
DPPH, jednak w wigkszosci wypadkéw niedostatecznie silnie. Najbardziej obiecujgce
przeciwutleniacze okazaty sie mie¢ wtasciwosci cytotoksyczne na podobnym poziomie co MPA
i MMF, w warunkach linii komoérkowej AsPC-1. Wysoka wartos¢ wspotczynnika Sl dla P1 i P7 nie
jest jednak zbiezna z wynikami osiggnietymi dla tych zwigzkéw w tescie DPPH, co wskazuje na
ich aktywnos¢, przede wszystkim, immunosupresyjng, podobng do MPA, a nie
przeciwutleniajgca.

Badania te stanowig zaledwie wstep do analizy aktywnosci przeciwutleniajgcej.
Potencjalne kierunki kontynuacji tych badan obejmujg weryfikacje w testach biologicznych (np.
GPx, SOD), a takze innych testach typowo chemicznych (np. test ABTS), aby przyblizy¢ sie do
zrozumienia mechanizmu dziatania, a takze nakresli¢ w jakim stopniu wiasciwosci
antyoksydacyjne wptywajg na bazowg aktywnosé immunosupresyjng pochodnych MPA.
Koncept niniejszych badan przedstawiony zostat podsumowany w formie abstraktu graficznego
na Rysunku 46.

6.4. Bioizosteryczne pochodne MPA
6.4.1. Odwrotne dokowanie

W zwigzku z probg odejscia od klasycznej witasciwosci MPA jakg jest aktywnos¢
immunosupresyjna, konieczne byto znalezienie nowego celu molekularnego dla projektowanej
klasy czgsteczek bioizosterycznych. Analiza wynikéw badan nad amidowymi pochodnymi MPA

podkreslita istotnosé atomow tlenu i azotu w terminalnym fragmencie rdzenia MPA, a dokfadniej
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— jego grupy karboksylowej. To doprowadzito mnie do klasycznych inhibitorow HDACs
i potencjalnych bioizosteréw opartych o dostepny syntetycznie rdzeh 1,3,4- oraz 1,2,4-
oksadiazolu, a takze o prostsze uktady np. kwas hydroksamowy, amid pierwszorzedowy, czy
hydrazyd. Narzedzie jakim jest odwrotne dokowanie umozliwito mi zweryfikowanie moich zatozen
teoretycznych, gdyz dzieki niemu wskazywane sg nowe cele molekularne dla ligandéw o znanej
budowie.

Serwer PharmMapper umozliwit mi bezpfatne przeanalizowanie 18 czgsteczek pod
katem ich dopasowania do enzymoéw tam zdeponowanych. Efektem tego dziatania jest
otrzymanie surowej listy celédw molekularnych, ktdra rozréznia poszczegdlne czgsteczki pod
katem ich stopnia dopasowania do danego biatka. Lista ta stanowi podstawe pod dalsze

rozwazania.

PRZYGOTOWANIE DANYCH DO ANALIZY
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SUROWA LISTA GENOW SUROWA LISTA CELOW MOLEKULARNYCH/
Rysunek 47. Algorytm przygotowania danych do analizy w ramach odwrotnego dokowania na podstawie
MPA-CO-NH-OH

Opracowanie wynikéw odwrotnego dokowania byto wykonane w nastepujacy sposéb —
uzyskang liste 1000 celéw molekularnych przepisano na liste genéw kodujgcych te biatka,
a nastepnie uzupetniono braki wynikajace z ré6znych notacji zapisu. W efekcie stworzytem liste
gendw dla poszczegdlnych ligandéw (Rysunek 47), ktérg nalezato w jaki§ sposdb zawezic.
W zwigzku z tym, ze istotng cechg wspding analizowanych czgsteczek jest ich okreslony rdzen
strukturalny, wydzielono cze$¢ wspolng kazdej z wygenerowanych list dla klasy:
1,3,4-oksadiazoli, 1,2,4-oksadiazoli, a takze bioizosterow niecyklicznych (Rysunek 48).
W dalszej kolejnosci przeanalizowano takie zbiory z wykorzystaniem oprogramowania

Cytoscape, a efekty sg podsumowane w ostatnim wierszu kazdej sekcji Tabeli 11.
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PRZYGOTOWANIE LISTGENOW OPARTYCH O WSPOLNY MOTYW STRUKTURALNY

wydzielanie w ramach
klasy pochodnych
bioizosterycznych

SUROWE LISTY GENOW

LISTY GENOW WSPOLNE
K DLA GRUPY BIOIZOS TEROW

Rysunek 48. Wydzielenie list genéw w ramach jednego motywu strukturalnego

W zwigzku z tym, ze nieodzownym zwigzkiem referencyjnym w analizie otrzymywanych
przeze mnie pochodnych jest MPA, ustalitem osobno liste jego celéow molekularnych (1000),
a nastepnie liste gendw, ktéra podzniej zostata zawezona w oparciu o geny zwigzane
z karcynogenezg (zrodtem tych informacji byta baza danych GeneCards). Listy takie wykonatem
réwniez dla MMF jako istotnego klinicznie proleku MPA, a takze dla Panobinostatu. Ten ostatni
jest wynikiem rozwazan natury teoretycznej na podstawie Zrédet literaturowych, ktére wskazaty,
iz istotna jest zbieznos¢ strukturalna pochodnych amidowych MPA z typowymi inhibitorami
HDACs. Zwigzek ten jest znany z bycia nieselektywnym inhibitorem tej ostatniej klasy enzymow,
dlatego idealnie wpisuje sie w te rozwazania. Podsumowaniem tej aktywnos$ci jest Rysunek 49.
Ze wzgledu na to, ze listy zwigzane z karcynogenezg majg charakter roboczy, nie wydzielitem ich

na rysunku. Kazdy ze zwigzkéw referencyjnych ma jednak swojg osobng liste.

PRZYGOTOWANIE LISTGENOW OPARTYCH O KARCYNOGENEZE DLA CZASTECZEK WZORCOW

geny odpowiedzialne
za procesy
rakowacenia

——

T, baza danych
GeneCards

SUROWE LISTY GENOW LISTY GENOW ZWIAZANYCH
(MPA, MMF, PANO) Z RAKOWACENIEM
(MPA, MMF, PANO) /

Rysunek 49. Wydzielenie list gendw powigzanych z procesami karcynogenezy dla poszczegdlnych
zwigzkow referencyjnych
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W efekcie powstaty zbiory gendw zwigzanych z dang klasg bioizosteréw oraz
odpowiednim zwigzkiem referencyjnym, a takze uwspodlnione zostato zestawienie pochodzace od
danej czagsteczki odnosnika i wspdlnych celéw molekularnych dla wszystkich zwigzkéw. Ta

metodologia analizy zostata przedstawiona na Rysunku 50.
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Rysunek 50. Podsumowanie sposobu analizy (zawezania) poszczegdlnych wynikdw w ramach
odwrotnego dokowania
Powyzsze podejscie ma na celu zachowanie mozliwe jak najwiekszej liczby cech
indywidualnych dla poszczegdlnych grup czasteczek, ktére niewatpliwie sg tracone poprzez
uwspolnianie oraz procedury limitujgce w ramach stosowanych oprogramowan. Oczywiscie,
mozliwa jest analiza kazdego z ligandéw z osobna, jednak jest ona wysoce czasochtonna,
a i celem tego badania jest wskazanie wspdlnego celu molekularnego dla tej klasy czgsteczek.
Alternatywnym podejSciem do analizy poszczegélnych zwigzkow jest interpretacja
z wykorzystaniem narzedzia DAVID, jednak nie bedzie ono tutaj omawiane szczegdétowo, przy

czym zgrubny opis metodologii analizy podany jest w czesci eksperymentalne;.
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Najwazniejsze cele molekularne wynikajgce z niniejszego podejscia zostaty
przedstawione w Tabeli 11.

Tabela 11. Zestawienie wynikdw odwrotnego dokowania dla pochodnych bioizosterycznych MPA
Typ pochodnych bioizosterycznych

1340X 1240X Niecykliczne

TP53, HSP90AAL,
H3C12, HDACG6

HSP90AAL, CD4,
H3C12, HDAC6

Bez odniesienia
H2AX, B2M,
HLA-G, IMPDH1

EXOSC9, B2M, HLA-E

HSP90AAL, H3C12,

B2M, HDACG6
HSP90AA1, H3C12,
_ B2M, HDAC6 -
W odniesieniu do MPA
_ . B2M, RAC1,
H2AX, IMPDH1
B2M, HIBCH, HLA-E
TP53, HSP90AA1, . .
ESR1, HDAC6
HSP90AA1, ESR1,
o CDK2, HDAC6 _
W odniesieniu do MMF
. . EXOSC3, B2M,
HIBCH, IGF1R
EXOSC9, B2M, HLA-G, HIBCH
TIP53, HSP90AA1,
EXOSC9, HDAC6 _ _
. HSP90AA1, CD4, .
W odniesieniu do ALB, HDAC6
PANO EXOSC3, B2M,

HIBCH, IMPDH1

EXOSC9, B2M, HIBCH, HLA-E

Z powyzszego zestawienia wynika jasno, iz uwspdlnianie danych dla wszystkich grup
bioizosteréw kazdorazowo usuwa HDACS, jego substrat — Hsp90AA1, a takze IMPDH z listy
celéw molekularnych. Wynika to z faktu, iz pochodne cykliczne nie oddziatujg tak efektywnie
z IMPDH, jak warianty niecykliczne. Podobna sytuacja jest w przypadku inhibicji HDAC6 —
warianty niecykliczne mniej efektywnie oddziatujg z tym enzymem, niz te cykliczne. Z tego wtadnie
powodu analiza ta zostata mozliwie poszerzona (niezredukowana) na odpowiednim etapie.

Na Rysunku 51 przedstawiono diagram Venna, dla poszczegolnych podgrup

bioizosterdw, ktéry pomdgt w wyodrebnieniu czesci wspdlnej w ramach kazdej z nich. Najwieksza
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utrate celdw molekularnych notuje sie w grupie bioizosteréw niecyklicznych. Poprzez strate
rozumie sie cele indywidualne, kiére w procesie zawezania sg odrzucane. Niemniej jednak
wygenerowana zostaje taka liczba biatek, ktéra pozwala na swobodng analize oraz pézniejsze
ograniczanie puli, zgodnie ze stopniem powigzania celéw ze sobg (parametr Degree). Cele

indywidualne nie sg jednak omawiane w tym opracowaniu.

Rysunek 51. Diagramy Venna dla poszczegdlnych klas bioizosterow

Najcenniejszym wnioskiem ptyngcym z tej analizy jest fakt, iz zgodnie z oczekiwaniami,
bioizostery cykliczne sg najlepiej dopasowane do HDACG6 oraz Hsp90AA1, a te niecykliczne —
do IMPDH1. Niemniej jednak, kazdy z tych celéw molekularnych jest istotny dla niniejszego
opracowania. Poza tym, stosunkowo czesto pojawiajg sie takie proteiny jak: TP53, H3C12, B2M,
czy EXOSCO9.

TP53 to gen supresorowy nowotworow, kodujgcy biatko p53, ktére reguluje cykl
komarkowy, indukuje apoptoze i wspiera naprawe DNA w odpowiedzi na stres komérkowy [212].
H3C12 koduje wariant histonu H3, ktory jest kluczowym sktadnikiem chromatyny i bierze udziat
w regulacji struktury chromosoméw oraz transkrypcji [213]. B2M to biatko bedace skfadnikiem
gldéwnego uktadu zgodnosci tkankowej klasy | (MHC ) znajdujgce sie na powierzchni niemal
wszystkich komérek w organizmie. Kompleks ten odpowiedzialny jest za prezentowanie

antygenow limfocytom T, stad jest istotny dla uktadu odpornosciowego w identyfikaciji chorych
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komoérek i nastepczej, wiasciwej reakcji immunologicznej [214]. EXOSC9 jest sktadnikiem
kompleksu egzosomu (maty pecherzyk zewnatrzkomorkowy, umozliwiajacy komunikacje miedzy
komadrkami, odgrywajgcy wazng role w odpowiedzi immunologicznej, regeneracji tkanek czy
progresji nowotworéw), ktéry uczestniczy w degradacji RNA i obrébce rRNA, mRNA i innych
rodzajow RNA. Dysfunkcja EXOSC9 moze zaburza¢ prace RNA, tym samym prowadzac do
stresu komoérkowego, co aktywuje p53 [215].

Geny TP53, H3C12, B2M i EXOSC9 taczg sie poprzez kluczowe procesy komérkowe,
takie jak regulacja transkrypcji, stabilizacja RNA i odpowiedz na stres, co jest istotne w kontekscie
nowotwordw i regulacji homeostazy komérkowej. TP53 kodujgc biatko p53, ktére wplywa na
ekspresje genéw i metabolizm RNA, moze by¢é modulowane przez EXOSC9. Histon H3 reguluje
strukture chromatyny, zas B2M, zwigzany z odpowiedzig immunologiczng, moze podlegaé
regulacji przez p53.

Cho¢ w tym opracowaniu wyréznia sie inng izoforme enzymu IMPDH, do dalszej analizy
powzieto IMPDH2. Wynika to z faktu, iz byta ona uzyta w poprzednich badaniach nad amidowymi
pochodnymi MPA, a takze w zwigzku z jej wiekszym znaczeniem w kontekscie proliferacji, choréb

nowotworowych i uktadu odpornosciowego (2.3.3. Izoformy enzymu IMPDH).

6.4.2. Dokowanie molekularne

Na podstawie uzyskanych wczesniej wynikéw, HDAC6 i IMPDH2 wskazuje sie jako
istotne cele molekularne dla nowej klasy pochodnych bioizosterycznych MPA. Kontynuacja tego
watku doprowadzita do przeprowadzenia obliczeth komputerowych, ktére daty odpowiedz co do
sity wigzania poszczegélnych ligandéw w centrum aktywnym enzymu, a takze sposobu ich
uktadania w nim. Pierwszy z enzymow jest istotny z punktu widzenia proby odejscia od
klasycznych wiasciwosci immunosupresyjnych pochodnych MPA, ktére to wigzg sie witasnie
z inhibicjg enzymu IMPDH. Pomimo zmian strukturalnych, rdzen strukturalny MPA jest nadal
dostrzegalny w uzyskanych bioizosterach, dlatego uzasadnione wydaje sie by¢é prowadzenie
badanh obliczeniowych réwniez w kierunku tej znanej aktywnosci.

Badania in silico dla tej grupy struktur (Tabela 12) wykonat student Alan Bielecki, pod
opiekg mgr Klaudii Chmielewskiej (Katedra Chemii Organicznej Politechniki Gdanskiej
i Pracownia Chemoinformatyki Srodowiska Uniwersytetu Gdanskiego), a takze osdb
przynalezgcych do zespotu prof. Alessandro Pedrettiego (Wydziat Nauk Farmaceutycznych
Uniwersytetu w Mediolanie).
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Tabela 12. Zestawienie energii wigzania ligand-biatko dla pochodnych bioizosterycznych MPA i zwigzkow
odniesienia, wobec enzyméw HDAC6 i IMPDH2

Typ Symbol E [kJ-mol™]

pochodnej zwiazku HDAC6 IMPDH2

1340X_Ph -84,20 -37,24

1340X_Fur -81,52 -31,38

Pochodne 1340X_Tien -82,13 -36,40

1,3,4-oksadiazolu 1340X_2-Py -78,84 -37,24

1340X_3-Py -80,30 -32,64

1340X_4-Py -79,63 -33,05

1240X_Ph -80,13 -33,89

1240X_Fur -82,45 -35,98

Pochodne 1240X_Tien -80,53 -31,80

1,2,4-oksadiazolu 1240X_2-Py -79,54 -33,89

1240X_3-Py 77,37 -34,31

1240X_4-Py -76,50 -30,12

N MPA-CO-NH-OH -87,84 -33,89

n?é%';ﬁféi% MPA-CO-NH-NH: -87,10 -33,89

MPA-CO-NH: -87,84 -33,05

o MPA -88,83 -31,80

. dzn"i‘gzizekr']ia MMF 81,67 32,64

Panobinostat -95,08 -33,05

6.4.2.1. HDAC6

Analize przypadku nalezy rozpocza¢ od sity i sposobu oddziatywania na linii MPA-
HDACG. Jest to o tyle istotne, ze sposob interakcji tego zwigzku moze wskaza¢ na ogdlng
tendencje wigzania pochodnych MPA z tym biatkiem. Ponizej na Rysunku 52 zaprezentowano
sposéb wigzania MPA-HDACS.

Rysunek 52. Sposéb wigzania MPA w miejscu aktywnym enzymu HDAC6

Dokowanie molekularne wykonane dla MPA wykazato, ze ugrupowanie karboksylowe
zbliza sie do jonu cynku, co moze wskazywac na to, ze ten ligand wykazuje powinowactwo do
HDAC6. Co do wartosci, energia wigzania ligand-biatko wynosi -88,83 kJ/mol. Mozna

zaobserwowac, ze uktad wigzacy cynk (ang. zinc binding group, ZBG) oddziatuje z jonem cynku,
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Zn%*, tak jak oczekiwano. Cze$¢ zwana linkerem, faczacym ZBG z miejscem rozpoznania
molekularnego (CAP), stabilizowana jest w pewnym stopniu przez interakcje typu m-1m. We
fragmencie CAP za$, wystepujg wigzania wodorowe pomiedzy Hie542, ktéry to aminokwas
odpowiedzialny jest za stabilizuje jonu cynku w miejscu aktywnym enzymu. Wystepujg tu takze
oddziatywania stabilizujgce r-11, pomiedzy podjednostkg Phe571 a uktadem ftalidowym MPA.
Interesujgcym aspektem jest kierowanie sie pierscienia laktonowego na Met573, jednak mozna
to wigza¢ z typowym oddziatywaniem siarki dwuwarto$ciowej na przedtuzeniu wigzania S-C
z uktadami o podwyzszonej gestosci elektronowe;.

Kolejnym zwigzkiem z grupy odnosnikéw jest MMF. Ligand ten nie zbliza sie do jonu
cynku katalitycznego i zaden jego fragment nie lokuje sie w miejscu aktywnym. By¢ moze MMF
wykazywatby inhibicje blokujgc wejscie do miejsca aktywnego, ale nie jest pewne, ze jest z nim
silnie zwigzany. Sita wigzania enzym-ligand wynosi -81,67 kJ/mol i jest to warto$¢ zdecydowanie
wyzsza od pozostatych wzorcéw. Oddziatywania jakie mozna wyrézni¢ to wigzania wodorowe
wystepujgce pomiedzy fragmentem CAP z Leu640 i Arg561 oraz pomiedzy wigzaniem estrowym
a Ser459. Wystepuja rowniez wigzania stabilizacyjne 11-1m pomiedzy pierscieniem aromatycznym
we fragmencie CAP a podjednostkg Phe570.

Ostatnim z grupy zwigzkow referencyjnych jest Panobinostat. Ligand ten najlepiej
dopasowuije sie do centrum aktywnego enzymu HDACB, a energia tego oddziatywania wynosi -
95,08 kJ/mol. Jest to znany inhibitor HDACs, zatem znaczne dopasowanie do HDACG6 bylo
przewidywane. Oprécz wigzan wodorowych tworzonych pomiedzy podjednostkami
aminokwasowymi (np. Hip573, Hip501) z sasiedztwa jonu cynku a ligandem (np. grupa
hydroksamowa), obserwuje sie rowniez stabilizacje typu -1 u wejscia do miejsca aktywnego.
Element CAP w Panobinostacie ukfada sie w okolicy podjednostki Phe570, tworzac
oddziatywania stabilizujgce pozycje liganda w miejscu aktywnym.

Analize dokowania kontynuuje poprzez omoéwienie docelowych czasteczek z grup
bioizosteréw cyklicznych i niecyklicznych.

Pochodne niecykliczne, MPA-CO-NH-OH, MPA-CO-NH-NH; oraz MPA-CO-NH3, dajg
stosunkowo niskie wartosci energii wigzania ligand-biatko, co zwieksza ich prawdopodobiefAstwo
efektywnej inhibicji enzymu HDAC6. Kazda z nich zawiera ZBG przez co aktywnie oddziatuje
z jonem cynku. Ich fragment CAP (uktad ftalidowy) ma tendencje do przechylania sie w strone
Met573 ze wzgledu na tworzenie korzystnych odziatywan van der Waalsa. Innym motywem
interakgciji, ktéry mozna odnalez¢ w tej grupie pochodnych, jest tworzenie wigzania wodorowego
pomiedzy tlenem grupy metoksylowej w MPA a Hie542 (podjednostka ta jednoczesnie
koordynuje jon cynku), o charakterze stabilizujgcym. Ponizej, na Rysunku 53 zaprezentowano
sposob interakcji w centrum aktywnym enzymu dla MPA-CO-NH-OH wraz z krétkim opisem.
Pochodna ta zostata wybrana ze wzgledu na prezentowanie najwyzszej aktywnosci, w ogélnym
ujeciu, w badaniach przesiewowych wykonanych na szeregu komérek nowotworowych (6.4.5.1.

Profilowanie na szeregu linii komérek nowotworowych).
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Rysunek 53. Sposéb wigzania MPA-CO-NH-OH w miejscu aktywnym enzymu HDAC6

Badanie to wykazato, ze MPA-CO-NH-OH zbliza sie do cynku katalitycznego i koordynuje
go. Wynik dokowania co do warto$ci wynosi -87.84 kJ/mol i jest wysoce zbiezny z tym
otrzymanym na pochodnej hydrazydowej. Oddziatywania jakie mozna wyrdzni¢ to przede
wszystkim liczne wigzania wodorowe tworzone z udziatem podjednostek Hip501, Hie542, Gly510
i Hie502. Podobnie jak w poprzednich dokowaniach, obszar linkera jest stabilizowany przez
Phe511 oddziatywaniami 11-11. Pojawia sie réwniez podobny motyw stabilizacji fragmentu CAP
przez Phe571. Obserwowane jest rowniez charakterystyczne przechylanie uktadu laktonowego
w kierunku Met573.

W ogoélnym ujeciu, bioizostery z klasy 1,3,4-oksadiazoli i 1,2,4-oksadiazoli majg energie
wigzania ligand-biatko w przedziale wartosci: -78,84 + -84,20 i -76,50 + -82,45 kJ/mol. Wynika
stad, ze pochodne 1340X sg lepiej zalokowane w centrum aktywnym enzymu HDACG6. Co do
wartosci sg to wyniki bardzo podobne do tych osigganych przez MMF (-81,67 kJ/mol). Znaczna
ich wiekszo$¢ nie zbliza sie do jonu cynku katalitycznego (nie maja typowej grupy ZBG), co moze
miec¢ istotne znaczenie w kontekscie inhibicji HDAC6. Wysoka aktywnosé in vitro analizowanych
ligandéw wskazywataby, iz wystepuja dwa rodzaje inhibicji, ktére dziatajg na to biatko zaréwno
na drodze koordynacji cynku (badane w tym opracowaniu), jak i blokowania wejscia do kieszeni
(nie badane tutaj), poprzez oddziatywanie z podjednostkami wyscietajgcymi jej zewnetrzng czesé.
W ogdélnym rozrachunku, w ramach obu klas bioizosteréw cyklicznych obserwuje sie podobne
motywy oddziatywan, takie jak: wigzania wodorowe pomiedzy Leu640 a grupg fenolowg MPA,
czy Phe571 a grupg metoksylowg MPA, czy oddziatywania -1 pomiedzy Phe570 a pierscieniem
aromatycznym MPA. Oddziatywania tahcucha bocznego ligandow z biatkiem HDACG6, sg mniej
wydatne, poniewaz wystepujg w tym obszarze gtdwnie oddziatywania tr-1r/mT-alkil, ktére sg
stabsze niz wigzania wodorowe.

Podsumowujac, najwyzszg efektywnos¢ inhibicji HDAC6 wigze sie z grupg bioizosterow
niecyklicznych, gdyz okresla je najnizsza warto$¢ wolnej energii wigzania sposrod pozostatych
klas pochodnych. Zwigzane jest to z posiadaniem przez nie istotnego powinowactwa do jonéw
cynku znajdujgcych sie w centrum aktywnym enzymu i odpowiadajgcych za podstawowg

aktywnosé enzymatyczng tego biatka. Odpowiedniki cykliczne najpewniej nie osiggng az tak

197




dobrej aktywnosci. W interesujgcym miejscu tego zestawienia wypada jednak MPA, ktdrego
rdzeh strukturalny ukfada sie najdogodniej w symulowanej przestrzeni. Jego sita wigzania
okazata sie by¢ najwieksza, co moze przetozy¢ sie bezposrednio na najwyzsze zdolnosci inhibic;ji
enzymu HDACS, czy tez cytotoksycznos$¢ wobec linii komoérek prezentujgcych silng zaleznos¢ od

tej makromolekuty.

6.4.2.2. IMPDH2

W przypadku analizy oddziatywania ligand-biatko wykonanej wobec IMPDH2 nalezy
zauwazyé¢, iz w grupie zwigzkoéw referencyjnynch najsilniej wigze sie z nim Panobinostat (-33,05
kJ/mol), a nie MPA (-31,80 kJ/mol) czy MMF (-32,64 kJ/mol). Nie réznig sie one jednak znaczaco,
jestto réznicarzedu 1-2 kdJ/mol, jednak zaleznos$¢ ta jest warta weryfikacji w warunkach typowego
badania aktywnosci pochodnych MPA, a mianowicie — linii komérek T-Jurkat oraz PBMCs.

W zwigzku z tym, ze dokowanie MPA do enzymu IMPDH2 byto wykonane w ten sam
spos6b co wczesniej (6.2.1. Dokowanie molekularne), sposéb oddziatywania oraz jego sita,
w sposoéb przyblizony, sg podobne. Warto w tym momencie wskazac¢ przyktad MMF, ktory wigzat
sie z biatkiem z sitg rowng -32,64 kJ/mol. Oddziatywania jakie mozna wyrdzni¢ to przede
wszystkim liczne wigzania wodorowe tworzone z udziatem podjednostek Gly326, Ser276
i GIn425. Tak jak w wielu innych przyktadach, mozna dostrzec oddziatywania -1 pomiedzy
uktadem aromatycznym MPA a obecnym w strukturze enzymu IMP (substrat). Sposéb wigzania

MMF z IMPDH2 przedstawiony zostat na Rysunku 54.

Rysunek 54. Sposob wigzania MMF w miejscu aktywnym enzymu IMPDH2

W klasach bioizosteréw cyklicznych kazda czes$¢ liganda, ktéry oddziatuje z IMP,
dopasowuje sie w podobny sposéb, a pierécien aromatyczny oddala sie o dziesietne czesci A od
IMP, w zakresie 3,9-4,3 A. Fragment zwany linkerem uktada sie dla kazdego liganda podobnie.
CAP w zalezno$ci od zawartych w nim pierscieni aromatycznych uktada sie inaczej. Giéwnym
typem interakcji obserwowanej w tym elemencie sg wigzania wodorowe pomiedzy pierscieniem
oksadiazolu oraz grup bocznych a pierscieniem histydynowym Hie213, a takze oddziatywania 1r-

T pomiedzy pierscieniem oksadiazolu a grup bocznych, a Hie213. W ogdlnym ujeciu, bioizostery
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z klasy 1,3,4-oksadiazoli i 1,2,4-oksadiazoli majg energie wigzania ligand-biatko w przedziale
wartosci: -37,24 + -31,38 i -35,98 + -30,12 kJ/mol. Wynika stad, ze pochodne 1340X s3 lepiej
zalokowane w centrum aktywnym enzymu IMPDH2.

Bioizostery niecykliczne uktadajg sie w centrum aktywnym w podobny sposéb co MPA,
gdzie jego najbardziej polarna grupa — ugrupowanie karboksylowe — oddziatuje z podjednostkg
Ser276. Warto nadmienic, iz w kwasie hydroksamowym MPA, MPA-CO-NH-OH, oddziatywanie
to jest silniejsze na skutek tworzenia dodatkowego wigzania wodorowego przez grupe -NH-.
W ramach tej klasy, warto$¢ wolnej energii wigzania nie r6zni sie znaczgco i wynosi odpowiednio
-33,05 kJ/mol dla MPA-CO-NH: oraz po -33,89 kJ/mol dla MPA-CO-NH-OH i MPA-CO-NH-NH..
Sposéb utozenia kwasu hydroksamowego MPA w centrum aktywnym omawianego enzymu

zostat przedstawiony na Rysunku 55.

Rysunek 55. Sposob wigzania MPA-CO-NH-OH w miejscu aktywnym enzymu IMPDH2

Warto dodaé, ze sita wigzania ligand amidowy, A2, a enzym IMPDH wynosita -9,1
kcal/mol, co w przeliczeniu réwne jest -38,07 kJ/mol (dla MPA, w poprzednim dokowaniu wynosita
ona w przeliczeniu -32,64 kJ/mol). Fakt ten wskazuje na ryzyko osiggniecia stabszego efektu
antyproliferacyjnego, mierzonego na linii komoérek T-Jurkat, w tej klasie pochodnych MPA, niz
omawiany zwigzek A2.

Informacje tu zebrane sugeruja, iz bioizostery niecykliczne uktadajg sie w centrum
aktywnym enzymu w podobny sposéb co MPA, jednak silniej oddziatujgc z elementami otoczenia.
Mozna wiec wnioskowac, iz ich aktywnos¢ biologiczna moze byé podobna do tej, osiggnietej dla
pochodnych amidowych MPA. W przypadku bioizosteréw cyklicznych, sposdb wygiecia
podstawnika w oksadiazolu jest inny, niz w charakterystycznej, petlowej architekturze
molekularnej MPA (Rysunek 56). W efekcie mozna spodziewac sie ostabionych wynikow
bioaktywnosci wobec komoérek T-Jurkat, jednak jedynie rzeczywisty eksperyment bedzie w stanie

zweryfikowac te hipoteze.
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Rysunek 56. Sposob oddziatywania MPA (lewa) i szeregu ligandow 1,2,4-oksadiazolowych (prawa) w
centrum aktywnym enzymu IMPDH2

6.4.3. Komputerowe szacowanie wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych
6.4.3.1. Parametry bazowe

Jednym z istotnych narzedzi w dziedzinie projektowania nowych lekéw jest komputerowe
przewidywanie parametrow fizykochemicznych analizowanych czgsteczek. Rozpuszczalnosé,
wspoétczynnik podziatu, a takze aktywnos¢ metaboliczna to wybrane z parametréw, ktore
wyznacza sie w celu oszacowania przydatnosci badanych substancji jako potencjalnych lekow.
Jednym z nich jest analiza SwissADME [216]. Dziata ono na podstawie wprowadzonego kodu
SMILES zwiagzku, ktory wystarczy, by kazdy z wczesniej wymienionych czynnikow zostat
okreslony, a wiec w celu przewidzenia profilu farmakokinetycznego.

Pierwszym krokiem pozwalajgcym na poprawne przeanalizowanie danych jest
zrozumienie znaczenia badanych parametrow, a takze zapoznanie sie z ich typowym
przedziatami wartosciami. Najwazniejsze ze wskaznikéw zostaty przedstawione w Tabeli 13,

a opracowanie to wykonatem w oparciu o zrddto literaturowe [217].

Tabela 13. Zestawienie parametrow okreslanych przy pomocy narzedzia Swiss-ADME
Symbol

parametru Komentarz Zakres
MW masa molowa [g-'mol?] 50-500
iLOGP wspotczynnik podziatu oktanol/woda [—] -2-10
TPSA topologiczna powierzchnia polarna [A?] 20-130
HBA akceptory wigzania wodorowego [—] 0-10
HBD donory wigzania wodorowego [—] 0-5
RB wigzania rotowalne [—] 0-5
nHA liczba ciezkich atomow 15-50
MR refrakcja molowa [—] 40-130
Alert PAINS alert wywotywany przez zwigzki przeszkadzajace 0 (preferowane)

we wszystkich testach [—]
alert wskazujgce potencjalnie toksyczne, chemicznie

Alert Brenka reaktywne i metabolicznie niestabilne ugrupowania [—]

0 (preferowane)

W Tabeli 14 podsumowano wyniki analizy SwissADME oraz wyraznie zaznaczono, ktére

z parametréw przekraczajg typowe zakresy wartosci.
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Tabela 14. Zestawienie parametrow okreslanych przy pomocy narzedzia Swiss-ADME dla pochodnych
bioizosterycznych MPA i zwigzkéw odniesienia

Symbol . alert alert
2wiazku MW iLOGP TPSA HBD HBA RB nHA MR PAINS Brenka

1340X_Ph 420,46 4,14 94,68 1 7 7 31 115,55 0 1b
1340X_Fur 410,42 3,79 107,82 1 8 7 30 107,82 0 1b
1340X_Tien 426,49 3,88 122,92 1 7 7 30 113,43 0 1b
1340X_2-Py 421,45 3,58 107,57 1 8 7 31 113,35 0 1b
1340X_3-Py 421,45 3,64 107,57 1 8 7 31 113,35 0 1b
1340X_4-Py 421,45 3,65 107,57 1 8 7 31 113,35 0 1b
1240X_Ph 420,46 4,26 94,68 1 7 7 31 115,55 0 1b
1240X_Fur 410,42 4,03 107,82 1 8 7 30 107,82 0 1b
1240X_Tien 426,49 4,15 122,92 1 7 7 30 113,43 0 1b
1240X_2-Py 421,45 3,83 107,57 1 8 7 31 113,35 0 1P
1240X_3-Py 421,45 3,78 107,57 1 8 7 31 113,35 0 1P
1240X_4-Py 421,45 3,88 107,57 1 8 7 31 113,35 0 1P
MPA-NH-OH 335,35 2,78 105,09 3 6 7 24 86,31 0 3¢
MPA-NH-NH2 334,37 2,46 110,88 3 6 7 24 88,29 0 3d
MPA-NH: 319,35 2,36 98,85 2 5 6 23 85,49 0 1P
MPA 320,34 2,48 93,06 2 6 6 23 84,35 0 1P
MMF 433,49 4,10 94,53 1 8 10 31 118,49 0 2¢
Pano 349,43 2,38 77,15 4 3 8 26 103,76 12 3f

a2 — obecnos¢ alkilowanego podstawnika indol-3-ylowego; ® — obecnos$¢ izolowanego wigzania

podwdjnego; ¢ — obecnos$¢ ugrupowania kwasu hydroksamowego, izolowanego wigzania podwadjnego i
pojedynczego wigzania tlen-azot; ¢ — obecnos$¢ acylowanej hydrazyny, samodzielnego motywu hydrazyny
i izolowanego wigzania podwdjnego; ¢ — obecnosé izolowanego wigzania podwdjnego i dwoch grup
estrowych; ¥ — obecnos$¢ grupy kwasu hydroksamowego, zdolnos$ci akceptorowych w reakcji Michaela i
pojedynczego wigzania tlen-azot.

Na podstawie powyzszych danych mozna zauwazyé, iz wiekszos¢ przewidzianych
parametréw nie wykracza poza typowe przedziaty wartosci. Kazda z analizowanych czgsteczek
zawiera w swej strukturze izolowane wigzanie podwdjne, co przyczynia sie do pojawienia sie
alertu Brenka. W zwigzku z tym, ze sama wzorcowa czgsteczka MPA zawiera to ugrupowanie,
alert ten mozna zignorowa¢. Dodatkowo, obecnos¢ motywu kwasu hydroksamowego i wigzania
pojedynczego azot-tlen (MPA-NH-OH i Pano), wystepowanie motywu hydrazynowego (MPA-NH-
NHz), a takze zalokowanie dwdch grup estrowych w analizowanej czasteczce (MMF), takze
wywotujg alert Brenka. W zwigzku z tym, Ze tego typu ugrupowania wystepujg w znanych lekach
(MMF i Pano), a takze s3 istotg niniejszego projektu, alerty te muszg zostaé¢ pominiete.

Przekroczona liczba wigzah rotowalnych (RB) nie powinna wptywa¢ na kwalifikacje
pochodnych, gdyz sama czgsteczka MPA wnosi do tej wartosci 6 takich powigzan, stgd pozostaje
tylko 1-4 takich interakcji przypadajacych na kazdy ze zwigzkéw, co miesci sie juz w typowym
przedziale wartosci. Wskaznik TPSA zwigzany jest do podatnosci czgsteczki na polaryzacje, stad
molekuty zawierajgce wiele heteroatomdéw majg tendencje do posiadania najwyzszych wartosci
tego parametru. Nie dziwi zatem fakt ulokowania pochodnych siarkowych (1340X_Tien
i 1230X_Tien) w tym zestawieniu, jako ze pierwiastek ten znany jest ze swej polaryzowalnosci.
W przypadku wartosci wspotczynnika podziatu (iLOGP) mozna zaobserwowaé pewien trend,
a mianowicie — najwyzszg lipofilnoscig charakteryzujg sie pochodne 1340X_Ph, 1340X_Tien,
1240X_Ph, 1240X Tien i MMF, co jest zgodne z zalozeniami teoretycznymi (lipofilny
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podstawnik fenylowy, atom siarki oraz dtuzszy tancuch weglowy). Zaleznos¢ odwrotna opisuje
bioizostery niecykliczne. W tym przypadku, hydrofilnos¢ rosnie wraz ze wzrostem liczby
heteroatomow. Pokazuje to jednoznaczng korelacje pomiedzy strukturg zwigzku i wartoscig
przewidywanego wspétczynnika podziatu a spadkiem rozpuszczalnosci w wodzie. Nalezy
pamietac, iz jedynie eksperyment w czasie rzeczywistym jest w stanie zweryfikowaé poprawnosé
zastosowanych modeli symulacyjnych, w tym tych oceniajgcych rozpuszczalnos¢ czgsteczek
w wodzie (ESOL, Ali, SILICOS-IT).

6.4.3.2. Rozpuszczalnos¢

W 2zwigzku z ograniczong rozpuszczalnoscig wielu pochodnych amidowych MPA
w hodowli komorkowej opartej na wodzie, podjeta zostata préba estymacji rozpuszczalnosci dla

tej klasy derywatow.

Tabela 15. Zestawienie wynikdw dotyczgcych szacowania parametrow rozpuszczalnosci, osiggnietych
przy pomocy narzedzia Swiss-ADME

Symbol ESOL Ali SILICOS-IT
zwigzku logS  S[M] Klasa? logS  S[M] Klasa? logS S[M] Klasa®

1340X_Ph -5,65 2,22:10 -6,91 1,22:107 P -7,62  2,42:10°8 P
1340X_Fur -5,01 9,69-10°¢ -6,26  5,54:107 P -6,84 1,45:107 P
1340X_Tien -5,50 3,13-10° -7,22 6,06-10°8 P -6,88 1,32:107 P
1340X_2-Py -5,01 9,74-10° -6,12 7,64:107 P -7,24 571108 P
1340X_3-Py -4,99 1,03-10° -6,08 8,41-107 P -7,24 571108 P
1340X_4-Py  -4,99 1,03-10° -6,08 8,41-107 P -7,24 571108 P
1240X_Ph -5,90 1,26-10°¢ -7,32  4,79-10°8 P -7,62 2,42:10°8 P
1240X_Fur -5,26  5,50-10¢ -6,66 2,18:107 P -6,84 1,45-107 P
1240X_Tien -5,75 1,78:10°¢ -7,62 2,39:10°8 P -6,88 1,32-107 P
1240X_2-Py -5,26 5,53:10° -6,52 3,01-107 P -7,24 571108 P
1240X_3-Py -5,23 5,86:10° -6,48 3,31-107 P -7,24 571108 P
1240X_4-Py -5,23 5,86:10° -6,48 3,31-107 P -7,24 571108 P
MPA-NH-OH  -3,19 6,43-10* R -4,31 4,89-10° -3,60 2,48:10+ S
MPA-NH-NHz  -3,02 9,50-10* R -4,16 6,88-10° -3,82 1,51-10* S
MPA-NH2 -3,22 5,98-10* R -4,27 5,33-10° -3,78 1,66-10* S
MPA -3,64 2,30-10 R -4,83  1,49-10° -3,56  2,74:10* S

MMF -4,02 9,54-10° -4.85 1,42-10° -4,79  1,64-10°
Pano -3,79 1,63-10* R -4,27 5,32-10° -6,93 1,17-107 P

a — klasa rozpuszczalnosci zwigzku przypisana na podstawie wykonanej techniki obliczeniowej; R —
zwigzek rozpuszczalny (ang. soluble), M — zwigzek umiarkowanie rozpuszczalny (ang. moderate), P —
zwigzek stabo rozpuszczalny (ang. poor).

Wyniki predykcji rozpuszczalnosci analizowanych pochodnych MPA w wodzie, zostaty
podsumowane w Tabeli 15. Mozna zauwazyc, iz bioizostery cykliczne gorzej rozpuszczajg sie
w tym rozpuszczalniku niz ich niecykliczne odpowiedniki, a te ostatnie osiggajg wyniki zbiezne
z wartosciami zebranymi dla MPA. Badania te oparte sg na modelu ESOL, Alii SILICOS-IT, gdzie
te dwa pierwsze nie pordzniajg pochodnych 3- i 4-pirydylowych od siebie, za$ ten ostatni,
SILICOS-IT, nie wskazuje réznic pomiedzy 1,3,4- i 1,2,4-oksadiazolami, a takze pofozeniem
atomu azotu w ukfadzie pirydynowym. Ten ostatni powinien by¢ stosowany, a jego wyniki

analizowane z nalezytg ostroznoscia.
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Najwyzszg lipofilnoscig, co do wartosci wspétczynnika log S, charakteryzujg sie
pochodne fenylowe oraz tienylowe, co jest zgodne z ogéinym rozumowaniem. Pochodne 1,3,4-
oksadiazolu prezentujg silniej hydrofilowy charakter niz ich odpowiedniki 1,2,4-oksadiazolowe,
cho¢ nie jest to az tak widoczne przy wstepnej analizie wynikow. Wyznaczenie srednich wartosci
dla danej klasy bioizosteréw, dla konkretnego rodzaju estymac;ji, potwierdzajg te zaleznos¢ (log
S:-5,19i-5,44 dla modelu ESOL; -6,45 i -6,85 dla modelu Alj).

Na podstawie prostych rozwazan teoretycznych o momencie dipolowym mozna
stwierdzi¢, iz wieksza symetria rozktadu heteroatoméw w czgsteczce moze prowadzi¢ do
obnizenia momentu dipolowego na skutek réwnomiernego znoszenia sie¢ jego sktadowych.
W efekcie, 1,3,4-oksadiazol miatby te wartosé nizszg niz odpowiadajgcy mu asymetryczny
1,2,4-oksadiazol. Niski moment dipolowy wigzany jest ze stabszym oddziatywaniem z polarnymi
rozpuszczalnikami. Wartosci —log S uzyskane w powyzszych modelach prezentujg jednak
odwrotny trend w odniesieniu do wody. Wskazuje to na ztozony charakter procesu rozpuszczania,

zalezny nie tylko od momentu dipolowego.

Rysunek 57. Mapa potencjatu elektrostatycznego wykonana dla czasteczek 1,3,4-oksadiazolu (A) i 1,2,4-
oksadiazolu (B) [218]

W tej tematyce warto tez zaprezentowac¢ mapy potencjatu elektrostatycznego wykonane
dla modeli uproszczonych, mianowicie — 1,3,4-oksadiazolu i 1,2,4-oksadiazolu (Rysunek 57).
W tym pierwszym zwigzku wystepuje obszar istotnie podwyzszonej gestosci elektronowej
zlokalizowany w poblizu dwoch atomoéw azotu. Takiego zageszczenia nie obserwuje sie dla
asymetrycznego 1,2,4-oksadiazolu. Mozna zatem wnioskowac, iz skumulowanie tadunku w tym
miejscu  skutkuje silniejszymi oddziatywaniami z wodg, a tym samym — wyzszg
rozpuszczalnoscig w modelu obliczeniowym. Co istotne, z praktyki laboratoryjnej wynika, iz grupa
1,3,4-oksadiazoli stabiej rozpuszczata sie w eluencie uzywanym w chromatografii kolumnowej,
skladajgcym sie z uktadu toluen:octan etylu, 2:1 (v/v), niz odpowiednie 1,2,4-oksadiazole.
W efekcie, zwigzki te nanoszone byty na kolumne chromatograficzng w postaci dyspersji
w silikazelu, na sucho. W przypadku tej drugiej klasy, mozliwe byto wprowadzanie ich w postaci

roztworu. Koresponduje to z wynikami uzyskanymi dla niniejszej metody obliczeniowej.
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Rozpuszczalnos¢ bioizosteréw niecyklicznych (w tym MPA) jest w ogélnym ujeciu o 2-3
rzedy wielkosci wigksza niz ich cyklicznych odpowiednikéw. Mozna to wyjasni¢ na drodze ich
wiekszej zdolnosci do tworzenia wigzah wodorowych. Kwasy hydroksamowe, amidy
pierwszorzedowe i hydrazydy tatwiej sg w stanie tworzy¢ tego typu oddziatywania ze wzgledu na
swobodny dostep do obecnych w nich heteroatoméw. W cyklicznym wariancie, heteroatomy
wkomponowane sg w sztywny pierscien aromatyczny. Posrod klasy zwigzkéw odnosnikowych,
MMF wykazuje najnizszg rozpuszczalnos¢, co mozna wigza¢ z obecnosciag dwoch grup
estrowych i fancucha weglowego we fragmencie pochodzgcym od alkoholu. Jest to spdjne z niskg
rozpuszczalnoscig MMF obserwowang w czasie pracy z tym zwigzkiem.

Model ESOL wydaje sie by¢ najbardziej odpowiedni dla tej grupy zwigzkéw, gdyz
pordznia on wyniki dla réznych klas bioizosteréw i ich podstawnikéw, a takze w jednoznaczny
spos6b uwzglednia réznice w rozpuszczalnosci MPA i MMF. W zwigzku z faktem, iz
przedstawione tu zwigzki referencyjne majg zastosowanie kliniczne i w badaniach
podstawowych, a ich rozpuszczalnos¢ jest dobrze okreslona na drodze rzeczywistych
eksperymentow, wyniki osiggniete dla bioizosteréw cyklicznych i niecyklicznych wskazujg na
umiarkowane prawdopodobienstwo istotnie obnizonej rozpuszczalnosci tych zwigzkéw
w srodowisku wodnym. Najbardziej prawdopodobne jest, iz zwigzki fenylowane i tienylowane,
a takze z motywem 2-pirydylowym, a szczegédlnie te z rodzaju 1,3,4-oksadiazoli, bedg w
mniejszym stopniu rozpuszczac sie w wodzie.

Cho¢ model ten nie zostat zweryfikowany eksperymentami opartymi o analize ilo$ciowa,
jakosciowa weryfikacja rozpuszczalnosci wykazata, iz najwiekszy problem z solubilizacjg
w badaniach biologicznych (badania screeningowe) miaty jedynie 1340X_Fur i 1240X_3-Py.

Swiadczy to o przynajmniej czeéciowej, pozytywnej weryfikacji modelu ESOL.

6.4.3.3. Wiasciwosci biologiczne

Ponizej znajduje sie omodwienie wilasciwosci biologicznych wynikajgcych wprost
z diagramu BOILED-Egg (ang. Brain Or IntestinaL EstimateD permeation method + egg),
bedacego elementem narzedzia SwissADME. Jest to model predykcyjny, ktory dziata poprzez
kalkulacje lipofilowosci i polarnosci matych czgsteczek. Jednoczesne prognozy dotyczace
przenikania przez bariere krew-moézg i jelit, uzyskuje sie na podstawie deskryptoréw
fizykochemicznych i bezposrednio przekfada sie na interakcje na poziomie molekularnym dzieki
szybkosci, doktadnosci, prostocie koncepcyjnej i przejrzystej grafice modelu. BOILED-Egg ma
rézne zastosowania, w tym filtrowanie bibliotek chemicznych na wczesnych etapach odkrywania

lekéw, a takze ocene przydatnosci czgsteczek-kandydatéw [219].
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Rysunek 58. Diagram BOILED-EGG przygotowany dla wszystkich testowanych zwigzkéw
bioizosterycznych oraz zwigzkéw odniesienia. Oznaczenia literowe: A — pochodne fenylowe, B —
pochodne 2-furylowe, C — pochodne pirydylowe, D — pochodne 2-tienylowe, E — MPA-CO-NH-OH, F —
MPA-CONH-NH2, G — MPA-CO-NHz, H — MPA, | — MMF, J — Panobinostat.

Wiasciwosé zwana sktonnoscig do bycia lekiem, okreslana jest w oparciu o spetnianie
regut Lipinskiego, Ghose’a, Vebera, Egana i Muegge’a, i moze by¢ zaprezentowana w formie
grafu BOILED-Egg (w skojarzeniu: jajko sadzone, jajo gotowane). Jedynie trzy wykroczenia
zostaly zarejestrowane dla tej klasy pochodnych, a doktadniej uchybiona zostata reguta Muegge’a
i zwigzane to bylo ze stabg rozpuszczalnoscig pochodnych 1340X_Ph, 1240X_Ph
i 1240X_Tien. W ogolnym ujeciu, bioizostery charakteryzuje wysoka przyswajalnos¢ zotgdkowo-
jelitowa (ang. human intestinal absorption, HIA) i ograniczone przesigkanie przez bariere krew-
mozg (ang. blood-brain barrier, BBB) (poza Panobinostatem) w modelu BOILED-Egg (Rysunek
58). Wskazuje to na zdolnos¢ przenikania tych zwigzkéw ze Swiatta jelita do krwioobiegu i brak
statej akumulacji w komaérkach nerwowych. Warto nadmieni¢, iz model ten nie rozréznia typow
bioizosteréw (1340X i 1240X), a takze sposobow ulokowania atomu azotu w pochodnych
pirydylowych (2-Py, 3-Py i 4-Py).

Zdolno$¢ do inhibicji cytochromoéw jest takze analizowana w ramach narzedzia
SwissADME, jednak jej charakter nie moze byé okreslony prostg korelacjg, gdyz zdecydowana
wiekszos¢ pochodnych bioizosterycznych blokuje aktywno$¢ zgota réznych cytochromow (w tym:
CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 i CYP3A4). Wskazuje to na prawdopodobnie utrudniony
metabolizm watrobowy analizowanych czgsteczek. Dodatkowo, wiekszo$¢ tych zwigzkdéw nie
stanowi substratow dla P-glikoproteiny (PGP-) (poza MPA-NH-OH, MPA-NH-NH,, MMF
i Panobinostatem), stgd mozliwe utrudnione wymywanie ich z centralnego ukfadu nerwowego
i podwyzszone ryzyko bioakumulacji w organach.

Jest to analiza oparta o parametry, ktére bedg istotne dopiero w dalszej perspektywie,

gdy zwigzki wykazg odpowiednig aktywnos$¢ in vitro, in vivo, a takze, gdy okreslony i potwierdzony
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zostanie ich doktadny mechanizm dziatania. Niemniej jednak, stanowi cenne zrddto informacji

o projektowanych czgsteczkach.

6.4.4. Synteza

W niniejszym punkcie rozdzialu znajduje sie opracowanie odnoszgce sie do syntezy
bioizosterycznych pochodnych MPA, substratéw koniecznych do ich otrzymania, a takze innych,
powigzanych proceséw. Badania te wykonatem w oparciu o sprzet i zasoby Katedry Chemii
Organicznej Politechniki Gdanskiej oraz jednostki Chem&Tech przynalezgcej do KU Leuven, a
takze o materiaty zakupione z wewnetrznego dofinansowania (Minigrant; nr zadania: DS035136)
oraz srodkéw Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej z projektu: STERowanie w kierunku

Umiedzynarodowienia Szkoty Doktorskiej (numer umowy: 13/STER/2023).

6.4.4.1. Hydrazydy

SYNTEZA HYDRAZYDOW

NHzNHz X H2O
EtOH, BP, Ar
O 4 godziny Q
Py - L NH
RT N 2
R™ "OMe Y =32-100% H
0
N2 O)L O)L NH,
H \_0 \_s
Y =32% Y=67% =100%
o)
AN N’NH2 \ A
N
Y = 65% Y =79% Y = 82%

Schemat 63. Zestawienie wydajnosci syntez hydrazydow

Na Schemacie 63 przedstawione zostaty efekty reakcji hydrazynolizy estréw metylowych
réznych aromatycznych kwaséw karboksylowych. Przemiany te charakteryzowaty sie prostotg
wykonania i nieskomplikowanymi reagentami uzytymi do jej przeprowadzenia [220]. Zwigzki te
postuzyly za ekwiwalent azotowy, ktéry wprowadzany byt do struktury bioizosterycznych 1,3,4-
oksadiazoli.

Jest to przyktad substytucji nukleofilowej zachodzgcej w uktadzie acylowym. Podigczone
do grupy estrowej uktady aromatyczne w rézny sposéb modyfikujg jej wiasciwosci elektrofilowe,
co skutkuje niejednakowymi wydajnosciami otrzymywania hydrazydéw. Stosunkowo niska
wydajnos¢ otrzymywania benzohydrazydu wynikata wprost z jego wysokiej rozpuszczalnosci

w wodzie, co obserwowane bylo w czasie krystalizacji tego zwigzku, czy tez oczyszczania
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technikami ekstrakcyjnymi. W ogdélnym ujeciu, hydrazydy nie wymagaty oczyszczenia po
zakonczonej reakdji.

W ramach réznych podstawien w uktadzie pirydynowym obserwuje sie trend, ktéry
wskazuje, ze im blizej grupy estrowej znajduje sie heteroatom, atom azotu, tym nizsza jest
wydajnos¢ procesu. Mozna to wigza¢ z potencjalnymi oddziatywaniami odpychajgcymi
wystepujgcymi pomiedzy silnie elektroujemnymi pierwiastkami, ktére obecne sg zaréwno
w uktadzie pirydynowym, jak i hydrazynie. W przypadku heterocykli piecioczitonowych, mozna
zauwazy¢, ze mniej elektroujemny atom siarki w tiofenie pozwolit na uzyskanie wyzszej
wydajnosci tej transformacji, w poréwnaniu z odpowiednikiem furanowym.

Zwigzki te charakteryzowaly sie znaczng stabilnoscig, w czasie przechowywania w -15°C, jedynie
pochodna furylowa ulegta wybarwieniu na kolor zétto-rézowy, stanowigc o postepie procesu jej
degradaciji. Jest to spojne z ogdélnymi wiasciwosciami furanu, ktéry jako zwigzek o charakterze

zar6éwno aromatycznym, jak i eteru enolowego, jest podatny na hydrolize.

6.4.4.2. Amidoksymy

SYNTEZA AMIDOKSYMOW

NH,OH x HCI
N32003; EtOH, OH
N
///N BP, O.N. t
R >~ R7 "NH,
Y = 31-88%
_OH _OH
N N
NH, X" NH, ®)\NH2
\_0 \_s
Y = 88% Y =67% Y =57%
_OH _OH
N N
| X ONH, | X ONH, N ONH,
_N N/ N__—~
Y = 86% Y =31% Y = 74%

Schemat 64. Zestawienie wydajnosci syntez amidoksymoéw

Schemat 64 stanowi podsumowanie wynikow reakcji otrzymywania amidoksyméw
z odpowiednich nitryli aromatycznych, pod wptywem chlorowodorku hydroksyloaminy,
w $rodowisku zasadowym. Metoda uzyta w niniejszej przemianie zostata przedstawiona juz
wczesniej w literaturze [221]. Amidoksymy postuzyly w dalszym etapie w syntezie
bioizosterycznych pochodnych 1,2,4-oksadiazolu, stanowigc ekwiwalent tlenowo-azotowy w tych
przemianach.

Metode te cechuje prostota wykonania i powtarzalno$é uzyskanych wynikéw. Produkty

scharakteryzowane technikg 'H NMR wykazywaly znaczny stopien czystosci, a jedyne piki
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szczgtkowe mozna by byto przypisa¢ sygnatom pochodzgcym od substratu, a nie potencjalnych
produktéw hydrolizy (np. amidéw). Trend wyznaczony przez pochodne pirydyny wynika z efektu
mezomerycznego, ktory jest silnie zaznaczony w pochodnych 2-pirydylowych i 4-pirydylowych,
za$ stabo w przypadku 3-pirydylowej. Podstawnik w pozycji 2 i 4 moze silnie oddziatywac

z heteroatomem poprzez uktad sprzezonych wigzan podwajnych.

6.4.4.3. Pochodne bioizosteryczne MPA oparte na rdzeniu 1,3,4-oksadiazolu
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Schemat 65. Zestawienie wydajnosci syntezy bioizosterycznych pochodnych 1,3,4-oksadiazolu

Powyzej, na Schemacie 65, zestawione zostaty efekty reakcji otrzymywania bioizosteréw
opartych o rdzeh 1,3,4-oksadiazolu. Metodologia ich tworzenia zwigzana jest z reakcjg
odwadniajgcej cyklizacji, ktéra biegnie pomiedzy MPA a odpowiednim hydrazydem. Jak mozna
zauwazy¢, w tej kondensacji wydzieleniu ulegajg dwie czasteczki wody, zatem mozna wydzieli¢
etap posredni, a mianowicie — tworzenie diacylohydrazyny. Czynnikiem odwadniajgcym
zastosowanym w tej transformacji byt bezwodnik kwasu propanofosfonowego (T3P), jako 50%
roztwor w octanie etylu, a takze podwyzszona temperatura. Uzytg zasadg byta trietyloamina.

Przemiany tego typu zostaly opisane juz wczesniej w literaturze, cho¢ czesto dla prostszych
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modeli strukturalnych i innych substratéw [222-224]. Warto nadmienic¢, iz T3P nie jest jedynym

czynnikiem odwadniajgcym stosowanym w tego typu reakcjach [225, 226)].

SPOSOBY TRANSFORMOWANIA MPA W POCHODNE 1,3,4-OKSADIAZOLU

(0]
Me )J\ _NH, Me
OMe R™ N OMe N
O H N-
0] > O | \>\R
N o [H;0] N o
O  OH Me O  OH Me
MPA
[N2H,] - H,O [0]
Me Me
5 OMe o R&O 5 OMe o
N _NH, -H,0 N LN
O  OH Me H O  OH Me H
R: Ar, HetAr
[N,H4]: NoH, x H,0, TBTU, HOBt x H,O, DIPEA, MeCN
[-H,0]: T3P, Et3N, EtOAc; EDCI, DMSO; Tf,0, Py, CH,Cl,
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Schemat 66. Sposoby transformowania MPA w pochodne 1,3,4-oksadiazolu

Zanim metoda odwadniajgcej cyklizacji zostata wybrana, rozwazana byta takze
alternatywa w postaci utleniajgcej cyklizacji. Polegataby ona na transformacji MPA w jego
hydrazyd, nastepnie przeprowadzenie jego reakcji z odpowiednim aldehydem aromatycznym, co
skutkowatoby powstaniem N-acylowanej iminy, a na sam koniec bytaby ona utleniana
z jednoczesnym zamknieciem pierscienia 1,3,4-oksadiazolu. Reakcje tego typu zostaty juz
opisane w literaturze [227, 228]. Inne podejscie zwigzane byto z desulfuryzacjg odpowiednich N*-
acylowanych tiosemikarbazydéw pod wptywem organicznych zwigzkéw jodu hiperwalencyjnego,
tu: IBX [229]. Podejscia te zostaty podsumowane na Schemacie 66.

Metoda oksydatywnej cyklizacji zostata zaniechana ze wzgledu na potencjalne zajscie
reakcji ubocznych pomiedzy licznymi grupami funkcyjnymi MPA a czynnikiem utleniajgcym,
a takze poczgtkowym problemem z otrzymaniem hydrazydu MPA. Dodatkowo, analizujgc
parametry fizykochemiczne tego ostatniego zwigzku, jego dalsza transformacja pod wptywem
aldehydéw aromatycznych, mogtaby nie daé¢ zakladanych produktow. Parametrem
ograniczajgcym bytaby rozpuszczalnosé powstatych reagentéw. Niemniej jednak, proby takie nie
zostaty przeprowadzone, gtdwnie ze wzgledu na ryzyko interakcji utleniaczy z np. wigzaniem
podwdéjnym czy grupg fenolowg MPA. Ponadto, koszt funkcjonalizacji MPA istotnie przewyzsza
nakfadochtonnosc¢ transformacji w ramach szeroko dostepnych kwaséw karboksylowych. Proste
reakcje estryfikacji oraz hydrazynolizy sg znacznie tansze w przeprowadzeniu niz transformacja

MPA w jego hydrazyd, o niskiej ekonomii atomowej (vide infra).
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W efekcie powyzszych rozwazan, do syntezy pochodnych 1,3,4-oksadiazolu powzieta
zostata metoda oparta o T3P, w obecnosci trietyloaminy, w temperaturze wrzenia octanu etylu.
Poczatkowo uzywany rozpuszczalnik nie pozwolit jednak na otrzymanie planowanego produktu.
Na drodze izolacji chromatograficznej, mozliwe bylo jednak odzyskanie diacylohydrazyny,

z wydajnoscig 36%. Widmo 'H NMR tej pochodnej zostato przedstawione na Rysunku 59.
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Rysunek 59. Widmo *H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) N,N™*diacylohydrazyny otrzymanej w wyniku
kondensacji MPA i benzohydrazydu

Na powyzszym widmie mozna wyraznie dostrzec obecnos¢ dwdch pikéw typu
amidowego w okolicy przesuniecia chemicznego rownego: 10,28 oraz 9,83 ppm. Przy 9,38 ppm
znajduje sie sygnat protonu wolnej grupy fenolowej, podobnie jak w poprzednich badaniach
(6.2.2.1. Amidy zbudowane z rdzenia MPA i amin heteroaromatycznych). Protony typu
benzylowego, obecne przy pierwszym atomie wegla taricucha bocznego, nie sg widoczne na
powyzszym widmie, najpewniej z powodu pokrycia je przez sygnat pochodzacy od wody.
Otrzymana diacylohydrazyna charakteryzowata sie bardzo niskg rozpuszczalnoscig
w klasycznych rozpuszczalnikach organicznych, a sporzadzenie prébki pozwalajgcej na
zarejestrowanie widma 'H NMR w DMSO-ds byto trudne i wymagato podgrzania roztworu. Choé
zwigzek ten byt oczyszczany z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej, metoda ta byta
niezwykle naktadochtonna, szczegdlnie pod kgtem uzycia rozpuszczalnikéw i czasu prowadzenia
procesu.

W obliczu niecatkowitego odwodnienia, postanowitem przeprowadzi¢ reakcje
w rozpuszczalniku, ktéry ma wyzszg temperature wrzenia. Cho¢ dostepna jest cata gama takich

substancji, to toluen byt moim pierwszym wyborem. Rozpuszczalnik ten jest znany jako czynnik
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azeotropujgcy, pozwalajgcy na usuniecie wody i innych rozpuszczalnikéw z prébek zwigzkéw
organicznych, metodg destylacji, a takze jako typowe medium do prowadzenia reakcji
dehydratacji. Jest zwigzkiem o $redniej temperaturze wrzenia rownej 111-112°C i wysokiej
lotnosci. W istocie, zastosowanie tej substancji pozwolito na przeprowadzenie reakgc;ji
odwadniajgcej cyklizacji z uzyskaniem pozadanego produktu oraz pozostatych uktadéw
bioizosterycznych. Widmo *H NMR pochodnej 1340X_Ph przedstawione jest na Rysunku 60.
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Rysunek 60. Widmo *H NMR (DMSO-ds, 400 MHz) bioizosteru 1340X_Ph powstatego w wyniku
kondensacji MPA i benzohydrazydu w wyzszej temperaturze

Zanik protonow typu amidowego na widmie *H NMR wskazuje na przeprowadzenie tej
reakcji z sukcesem. Cho¢ probka ta zawierata pewne ilosci resztkowych rozpuszczalnikéw
(chlorek metylenu, toluen, octan etylu), jej czystosé okreslona technikg HPLC byta na poziomie
100%. Wartos¢ przesuniecia chemicznego dla protonu pochodzgcego od wolnej grupy fenolowej,
byta w tej klasie pochodnych na poziomie 9,30 ppm. Cho¢ pochodne bioizosteryczne MPA lepiej
rozpuszczaty sie w klasycznych rozpuszczalnika organicznych niz omawiana wczesniej
diacylohydrazyna, nie byty to zwigzki tatwo rozpuszczalne. W odwrotny sposéb zachowywaty sie
za to pochodne 1,2,4-oksadiazolu.

Na podstawie pozytywnego skutku reakcji wynikajgcego z wymiany rozpuszczalnika,
uzyskana zostata seria pochodnych 1,3,4-oksadiazolowych. Przedstawione na Schemacie 65
efekty tej transformacji wskazuja, iz wzrost polarnosci uktadu aromatycznego przektada sie na
spadek wydajnosci (1340X_Fur i 1340X_Tien). W grupie pochodnych pirydyny, najnizsza
wydajnos¢ odnotowano dla zwigzku 2-pirydylowego (1340X 2-Py), a najwyzszg dla
4-pirydylowego (1340X_4-Py). Taki trend wynikat najpewniej z dezaktywujgcego wplywu
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bliskosci heteroatomu do grupy hydrazydowej w pierscieniu pirydyny. Wydawac by sie mogto, iz
terminalny atom azotu grupy hydrazydowej nie powinien az tak silnie by¢ zaleznym od efektow
elektronowych w pierscieniu, ze wzgledu na niemozliwg delokalizacje elektronéw, niemniej
jednak, udziat efektu indukcyjnego jest znaczacy przy rozpatrywaniu jego aktywnosci
nukleofilowej.

Warunki przedstawionej reakcji powodowaty czesciowg degradacje substratow, czego
efektem byto Zotkniecie mieszaniny reakcyjnej po catonocnym ogrzewaniu w temperaturze
wrzenia toluenu i w atmosferze gazu obojetnego. Cho¢ w literaturze chemicznej mozna sie
natkng¢ na informacje, iz pewien rodzaj hydrazydéw, pochodne hydrazydu ftalowego, ulegajg
rozktadowi dopiero w temperaturze na poziomie 340°C [230], nie mozna wykluczy¢, iz stosowane
w tej reakcji czasteczki nie ulegajg termicznej dekompozyciji juz przy 112°C. Obecnosé
srodowiska odwadniajgcego i zasadowego, a takze ewentualna fotodegradacja, réwniez mogg
mie¢ wplyw na wybarwienie mieszaniny poreakcyjnej i potencjalnie zmniejszenie wydajnosci

przemiany.

6.4.4.4. Pochodne bioizosteryczne MPA oparte na rdzeniu 1,2,4-oksadiazolu
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Schemat 67. Zestawienie wydajnosci syntezy bioizosterycznych pochodnych 1,2,4-oksadiazolu
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Na Schemacie 67 zestawione zostaly wyniki otrzymywania bioizosteréw opartych na
rdzeniu 1,2,4-oksadiazolu. W tym przypadku, rowniez zastosowano ogrzewanie mieszaniny
w temperaturze wrzenia toluenu, w obecnoséci T3P i trietyloaminy. Pozwolito to na uzyskanie
szesciu zwigzkow, cho¢ ze stabszymi wydajnosciami niz te przedstawione wczesniej.

W zwigzku z tym, ze przemiana ta réwniez zaktada kondensacje zachodzgcg pomiedzy
MPA i odpowiednim amidoksymem, wykorzystanie czynnikow kondensujgcych byto jak
najbardziej uzasadnione. Natura tej transformacji, wedtug regut Baldwina, okreslona jest jako
5-endo-trig, co wskazuje na tworzenie piecioczitonowego pierscienia z atakiem nukleofilowym na
uktad ksztattu trygonalnego, w wewnetrznym obrebie tworzonego pierscienia, jest taka sama jak
w przypadku formowania 1,3,4-oksadiazolu.

W tym wypadku jednak, istnieje jeden nukleofil zdolny do zamkniecia pier$cienia, jest nim
grupa aminowa w O-acylowanym amidoksymie tworzgacym sie jako produkt posredni. W efekcie,
wydajnos¢ tworzenia 1,2,4-oksadiazoli jest widocznie zredukowana w odniesieniu do
wczesniejszej klasy heterocykli. Rozpatrzenie tego efektu nie jest jednak proste, gdyz odnosi sie
do poréwnania zdolnosci nukleofilowych amidowego atomu azotu i tlenu. Na efektywnos¢
przemiany moze mie¢ réwniez wptyw potencjalna reakcja uboczna amidoksymu, w ktorej
rzeczony zwigzek ulega deaminacji do N-tlenku nitrylu pod wptywem czynnika odwadniajgcego.
Podobne zjawisko omawiane byto w punkcie rozdziatu 4.2.6. 1,2,4-Oksadiazole.

Proba otrzymania produktu posredniego, O-acylowanego amidoksymu, nie zostata
przeprowadzona ze wzgledu na ograniczenie czasowe oraz skutecznos¢ zastosowanej metody.
Transformacja ta stanowitaby istotne uzupetnienie optymalizacji tego procesu. Wysoce
prawdopodobne jest, iz wysoka temperatura reakcji prowadzi do silniej posunietej degradacji
substratow, gdyz wybarwienie mieszanin poreakcyjnych byto bardziej intensywne, niz
w przypadku otrzymywania 1,3,4-oksadiazoli. W literaturze mozna natkna¢ sie na informacje, iz
proces ten, takze prowadzono w toluenie, jednak z wykorzystaniem innej metody aktywacji grupy
karboksylowej, charakteryzowat sie wydajnosciami na poziomie 50-60% [231]. Warto jednak
odnotowac¢, ze zaden z zastosowanych modeli nie zawierat wolnej grupy fenolowej, tak jak
czgsteczka MPA. Wskazuje to na to, ze o ile mozliwe jest przeprowadzenie transformacji we
wrzgcym toluenie z zadowalajgcymi wydajnosciami, o tyle wolna grupa fenolowa moze ulegac
innym reakcjom, prowadzgc do wiekszej puli produktéw ubocznych, tym samym obnizajgc

wydajnosc¢.
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6.4.4.5. Niecykliczne bioizostery MPA
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Schemat 68. Zestawienie wydajnos$ci syntezy bioizosterycznych pochodnych niecyklicznych

Na powyzszym schemacie (Schemat 68) zamieszczone zostaty metody syntezy
niecyklicznych, otwartotancuchowych pochodnych bioizosterycznych MPA. W tym zbiorze
wymienia sie: kwas hydroksamowy, amid pierwszorzedowy oraz hydrazyd MPA. Zwigzki te
stanowig uzupetnienie do pochodnych 1,3,4- i 1,24-oksadiazolowych, jako zwigzki
bioizosteryczne, lecz o wiekszej podatnosci na hydrolize (degradacje), z uwolnieniem aktywnej
czagsteczki MPA.

Pierwszg z omawianych pochodnych jest kwas hydroksamowy MPA, MPA-CO-NH-OH.
Zostat on juz otrzymany w przesziosci z 19 i 38% wydajnoscig [41]. Uzyskana wartos¢ jest zatem
zbiezna z opisem literaturowym. Dzieki zastosowanej tu metodzie mozliwe byto otrzymanie
znacznej ilosci amidowych pochodnych MPA we wczes$niejszej czesci opracowania. Dzieki pracy
autoréw [41], wiadomo, ze ochrona wolnej grupy fenolowej istotnie wptywa na podwyzszenie

wydajnosci procesu otrzymywania pochodnych kwasoéw hydroksamowych. Nalezy mieé¢ na
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uwadze jednak, iz efekt koncowy obu $ciezek otrzymywania MPA-CO-NH-OH bedzie taki sam,
lub podobny, gdyz w trakcie procesu deprotekcji mozliwa jest utrata czesci zaktadanego produktu.

Otrzymana czasteczka jest fotoczuta, ulega wybarwieniu na kolor zotto-zielony po
pewnym czasie ekspozycji na $wiatto. Ponadto, jako zwigzek z grupy kwasow hydroksamowych,
zdolny jest do wigzania jondw metali przejsciowych, a szczegdlnie cynku i zelaza(lll) [232].
Wybarwienie czgsteczki obserwowane jest nawet przy niewielkich ilosciach jonéw metali
obecnych w wodzie dejonizowanej, szczegdlnie chetnie w warunkach zasadowych.
Z wykorzystaniem widma *H NMR mozliwe byto rozréznienie sygnatéw pochodzacych od atoméw
wodoru zwigzanych z heteroatomami. Wskazywato to na otrzymanie zaktadanego produktu, a nie
wariantu diacylowanej hydroksyloaminy.

Kolejng omawiang pochodng jest amid pierwszorzedowy MPA, MPA-CO-NH,. Zwigzek
ten byt juz wczesniej otrzymany [42], lecz z nizszg wydajnoscig i w odmiennych warunkach, cho¢
takze opierajgcych sie na uzyskaniu estru aktywnego MPA. Wydajnos¢ procesu otrzymywania
MPA-CO-NH; z wykorzystaniem uktadu EDCI/HOSu wyniosta 77%. Zastosowane tutaj warunki
pozwolity na bardziej efektywne otrzymanie tego zwigzku.

Metoda ta, ktdéra powstata w oparciu o wzorzec literaturowy [233], zastuguje na
szczegollng uwage, gdyz pozwala w przystepny sposob otrzymac¢ amid pierwszorzedowy zwigzku
wielofunkcyjnego, z ominieciem wody amoniakalnej, ktérej obecno$¢ moze przynajmniej
czesciowo doprowadza¢ do hydrolizy produktu posredniego. Wydajnos¢ tej transformaciji jest
spéjna z tymi, ktére obserwowano w przypadku syntezy amidowych pochodnych MPA. Cho¢
znana, klasyczna metoda otrzymywania amidéw pierwszorzedowych, biegngca przez chlorek
kwasu karboksylowego, ktéry wkraplany jest bezposrednio na wode amoniakalng, jest przemiang
zachodzgcg z wysokimi wydajnosciami, to przeniesienie jej na ten model nie musiatoby
doprowadzi¢ do podobnych wynikéw. Wynika to z faktu, iz MPA jako zwigzek wielofunkcyjny,
wrazliwy jest na dziatanie skrajnych wartosci pH. Dodatkowo, pracujgc przy niewielkich ilosciach
MPA, na poziomie 50-100 mg, operujgc ich 2 mL roztworami, zatezajgc je i pézniej wkraplajgc
do wody amoniakalnej, mozna utraci¢ znaczng ilo$¢ zwigzku w trakcie transferu miedzy
naczyniami. W takim wypadku, metoda oparta na jednonaczyniowym (ang. one-pot reaction)
mieszaniu reagentow jest bardziej korzystna z technicznego punktu widzenia, cho¢ jej ekonomia
atomowa jest na niskim poziomie.

Ostatnig z omawianych tu pochodnych niecyklicznych jest hydrazyd MPA, MPA-CO-NH-
NH.. Nie bylo mozliwe znalezienie metody jego syntezy z wykorzystaniem bazy danych Reaxys,
cho¢ N*-podstawione hydrazydy MPA s3 opisywane w literaturze [234]. Poczatkowo,
zastosowana metoda bazujgca na ukfadzie TBTU/HOBt, przynajmniej pozornie nie przyniosta
oczekiwanych skutkéw. Z tego powodu, przeprowadzitem przemiane biegngcg przez produkt
posredni, MPA-CO-NH-NH-Boc, ktéry poddany dziataniu kwasu trifluorooctowego generuje
oczekiwany produkt koncowy.

Metoda bezposrednia, cho¢ data oczekiwany, biaty osad po odpowiednio dtugim czasie
mieszania (pozytywnie rozpoznany jako hydrazyd MPA), zostata niepoprawnie przeze mnie

zinterpretowana. Powstaty produkt nie miat wyraznie zaznaczonych sygnatéw od grupy —NHz,

215




w technice 'H NMR, w grupie hydrazydowej, dlatego narodzit sie pomyst przeprowadzenia reakgciji
metoda niebezposrednig. Dodatkowo, proba chemiczna wykorzystujgca odczynnik ninhydrynowy
nie pozwolita na jednoznaczne okreslenie, czy analizowana metodg TLC czasteczka przynalezy
do klasy amin. Nukleofilowo$¢ terminalnego atomu azotu jest podwyzszona na skutek efektu
a, dlatego tym bardziej zwigzek ten powinien by¢ sktonny do reagowania z ninhydryng, dajac
efekt barwny. Nie udato sie go jednak zaobserwowac.

Zwigzek ten zostat ostatecznie poprawnie zidentyfikowany w oparciu o metode
niebezposrednig, w ktérej niemozliwe byloby tworzenie diacylowanej hydrazyny. Wspdtczynnik
Rr otrzymanego produktu pokrywat sie z tym, kidry obserwowatem w metodzie bezposredniej.
Wykonana zostata takze petna charakterystyka zwigzku. Istotnym mankamentem tej metody jest
niewatpliwie jej niska wydajnosc¢ catkowita, ktéra wynosi 21%. Najwiekszg strate obserwuje sie
w przypadku usuwania grupy ochronnej w srodowisku TFA.

Warto tez dodaé, iz widma *H NMR wykonane w DMSO-ds pozwolity na zaobserwowanie
pikéw pobocznych (ang. sideband) dla hydrazydu MPA oraz jego formy N-chronionej. Sg to piki
szczgtkowe, ktére sg rezultatem zarejestrowania réznych rotameréw obecnych w grupie
hydrazydowej, ktérych powstanie wigzane jest z zahamowang rotacjg wigzania C-N i N-N [235].
Niekiedy takie piki uznawane sg za zanieczyszczenia, jednak rozlicznosé formujgcych sie
rotameréw, w okreslonej temperaturze i rozpuszczalniku, dostatecznie dobrze ttumaczy ich

formowanie i sktania do ponownego rozpatrzenia analizowanych sygnatéw.

6.4.4.6. Inne

Inne amidoksymy

INNE AMIDOKSYMY

NH,OH x HCI
Nach3; EtOH, OH
N
///N BP, O.N. 0
R >~ R ONH,
Y = 14-86%
_OH _OH -OH
\ \ I
Y = 14% Y = 86%
Y =61%
_OH
N| y-OH
N |
| X NH, | N\ NH,
/N ~
N
Y = 20% Y =37%

Schemat 69. Zestawienie wydajnosci syntez innych amidoksyméw
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Na Schemacie 69 przedstawiono synteze innych amidoksymow, czyli takich, ktére nie
postuzyly do syntezy zwigzkéw bioizosterycznych. Jest to efekt uboczny prac prowadzonych
w czasie stazu naukowego w KU Leuven. Otrzymanie tej klasy pochodnych wynikato wprost z
checi wytworzenia jak najwiekszej puli réznych motywow strukturalnych, w oparciu o ogromne
zasoby jednostki badawczej, do ktorej pojechatem. W zwigzku z ograniczeniem czasowym, nie
bytem w stanie otrzymac odpowiadajgcych tym amidoksymom hydrazydoéw, dlatego zaniechatem
dalszego kontynuowania tego watku. Te dwie grupy bioizosteréw, pochodne 1,3,4-oksadiazolowe
i 1,2,4-oksadiazolowe, w zamys$le miatly zawiera¢ réwng liczbe odpowiednich motywdéw
strukturalnych, stad brak podjecia dalszych krokow.

Analiza wynikow przedstawionych na powyzszym schemacie wskazuje, iz w niektérych
przypadkach wydajnos¢ procesu byla obnizona. Wyniki sg jednak zbiezne z tymi,
przedstawionymi w literaturze. Efektywnos$¢ reakcji dla poszczegdlnych nitryli, jako substratow,
byta nastepujgca: acetonitryl — 47% [236], cyjanek benzylu — 95% [237], (E)-cynamonitryl —
58% [231], 2-cyjanopirymidyna — 46% [238], 2-cyjanopirazyna — 43% [238].

Na obnizenie to mogta mie¢ wptyw ekstrakcja octanem etylu, ktéry okazat sie byé
rozpuszczalnikiem nieodpowiednim dla wysoce polarnych amidoksymoéw. W tej sytuacii,
pozadany produkt pozostawat w wodzie. Wysolenie warstwy wodnej, a takze uzycie innych,
bardziej polarnych rozpuszczalnikéw, mogtoby poprawi¢ efektywnosé¢ tych proceséw. Niektére
przepisy wskazujg na techniki krystalizacji oraz wytrgcania na zimno, jako te wiasciwe do
podwyzszenia odzysku zaktadanego produktu. Metoda ta jednak nie byta optymalizowana.

Zwigzki te udato sie jednak otrzymac i scharakteryzowac technikg *H NMR.
Bioizosteryczna pochodna RS-ibuprofenu (1340X_Ibu)

Na Schemacie 70 zestawiono zbiér proceséw prowadzgcych do otrzymania
bioizosterycznej pochodnej MPA opartej na rdzeniu racemicznego ibuprofenu, 1340X_lbu. Cho¢
dobudowanie struktury niesteroidowego leku przeciwzapalnego do MPA, nie miesci sie
w podstawowym zbiorze transformacji, proba taka zostata wykonana ze wzgledu na chec
optymalizacji wiasciwosci farmakokinetycznych, ktéra w ogdélnym ujeciu przyswieca temu
projektowi. Dodatkowo zaktadam, iz koniugat ten moze wykazywaé nowe wiasciwosci
terapeutyczne, oparte o podstawowe bioaktywnosci tgczonych czgsteczek — immunosupresyjng
i przeciwzapalng. Moze zostac¢ osiagniety synergizm dziatania oraz nowe, niezbadane dotad cele
terapeutyczne. Pochodna ta otwiera tez pewng droge pod katem otrzymywania optycznie
czynnych derywatéow MPA. Cho¢ zwigzek ten nie zostat przetestowany w badaniach
biologicznych, jego otrzymanie jest mozliwe, z wydajnoscig catkowita wynoszacg okoto 20%.
Dalsze prace z nim zwigzane sg uzaleznione od petnych wynikéw opracowan biologicznych

wykonanych dla podstawowych bioizosteréw.
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Schemat 70. Zestawienie wydajnosci poszczegodlnych procesoéw skfadajgcych sie na otrzymanie
bioizosterycznej pochodnej rac-ibuprofenu
Pierwszym etapem otrzymywania pochodnej 1340X_lbu byta ekstrakcja ibuprofenu
z preparatu farmakologicznego. Charakteryzuje sie ona wysokg wydajnoscig i prostotg
przeprowadzenia. Preparaty farmaceutyczne znane sg z dobrze scharakteryzowanego skfadu
i potencjalnych zanieczyszczen, dlatego stanowig dobry punkt wyjscia dla prac opartych o ich
sktadniki aktywne. Jednym z mankamentéw odzyskiwania ibuprofenu z tabletek byta mozliwo$¢

jego wspdélnego wyptukania wraz z innymi komponentami. W tym przypadku, nie byto to mozliwe,
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a potencjalnie rozpuszczalne w chloroformie skiadniki takie jak: krospowidon,
hydroksypropyloceluloza, makrogol 400 oraz wosk Carnauba, nie przeszty do przesgczu i nie
stanowity istotnego zanieczyszczenia na widmie 'H NMR. W zwigzku z tym, ze ibuprofen
wystepuje w tym preparacie w formie mieszaniny racemicznej, problematyka racemizacji nie
wystepuje, tak dtugo jak nie jest obecne srodowisko chiralne w otoczeniu.

Transformacje ibuprofenu w jego ester metylowy przeprowadzitem z wykorzystaniem
warunkow klasycznej estryfikacji Fischera, w obecnosci metanolu i kwasu siarkowego(VI).
Przemiane te charakteryzuje wysoka wydajnos¢ oraz prostota wykonania. Ponownie, brak
skfadnikéw chiralnych w otoczeniu wykluczyt koniecznos¢ analizy czystosci optycznej produktu.

Kolejnym krokiem byta transformacja uzyskanego uprzednio estru metylowego
w odpowiadajgcy mu hydrazyd. Reakcje te wykonano w oparciu o wczesniej przeprowadzone
eksperymenty, ktére postuzyty w syntezie pochodnych 1,3,4-oksadiazolowych. Na szczegodlng
uwage zastuguje fakt, iz ten ester alifatycznego kwasu karboksylowego ulegt hydrazynolizie
z wydtuzonym czasem reakcji. Analiza TLC wykazata, iz stopien konwersji substratu w produkt
jest niesatysfakcjonujacy po 4 godzinach, a w ciggu tego czasu pozostate estry metylowe,
aromatyczne i heteroaromatyczne, ulegty wydajnej przemianie. Mozna to wigza¢ z odmienng
elektrofilowos$cig obu rodzajow estrow, wigkszg w przypadku estrow aromatycznych
i heteroaromatycznych, a takze wyzszg zawada steryczng w estrze metylowym ibuprofenu. Jako
czgsteczka nieptaska, z podstawnikiem o sporych wymiarach, mniej wydajnie reaguje
z czgsteczkg hydrazyny.

W ostatnim etapie otrzymany hydrazyd ibuprofenu transformowano w pochodng
bioizosteryczng MPA, zgodnie z warunkami przytoczonymi juz wczesniej. Wydajnos¢ tego
procesu, wynoszgca 26%, jest spdjna z uzyskanymi wczesniej dla pochodnych
1,3,4- oraz 1,2,4-oksadiazolu, a jej wymiar mozna wigza¢ z zawadg steryczng jakg wnosi element
struktury ibuprofenu, a takze nieznacznie odmiennym charakterem nukleofilowym terminalnego
atomu azotu. W zwigzku z tym, ze 1340X_lbu nie zostat wigczony do podstawowej puli
zwigzkéw, wykonana zostata jedynie jego podstawowa charakterystyka, z wykorzystaniem
techniki 'H NMR. Analiza *C NMR mogtaby uzupetni¢ interesujgcy trend odnoszacy sie do
przesunie¢ chemicznych osigganych przez heteroaromatyczne atomy wegla.

Izolacja poszczegdlnych enancjomerdw z mieszaniny racemicznej, na drodze
réznicowania diastereoizomerycznego, bgdz technik chromatograficznych bazujgcych na ztozach
chiralnych, pozwolitaby na okreslenie stosunku eudysmicznego, ktéry wskazatby, ktéry z nich jest
bardziej aktywny w przeprowadzonych badaniach biologicznych. Datoby to podstawe pod
interesujgcy watek badawczy chiralnych pochodnych MPA, szczegdlnie w kontekscie

wiasciwosci immunosupresyjnych i przeciwzapalnych.

6.4.5. Badania biologiczne

W niniejszym punkcie rozdziatu znajduje sie opracowanie odnoszgce sie do badan
biologicznych bioizosterycznych pochodnych MPA. Eksperymenty te obejmujg miedzy innymi

profilowanie przeciwnowotworowe dla badanych zwigzkéw wobec szeregu linii komodrek
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nowotworowych (adherentnych i w zawiesinie). Badania te zostaty wykonane w oparciu o sprzet
i zasoby Laboratorium Wirusologii i Chemioterapii Instytutu Rega (Belgia). Eksperymenty te oraz
opracowanie wynikéw wykonali: Leentje Persoons, Dominique Schols i Steven De Jonghe z tego

samego osrodka.

6.4.5.1. Profilowanie na szeregu linii komérek nowotworowych

W zwigzku z faktem, iz aktywno$¢ wyznaczonego na drodze odwrotnego dokowania
i dokowania molekularnego celu molekularnego dla nowej klasy pochodnych MPA — HDAC6 —
zwigzana jest z rakowaceniem, przeprowadzenie badan przesiewowych (ang. screening) na
szeregu linii komorek nowotworowych, pozwolitoby na ocene czgsteczek-kandydatéw pod katem
aktywnosci przeciwnowotworowej. Wykonanie eksperymentéw na komérkach nowotworow litych,
czy hematologicznych, pozwolitoby na identyfikacje najbardziej obiecujgcych pochodnych
bioizosterycznych, co stanowi podstawe pod dalsze badania mechanistyczne oraz potencjalnie
in vivo.

Ponizej znajdujg sie dwie tabele zestawiajgce wyniki takich testow, przeprowadzonych
w oparciu o kultury komérkowe adherentne (uczepione $cian naczynia) oraz hodowane
w zawiesinie. Istotg testéw przesiewowych jest przebadanie jak najwiekszej liczby pochodnych,
w sposob mozliwie jak najszybszy i nie generujgcy znacznych kosztéw. Z tego powodu, wykonuje
sie jedynie po dwa eksperymenty przypadajgce na zwigzek, w warunkach danej linii komorkowej.
Takie podejscie nie pozwala to na okreslenie wspétczynnika ICso wyrazonego w formie wartosci
powiekszonej, bgdz pomniejszonej o btad statystyczny.

Badanie to nalezy traktowaé jako szeroko zakrojong probe odejscia od podstawowych
wiasciwosci immunosupresyjnych MPA, cho¢ aktywnosci tej nie mozna wykluczy¢ ze wzgledu na
wyraznie zarysowany motyw strukturalny MPA pozostajgcy w strukturze bioizosteréw.

Dobér zastosowanych hodowli komérkowych wynika wprost z praktyki laboratoryjnej
0s6b wykonujacych niniejsze badania. Z punktu widzenia istotnosci wynikéw zaktada sie, iz linia
komadrek LN229, czyli hodowli powigzanej z glejakiem wielopostaciowym (ztosliwy nowotwor
mozgu), jest najsilniej powigzana z aktywnoscig HDACs, gdyz typowe inhibitory tych enzyméw
doprowadzity do katastrofy mitotycznej i Smierci komérkowej, i to efektywniej niz to wynikato
z aktywnosci zwigzku referencyjnego (temozolomid) [239]. Dodatkowo, warto zwréci¢ uwage na
linie komérek HCT-116, odnoszgcy sie do raka jelita grubego, gdyz inny, znany inhibitor HDAC
klasy I, efektywnie hamowat proliferacje tych komérek, na drodze indukcji apoptozy zaleznej od
kaspaz [240].

Warto wspomnie¢, iz uzyte w tych eksperymentach zwigzki, dostatecznie dobrze
rozpuszczaty sie w uzytym medium, cho¢ w przypadku 1340X_Fur i 1240X_3-Py, odnotowano

nieznacznie ograniczong mieszalnosc.
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Tabela 16. Zestawienie wynikéw testow przesiewowych w warunkach linii komérek nowotworowych, w
kulturach adherentnych

Wartos¢ wspotczynnika CCso (ICso) dla kultur adherentnych [uM]

Capan-1 HCT-116 LN229 NCI-H460

Symbol Nr 1 Nr 2 Nr 1 Nr 2 Nr 1 Nr 2 Nr 1 Nr 2
1340X

1340X_Ph >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100

1340X_Fur >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100

1340X_Tien 60,10 54,90 >100 >100 >100 >100 >100 >100

1340X_2-Py 55,70 54,80 >100 >100 >100 >100 53,90 57,40

1340X_3-Py 44,00 46,20 91,00 >100 >100 >100 >100 >100

1340X_4-Py >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
1240X

1240X_Ph 16,40 13,30 79,50 86,40 >100 >100 >100 >100

1240X_Fur 11,60 11,00 27,20 32,20 >100 >100 >100 >100

1240X_Tien 35,20 33,70 71,30 68,50 >100 >100 >100 >100

1240X_2-Py 42,40 47,10 85,10 95,90 >100 >100 >100 >100

1240X_3-Py 28,50 38,80 83,20 83,90 >100 >100 >100 >100

1240X_4-Py 35,30 39,60 >100 >100 >100 >100 >100 >100

Bioizostery niecykliczne
MPA-CO-NH-OH 1,60 1,30 2,70 2,50 4,40 5,80 9,20 8,40
MPA-CO-NH-NH2 8,50 9,10 20,00 16,70 62,60 57,50 >100 98,90

MPA-CO-NH:2 2,80 2,30 5,50 5,40 13,70 15,20 41,80 41,70
Zwiazki odniesienia

MPA 0,20 0,20 0,80 0,50 3,80 2,60 2,00 2,90

MMF 0,06 0,06 0,20 0,20 1,20 1,30 3,70 3,40

Panobinostat 0,02 0,02 0,01 0,02 0,02 0,03 0,03 0,03

Etoposide 0,04 0,09 2,90 3,40 4,80 5,40 4,90 4,00

Nocodazole 0,02 0,03 0,02 0,05 0,10 0,13 0,17 0,19

W Tabeli 16 zaprezentowane zostaty wyniki badan przesiewowych dla wszystkich
pochodnych bioizosterycznych, w odniesieniu do hodowli adherentnych. Najwyzszg aktywnosé,
wyrazong w postaci wspotczynnika CCso (ICso) zaobserwowano w przypadku pochodnych:
1340X_3-Py, 1240X_Fur oraz MPA-CO-NH-OH. Osiggniete wyniki sg o rzad lub dwa rzedy
wielkosci wyzsze, niz w przypadku zwigzkéw odniesienia. Nawet MPA i MMF, ktére niezmiennie
stanowig wewnetrzny wzorzec, efektywniej hamujg rozwdj komoérek raka, co wskazuje, iz
niniejsza funkcjonalizacja nie pozwolita na osiggniecie aktywnosci przeciwnowotworowej na
zaktadanym poziomie. Oczywisty zdaje sie by¢ rezultat osiggniety dla Panobinostatu oraz
innych zwigzkow o aktywnosci przeciwnowotworowe;.

Rozwazania teoretyczne na temat potencjalnej skutecznosci niepotwierdzonych
inhibitorow HDAC6 w zwalczaniu poszczegolnych komoérek raka, sg zbyt dalekie od
rzeczywistego funkcjonowania uktadu, nawet w warunkach in vitro. Da sie réwniez zauwazy¢, iz
bioizostery niecykliczne, sg w ogdélnym ujeciu bardziej cytotoksyczne niz ich cykliczne

odpowiedniki. Moze mie¢ to zwigzek z wiekszym prawdopodobienstwem uwolnienia MPA, jako
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substancji aktywnej farmakologicznie, w czasie badah prowadzonych w medium komaérkowym.
Warto jednak zaznaczyé, iz najwiekszy potencjat w odniesieniu do aktywnosci
przeciwnowotworowej zdradza kwas hydroksamowy MPA, MPA-CO-NH-OH, co jest w pewnym
sensie spojnym uzupetnieniem wynikow osiggnietych w stosunku do linii komérek Hela

opisanych juz wczesniej [41].

Tabela 17. Zestawienie wynikéw testow przesiewowych w warunkach linii komérek nowotworowych, w
kulturach w zawiesinie

Wartos¢ wspoétczynnika CCso (ICso) dla kultur w zawiesinie [uM]

DND-41 HL-60 K562 7138
Symbol Nr 1 Nr 2 Nr 1 Nr 2 Nr 1 Nr 2 Nr 1 Nr 2
1340X
1340X_Ph >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
1340X_Fur >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
1340X_Tien >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
1340X_2-Py >100 >100 >100 >100 80,20 76,30 >100 >100
1340X_3-Py 76,50 73,60 46,40 63,60 63,60 81,50 47,80 51,50
1340X_4-Py >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
1240X
1240X_Ph 91,00 86,40 >100 >100 >100 >100 61,10 59,60
1240X_Fur 26,30 26,30 13,60 17,50 14,90 16,20 12,30 13,80
1240X_Tien >100 >100 >100 >100 74,70 70,30 68,20 69,10
1240X_2-Py 52,40 60,00 52,70 72,60 55,80 52,70 51,40 55,20
1240X_3-Py 60,50 51,00 43,70 47,90 55,00 51,00 44,20 44,20
1240X_4-Py 59,50 64,10 35,40 56,80 54,80 53,30 33,40 36,00
Bioizostery niecykliczne
MPA-CO-NH-OH 4,00 2,40 2,10 2,40 1,80 2,30 1,90 2,10
MPA-CO-NH-NH: 21,70 20,10 12,40 14,40 11,50 11,00 9,30 10,80
MPA-CO-NH:2 7,10 5,10 4,50 6,10 3,70 4,30 3,40 6,10
Zwiazki odniesienia
MPA 0,80 0,90 1,60 1,40 0,60 0,80 4,70 1,00
MMF 1,00 0,30 0,20 0,30 0,10 0,10 0,10 0,30
Panobinostat 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01
Etoposide 0,03 0,06 0,08 0,09 1,90 1,70 0,06 0,05
Nocodazole 0,02 0,01 0,02 0,03 0,02 0,01 0,02 0,03

W Tabeli 17 zaprezentowane zostaty wyniki badan przesiewowych dla wszystkich
pochodnych bioizosterycznych, w odniesieniu do komdérek hodowanych w zawiesinie. Najwyzszg
aktywnos¢ zanotowano ponownie w przypadku pochodnych: 1340X_3-Py, 1240X_Fur oraz
MPA-CO-NH-OH, z podobnie obnizong aktywnoscig co do rzedu wielkosci. Dodatkowo, posrod
innych bioizosteréw, pochodna 1240X_4-Py wykazuje stosunkowo wysokg cytotoksycznosé
w odniesieniu do linii komérek Z138.

Ponownie, niniejsze podstawienie bioizosteryczne zdaje sie nie dziata¢ wiasciwie
w kontekscie podnoszenia wiasciwosci cytotoksycznych w stosunku do prezentowanych modeli
raka, w testach in vitro. Najbardziej prawdopodobne jest, iz bioizostery niecykliczne, zawierajgce
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wiele atomow tlenu i azotu, moga najefektywniej hamowac rozwdj tych komaorek, mozliwie dzieki
wigkszej zdolnosci do efektywnego wigzania w centrum aktywnym i/lub z jonem cynku
odpowiedzialnym za funkcjonowanie wielu enzyméw HDAC. Niemniej jednak, czasteczki
1340X_3-Py, 1240X_Fur, MPA-CO-NH-OH oraz ewentualnie 1240X_4-Py, stanowig
najbardziej obiecujgce przyktady bioizosteréw, ktérych dalsza funkcjonalizacja moze
doprowadzi¢ do zaktadanej bioaktywnosci.

Wprowadzone zmiany strukturalne, mogg w efekcie doprowadzi¢ do modyfikacji
typowego, podstawowego mechanizmu dziatania MPA, ktéry zwigzany jest miedzy innymi
z dezaktywacjg w czasie procesu glukuronidacji. W zwigzku z tym, ze obecnos¢ wolnej grupy
fenolowej oraz podatnos$¢ na glukuronidacje nie sg w przypadku aktywnosci inhibicyjnej wobec
HDAC czynnikami limitujgcymi, mozliwe jest dalsze transformowanie rdzenia MPA, byé moze
oparte o acylowanie wolnej grupy fenolowej. Pomyst ten bytby spéjny z wynikami osiggnietymi

juz wczesniej [41].

6.4.5.2. Aktywnos¢ biologiczna bioizosterow w odniesieniu do linii komoérek T-Jurkat oraz
PBMC

Aktywnos¢ biologiczna, ktéra pokrywa badanie: cytotoksycznosci, wiasciwosci
antyproliferacyjnych oraz wyznaczenie mechanizmu dziatania (test GMP), jest obecnie (grudzien
2024 roku) okreslana przez dr hab. inz. Dorote lwaszkiewicz-Grze$s w Zaktadzie Immunologii

Klinicznej i Transplantologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

6.4.5.3. Test enzymatyczny HDACG6

Aktywnos¢ enzymatyczna pochodnych bioizosterycznych, w tescie fluorescencyjnym,
okredlana jest obecnie (grudzien 2024 roku) przez dr. Damiana Garbicza w Zaktadzie

Immunoterapii Eksperymentalnej Narodowego Instytutu Onkologii.

6.4.6. Podsumowanie

Abstrakt graficzny zestawiajagcy cze$¢ wynikdbw osiggnietych w tematyce

bioizosterycznych pochodnych MPA zostat przedstawiony na Rysunku 61.
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Rysunek 61. Abstrakt graficzny podsumowujgcy czes¢ pracy wykonanej w ramach bioizosterycznych
pochodnych MPA

Niniejsza praca eksperymentalna sktada sie z 3 czesci: badan komputerowych, syntezy
oraz czesciowych eksperymentdw biologicznych, prowadzonych w ramach bioizosterycznych
pochodnych MPA. Pomyst rozpoczecia tego tematu wynikt z przegladu literatury oraz badan nad
amidowymi pochodnymi MPA, w ktérych atom tlenu i azotu w czes$ci terminalnej MPA wptywat
na aktywnos¢ immunosupresyjna.

W celu zweryfikowania hipotezy badawczej, iz bioizostery pochodzgce od
1,3,4-oksadiazolu, 1,2,4-oksadiazolu oraz prostsze, niecykliczne pochodne kwasu
hydroksamowego, hydrazydu oraz aminy pierwszorzedowej, mogg mie¢ inng aktywnosé
biologiczng, by¢ moze wynikajgcg z hamowania aktywnosci HDACs, przeprowadzono badania
komputerowe. Po pierwsze, odwrotne dokowanie pozytywnie zweryfikowato zatozenie, iz HDACs
stanowig cel molekularny dla tej klasy czasteczek, z wyszczegdlnieniem typu HDACSG, a takze
wskazato dobre dopasowanie do IMPDH1, jako efekt posiadania w swym rdzeniu motywu
strukturalnego MPA. W zwigzku z tym, ze IMPDH1 jest nieodpowiednim celem molekularnym, ze
wzgledu na jego niska ekspresje w komodrkach, zdecydowatem sie na powzigcie IMPDH2 jako
odpowiednika.

W kolejnym kroku, na drodze eksperymentu dokowania molekularnego, sprawdzitem site
wigzania zaprojektowanych czasteczek z wyznaczonymi enzymami. Majg one nieznacznie
podwyzszony potencjat do hamowania obu z nich, w odniesieniu do MPA. Bioizostery cykliczne
nie posiadajg zdolnosci do aktywnego oddziatywania z jonem cynku katalitycznego w centrum
aktywnym HDACSG, przez co istnieje spore ryzyko nie wykazywania przez nie aktywnosci wobec
tego biatka, cho¢ nalezy mie¢ na uwadze, iz mozliwe jest rowniez wigzanie ligandow przez
miejsca allosteryczne (wejscie do kieszeni katalitycznej). Niemniej jednak, jedynie rzeczywiste
eksperymenty sg w stanie zweryfikowaé te wartosci.

Uzupetnitem  powyzsze badania komputerowe o predykcie parametrow
fizykochemicznych i wtasciwosci farmakokinetycznych bioizosteréw MPA, z wykorzystaniem

narzedzia SwissADME. Najwazniejszym wnioskiem ptyngcym z tej analizy bylo to, ze
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1,3,4-oksadiazole charakteryzujg sie wyzszg hydrofilowoscia, niz ich 1,2,4-oksadiazolowe
odpowiedniki, lecz nizszg niz bioizostery niecykliczne. Miato to swoje odzwierciedlenie w gorszej
rozpuszczalnosci uktadéw 1340X w rozpuszczalnikach niepolarnych. Dodatkowo, zwigzki te
mogg nie ulega¢ prostemu metabolizmowi wagtrobowemu (sg inhibitorami niektorych
cytochroméw) i odktada¢ sie w organach. Dodatkowo, czasteczki te w wyrazny sposob nie famig
zasad imiennych, stanowigcych o sklonnosci zwigzku do bycia lekiem.

Czesciowo pozytywna weryfikacja hipotezy badawczej doprowadzita mnie do
koniecznosci uzyskania tej klasy czgsteczek. Synteze rozpoczagtem od otrzymywania hydrazydéw
oraz amidoksymow, ktére postuzyty mi jako elementy budulcowe pierscienia, odpowiednio, 1,3,4-
oksadiazolii 1,2,4-oksadiazoli, w reakcji odwaniajgcej cyklizacji z MPA. W ten sposéb uzyskatem
12 pochodnych cyklicznych. Na drodze prostych metod sprzegania, pozyskatem réwniez
3 pochodne niecykliczne. Kazda z omawianych czgsteczek zostata scharakteryzowana oraz
okreslono jej czystosé.

W ostatnim etapie, projektowane zwigzki zostaty poddane badaniom przesiewowym na
serii komorek nowotworowych. Wynika stad, iz wiekszo$¢ bioizosteréw jest mniej cytotoksyczna
wobec nich niz zwigzki odniesienia (MPA, MMF i Panobinostat), o 1-3 rzedy wielkosci co do
wspotczynnika CCso. Najbardziej obiecujgce wyniki otrzymano dla pochodnych niecyklicznych,
a szczegdlnie dla MPA-CO-NH-OH, a takze dla niektérych cyklicznych — 1340X_3-Py
i 1240X_Fur. Niestety, wyniki te negatywnie weryfikujg skuteczno$¢ podstawienia
bioizosterycznego, w ramach ktérego grupa karboksylowa MPA zostata przetransformowana
w bioizostery cykliczne, ktére zostato wykonane, by znalez¢ inne zastosowania rdzenia MPA.

Niektére z badan biologicznych nie zostaly jeszcze wykonane. Test enzymatyczny
HDACS6 zweryfikowatby bezposrednio wyniki dokowania molekularnego do tego biatka, a badania
biologiczne na linii komoérek T-Jurkat oraz PMBCs — skutecznos¢ tych zwigzkéw jako

potencjalnych immunosupresantéw, z wykazaniem mechanizmu na drodze testu GMP.

6.5. Podsumowanie
6.5.1. Omowienie wynikow

W ramach niniejszej pracy doktorskiej, przeprowadzitem synteze 49 pochodnych MPA,
ktére podzielone byty odpowiednio na 3 podklasy: amidy (A1-A18), estry (MP1-MP9, P1-P7) oraz
bioizostery (1340X (6), 1240X (6) i niecykliczne (3)). W odniesieniu do hipotez badawczych
postawionych w sekcji Cele badawcze mozna stwierdzi¢, ze w przypadku kazdej podgrupy
czgsteczek mozliwa byta synteza bez zastosowania grupy ochronnej, z najwyzszymi
wydajnosciami notowanymi dla amidéw, nastepnie dla bioizosterow, a na sam koniec — estrow
MPA. Zwigzki te charakteryzowaty sie wysokg czystoscig, ponad 95% dla 48 przypadkow, oraz
tatwo byty identyfikowalne przy pomocy technik NMR oraz HR-MS. W ramach poszczegdinych
klas zwigzkéw prowadzitem rowniez uzupetniajgce prace badawcze majgce na celu poszerzenie
puli dobudowywanych struktur, bgdZz sprawdzenie stosowalno$é przeprowadzonych syntez

w innych zastosowaniach.
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Dodatkowo, przeprowadzitem badania odwrotnego dokowania oraz analize wtasciwosci
fizykochemicznych przy uzyciu narzedzia SwissADME dla grupy pochodnych bioizosterycznych.
Miato to na celu wyznaczenie nowego celu molekularnego oraz ocene rozpuszczalnosci
analizowanych ligandéw, wraz z predykcjg ich potencjatu terapeutycznego. Sposréd szeregu
biatek, to HDACG6 oraz IMPDH2 okazaty sie by¢ najlepiej dopasowane do wiekszosci liganddw,
cho¢ da sie zauwazy¢ wiekszg tendencje bioizosteréw niecyklicznych do wigzania IMPDH2, niz
ich cyklicznych odpowiednikow. Warto dodac¢, ze zwiagzki te nie tamig wiekszosci regut imiennych
stosowanych w analizie potencjatu czgsteczek do bycia lekiem, a takze nie prezentujg sie jako
stabo rozpuszczalne w wodzie, co zachecito mnie do otrzymania i zbadania tej serii pochodnych.

Badania aktywnosci biologicznej obejmujgce: test cytotoksycznosci wobec komorek
T-Jurkat, AsPC-1 oraz PBMC, czy szeregu linii komorek nowotworowych (badania przesiewowe),
analize wtasciwosci antyproliferacyjnych wobec linii komérek PBMC, okreslenie fazy apoptozy,
test GMP, badanie wiasciwosci antyoksydacyjnych w tescie DPPH, inhibicja enzymu w tescie
HDACSG, a takze dokowanie molekularne do enzyméw HDACG6 i IMPDH2 zostaty wykonane przez
wspotautoréw naszych prac. Czes$¢ wynikow zostata przeanalizowana przeze mnie samodzielnie,
a czesc¢ przez osoby wspoétodpowiedzialne za prowadzone badania.

Innymi stowy, otrzymanie i scharakteryzowanie przeze mnie kilku klas nowych
pochodnych MPA umozliwito wstepne poznanie ich aktywnosci immunosupresyjnych,
a w niektorych przypadkach cytotoksycznych wobec komérek nowotworowych.

Bazujgc na badaniach dokowania molekularnego mozna wskaza¢ oddziatywania
wystepujgce pomiedzy rdzeniem MPA oraz dobudowanym do niego fragmentem
heterocyklicznym a aminokwasami w miejscu wigzgcym enzymu. Obserwowane sg
oddziatywania z podjednostkami Gly326, Thr333 i GIn441, a takze oddziatywania Tr-mM, 2
czgsteczkg IMP. Analizujgc przypadek A2, a doktadniej jego element heteroaromatyczny i mostek
amidowy, moze réwniez wskaza¢ oddzialywania elektrostatycznie z kilkoma resztami
aminokwasowymi, np. Ser276 i GIn441. Wszystkie te prawdopodobne interakcje mogg
stabilizowa¢ kompleks enzym-ligand, zapewniajgc odpowiednie dopasowanie A2 i wyzszg
aktywnos$¢é hamujgcg wobec docelowego biatka, co przektada sie na jego aktywnos$¢ biologiczng
w przytoczonych warunkach.

Okreslona wartos¢ wewnetrznego wspotczynnika selektywnos$ci (stosunek wspotczynnika
ICs0 PBMCs do T-Jurkat), IS, dla pochodnych amidowych MPA miesci sie w graniach 0,61-12,01,
gdzie dla MPA wynosi on 20,67. Wskazuje to na fakt, ze ponad potowa pochodnych (10 z 18)
wykazuje istotng selektywno$¢ w aktywnosci cytotoksycznej wobec komodrek T-Jurkat,
przewyzszajgcg wartos¢ 1,00. Obserwowany efekt nie jest jednak silniejszy niz w przypadku
wzorcowej czasteczki MPA. Ze wzgledu na niskg rozpuszczalnos¢ w wodzie, az dla szesciu
pochodnych nie udato sie wyznaczy¢ tego parametru.

Analog benzo[d]oksazolowy, A2, wykazat najbardziej zblizong do MPA aktywnosc¢
antyproliferacyjna, przy jednoczesnie zredukowanej cytotoksycznosci wobec zdrowych komorek.
Dodatkowo, dziata jako inhibitor IMPDH, co zostalo wykazane na podstawie testu GMP. Stad,

wartosciowe mogtoby sie okaza¢ przebadanie poszerzonej klasy funkcjonalizowanych
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pochodnych benzo[d]oksazoli (Rysunek 62). Dokfadniejsza analiza oddzialywan w ramach
dokowania molekularnego mogtaby doprowadzi¢ do wladciwego kierunku derywatyzacji oraz
szerszego poznania aktywnosci cytotoksycznej. Przetestowanie ich na innych wzorcach komorek
zdrowych, np. fibroblastach i hepatocytach, datoby bardziej wyrazng odpowiedz co do
skutecznosci modyfikacji, ktéra pierwotnie zaktadata redukcje polekowych skutkéw ubocznych.
Dodatkowo, wartosciowe by bylo przeanalizowanie jak ta klasa zwigzkéw oddziatuje z genami

kodujgcymi szlaki metaboliczne i sygnatowe, tak istotnych w procesach zwigzanych
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Rysunek 62. Wzdr strukturalny funkcjonalizowanych benzo[d]oksazolowych pochodnych MPA

W toku prac prowadzonych nad estrowymi pochodnymi MPA wykazatem, ze 4 czasteczki
prezentujg szczegolnie interesujgce wlasciwosci. Sg nimi koniugaty: P7 (keton malinowy), P4
(o-kumaran metylu), MP9 (izoeugenol) i P1 (sezamol), a ich aktywno$¢ byta wykazana
wielotorowo, np. zwigzki P7, P4 i MP9 wykazaty cytotoksycznosé wobec komérek AsPC-1 na
podobnym poziomie co MPA i MMF, jednak nie przewyzszajgc ich, ani zwigzku referencyjnego
— gemcytabiny. Dodatkowo, pochodna P1 (wraz z P7, MP5 oraz MP1) zostata wyrdzniona dzieki
wysokiej wartosci wspofczynnika selektywnosci Sl, ktéry sugeruje mozliwos¢ obrania
obiecujgcego kierunku badah nad poprawieniem wiasciwosci terapeutycznych. Ponadto, test
GMP przeprowadzony dla wybranych koniugatow estrowych wykazat, iz zachowujg one inhibicje
IMPDH podobnie do MPA i MMF.

W ogdlnym ujeciu da sie zauwazy¢, iz wbudowanie struktury fenolu pochodzenia
naturalnego w rdzen MPA ma wptyw na wiasciwos$ci przeciwutleniajgce, co wykazano testem
DPPH. Najbardziej obiecujgce przeciwutleniacze okazaty sie mie¢ wtasciwosci cytotoksyczne na
podobnym poziomie co MPA i MMF w warunkach linii komodrkowej AsPC-1. Wysoka wartosé
wspotczynnika Sl dla P1 i P7 nie jest jednak zbiezna z wynikami osiggnietymi dla tych zwigzkow
w tescie DPPH, co wskazuje na ich aktywnos¢ przede wszystkim immunosupresyjng, podobng
do MPA, a w mniejszym stopniu przeciwutleniajgca.

Niniejsze badanie nalezy traktowa¢ jako wstep do analizy aktywnosci przeciwutleniajgcej
i konieczne jest poszerzenie niniejszej koncepcji o inne testy przeciwutleniajgce (np. ABTS,
ORAC, FRAP), enzymatyczne (np. GPx, SOD), a takze inne komoérki nowotworowe (PANC-1,
HCT-116, A549) i inne zdrowe komarki, aby przyblizy¢ sie do zrozumienia mechanizmu dziatania,
a takze nakresli¢ w jakim stopniu wtasciwosci antyoksydacyjne wptywajg na bazowg aktywnosé
immunosupresyjng pochodnych MPA.

Ostatnig klasg analizowanych czgsteczek byty pochodne bioizosteryczne. Obecne w nich

ugrupowania bioizosteryczne zawierajgce atom tlenu i azotu, zostaty wytonione na drodze
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przegladu literatury (istotna zbiezno$¢ strukturalna z typowymi inhibitorami HDACs) oraz
w wyniku badan nad zwigzkiem A2, w ramach grupy amidow MPA (A1-A18). Badania
komputerowe dostarczyly potwierdzenia, iz enzym HDACG6 oraz IMPDH2 sg ich istotnymi celami
molekularnymi, i ze zwigzki te majg pewien potencjat w hamowaniu ich aktywnosci. Dodatkowo,
predykcja wtasciwosci fizykochemicznych nie wskazata na istotne problemy z rozpuszczalnoscia,
ktére byly szczegodlnie widoczne w przypadku klasy pochodnych amidowych. W efekcie, zwigzki
te postanowitem otrzymac z wykorzystaniem protokotdw dehydratacji, zachodzacych pomiedzy
kwasem mykofenolowym, a odpowiednim ekwiwalentem atomu tlenu i azotu (hydrazyd,
amidoksym, hydroksyloamina, hydrazyna, amoniak). Po ustaleniu struktury oraz czysto$ci
zwigzkdéw, zostaly one przebadane na szeregu linii komérek nowotworowych, gdzie o ile ich
rozpuszczalnosé faktycznie nie byta czynnikiem limitujgcym, aktywnos¢ zwigzkow wobec MPA
nie byta zadowalajgca. Najbardziej obiecujgce wyniki otrzymano dla pochodnych niecyklicznych,
a szczegolnie dla znanego wczesniej MPA-CO-NH-OH, a takze dla niektorych cyklicznych —
1340X_3-Py i 1240X_Fur. Na podstawie wykonanych do tej pory badah stwierdzam, ze
zastgpienie grupy karboksylowej MPA cyklicznym uktadem bioizosterycznym nie pozwolito
wyrézni¢ aktywniejszych zwigzkéw antyproliferacyjnych. Dopetnieniem podjetych badan nad
bioizosterycznymi pochodnymi cyklicznymi jest: test enzymatyczny HDACG6, a takze badanie
aktywnosci antyproliferacyjnej wobec komaérek PBMC i T-Jurkat, jako przyjetego w pracy modelu
immunosupresyjnego. W chwili sktadania niniejszej pracy doktorskiej badania te sg jeszcze
wykonywane.

Uzyskane dotychczas wyniki sugeruja, iz rdzen kwasu mykofenolowego jest konieczny
do =zachowania aktywnosci antyproliferacyjnej wobec linii komdrek nowotworowych.
Podstawienie bioizosteryczne prowadzgace do otrzymania pochodnej cyklicznej, z ktorej
uwolnienie czgsteczki MPA jest trudne na drodze hydrolizy, uniemozliwia wykazywanie przez ten

ukfad istotnej bioaktywnosci.
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Rysunek 63. Transformacja kwasu hydroksamowego MPA w odpowiednik mocznikowy na drodze
przegrupowania Lossena oraz wskazanie istotnosci dokowania molekularnego dla nowej klasy czasteczek

Biorgc pod uwage fakt, iz na bazie aktualnego stanu wiedzy, niecykliczne pochodne
bioizosteryczne MPA sg bardziej obiecujgce pod wzgledem aktywnosci biologicznej, anizeli ich
odpowiedniki cykliczne, wynikfa stgd potencjalna koncepcja badawcza opiera sie na pochodnych
mocznikowych MPA (Rysunek 63). Ich otrzymanie jest mozliwe z wykorzystaniem prostej
transformacji grupy hydroksamowej, ktéra w przegrupowaniu Lossena ulega konwersji do
odpowiedniej pochodnej mocznikowej. Taka przemiana opisywana byta dla samej czgsteczki
MPA-CO-NH-OH [241]. Uzyskane pochodne mocznikowe MPA zawierajg na koncu fancucha
bocznego polarne ugrupowanie, moggce oddziatywa¢ zaréwno z IMPDH, jak i jonami cynku. Te
aktywnos¢ nalezatoby jednak zweryfikowa¢ metodami in silico oraz in vitro, a w $rodowisku
komadrek zalezataby ona od podatnosci na hydrolize mocznikéw do aminy MPA.

Reasumujagc, w niniejszej pracy doktorskiej udato mi sie pozytywnie zweryfikowaé szereg
hipotez badawczych i pytan roboczych postawionych w sekcji Cele badawcze. Otrzymane
zwigzki, cho¢ w wiekszosci wypadkéw nie sg bardziej aktywne niz wzorcowy MPA, majg pewien
potencjat aplikacyjny, ze wzgledu na obnizong cytotoksyczno$¢ wobec zdrowych komorek,
istotnie podniesiong warto$¢ wspétczynnikdw selektywnoéci oraz dodatkowe bioaktywnosci,
mogace wnies¢ pozytywne efekty do projektowanych analogéw MPA. Udato mi sie otrzymac 49

nowych, docelowych zwigzkéw oraz przeanalizowaé je z wykorzystaniem badan in vitro, co
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uwazam za istotny wktad w rozwoj tematyki opartej na strukturze MPA. Dodatkowo, pomimo nie
do konca udanego podstawienia bioizosterycznego (z punktu widzenia badan przesiewowych),
ktéremu ulega grupa karboksylowa MPA, w rdzenie oksadiazolowe, uwazam, ze przemiana tej
czgsteczki wnosi pewng wartos$¢ dodang do dyskusji nad transformacjami naturalnie
wystepujacych zwigzkéw wielofunkcyjnych. Niewatpliwg zaletg wszystkich reakcji jest ich
jednoetapowy przebieg, cho¢ oczywiscie istotnie upraszcza to czes¢ chemiczng w niniejszej
dyskusji. Niemniej jednak, dodatkowe prace syntetyczne podjete w poszczegdlnych tematach
powinny byty stosownie podnie$¢ poziom ich skomplikowania. Ponadto, czgsteczki te docelowo
majg by¢ lekami/prolekami, dlatego prostota ich uzyskiwania powinna by¢ rozpatrywana jedynie
jako pozytywny aspekt tej pracy.
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heterocyclic derivatives as immunosuppressive agents. Journal of Enzyme Inhibition and
Medicinal Chemistry. 2022, 37, 2725-41.

DOI: 10.1080/14756366.2022.2127701
IF: 5.6 (Most Wiedzy)
Punkty MEIN: 140 (2024 r.)

2. Walczak J., Iwaszkiewicz-Grze$s D., Cholewinski G. Approaches Towards Better
Immunosuppressive Agents. Current Topics in Medicinal Chemistry. 2024, 24, 1230-
1263.

DOI: 10.2174/0115680266292661240322072908
IF: 2.9 (Most Wiedzy)
Punkty MEIN: 100 (2024 r.)

6.5.2.2. Publikacje spoza tematyki pracy doktorskigj

1. Doroszuk J., Musiejuk M., Jedrzejewski B., Walczak J., Witt D. Convenient and Efficient
Synthesis of Functionalized 2-Sulfenylindoles. Materials. 2020, 13, 4492.

DOI: 10.3390/mal13204492

IF: 5.8 (Most Wiedzy)
Punkty MEIN: 140 (2024 r.)
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6.5.2.3.

Pobtocki K., Jacewicz D., Walczak J., Gawdzik B., Kramkowski K., Drzezdzon J.,

Kowalczyk P. Preparation of Allyl Alcohol Oligomers Using Dipicolinate Oxovanadium(1V)
Coordination Compound. Materials. 2022, 15, 695.

DOI: 10.3390/ma15030695

IF: 5.8 (Most Wiedzy)

Punkty MEIN: 140 (2024 r.)

Pobtocki K., Walczak J., Drzezdzon J., Jacewicz D. Katalizatory wykorzystywane

w syntezie biodiesla. Wiadomosci Chemiczne. 2022, 129-44.

DOI: 10.53584/wiadchem.2022.3.2
IF. —
Punkty MEIN: 20 (2024 r.)

Pobtocki K., Pawlak M., Walczak J., Drzezdzon J., Jacewicz D. Wiasciwosci katalityczne

i biomedyczne zwigzkéw zawierajgcych jony rutenu(ll) oraz rutenu(lll). Wiadomosci
Chemiczne. 2023, 569-95.

DOI: 10.53584/wiadchem.2023.05.8

IF: —

Punkty MEIN: 20 (2024 r.)

Planowana aktywnos¢ publikacyjna zwigzana z praca doktorska

Publikacja zwigzana z estrowymi pochodnymi MPA jest obecnie na etapie rezencji
w czasopismie Scientific Reports. Niniejsza publikacja uzyskata juz wczesniej stosowng
wersje przeddrukowg (ang. preprint): Walczak J., Iwaszkiewicz-Grze§ D.,
Sliwka-Kaszynska M., Kurdyn A., Augustin E., Viapiana A., Plenis A., Cholewinski G.
Direct synthesis of mycophenolic acid aryl esters with antioxidant and antiproliferative
properties. SSRN Preprints. 2024. http://dx.doi.org/10.2139/ssrn.4975663 (dost. dn.
12.12.2024 r.).

Planuje opublikowanie pracy zwigzanej z bioizosterycznymi pochodnymi MPA
w czasopismie z zakresu chemii medycznej (np. Journal of Enzyme Inhibitirion and
Medicinal Chemistry, Europeach Journal of Medicinal Chemistry). Bedzie to mozliwe po
uprzednim uzyskaniu wynikéw testu enzymatycznego HDACG6 oraz badan biologicznych
na liniach komérek PBMCs i T-Jurkat. Ze wzgledu na objetos¢ pracy, rozwazane jest
takze rozdzielenie jej na dwie czesci. Oba warianty opiera¢ sie bedg o wspétprace

miedzynarodows.
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6.5.2.4. Zaangazowanie w projekty

1.

Narodowe Centrum Badah i Rozwoju (NCBIR), Woltamperometryczne wykrywanie
nitrowych zwigzkéw wybuchowych za pomocg hybrydowych czujnikéw diamentowo-
grafenowych: monitoring terenowy zanieczyszczen w regionie Morza Battyckiego
(NITROsens), dr inz. Anna Danuta Dettlaff, Fundusze norweskie i EOG — Program
Badania Stosowane, Miedzynarodowy Program Badawczy, Projekt
zagraniczny/miedzynarodowy, nr porozumienia: NOR/SGS/NITROsens/0011/2020-00,
okres realizacji projektu: 01/09/2021 — 11/09/2024; bytem zatrudniony w tym projekcie
na stanowisku doktorant w okresach: 13/07/22-28/02/23 i 01/04/23-30/09/23.

6.5.2.5. Udziat w stazach naukowych

1.

Narodowa Agencja Wymiany Akademickiej (NAWA), STERowanie w Kkierunku
Umiedzynarodowienia Szkoty Doktorskiej, numer umowy: 13/STER/2023; okres:
20/09/23-19/12/23; strona przyjmujgca: Laboratory of Organic Material Synthesis,
Polymer Chemistry and Materials, Department of Chemistry, KU Leuven (Belgia);
naukowiec przyjmujacy: prof. Mario Smet
(https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorld=7006012259).

6.5.2.6. Udziat w konferencjach

1.

J. Walczak, M. Dasko, G. Cholewinski; Heterocykliczne pochodne amidowe kwasu
mykofenolowego XIV Kopernikanskie Seminarium Doktoranckie; 20-23/09/2021,
Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu, Torun, Polska; prezentacja posteru.

J. Walczak, D. lwaszkiewicz-Grzes, M. SIiwka-Kaszyhska, M. Dasko, P. Trzonkowski,
G. Cholewinski; Nowe amidowe pochodne kwasu mykofenolowego i niektérych uktadéw
heterocyklicznych jako $rodki immunosupresyjne; 64. Zjazd Polskiego Towarzystwa
Chemicznego w Lublinie; 11-16/09/2022, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin,
Polska; prezentacja posteru.

J. Walczak, D. Iwaszkiewicz-Grzes, M. SIiwka-Kaszyhska, M. Dasko, P. Trzonkowski,
G. Cholewinski; Synthesis of N-heterocyclic Amides of Mycophenolic Acid as Prospective
Immunosuppressants; 19th Hellenic Symposium on Medicinal Chemistry; 09-
11/03/2023, Uniwersytet Patraski, Patras, Grecja; prezentacja posteru.

I. Kaczmarzyk, J. Walczak, M. Sobaszek, M. Szopinska, A. Dettlaff; Electrochemical
Sensing of 2,4-Dinitrotoluene on Boron-Doped Carbon Nanowall Electrodes in Seawater;
243rd ECS Meeting; 28/05-02/06/2023, The Electrochemical Society (ECS), Boston,

USA; prezentacja posteru.

6.5.2.7. Dziatalnos¢ i osiagniecia dodatkowe

1.

Aktywnos¢ z ramienia Naukowego Kofta Chemikéw Studentéw Politechniki Gdanskiej
(NKCh SPG) w projekcie: Wygodna i wszechstronna metoda otrzymywania

biokoniugatéw poprzez tworzenie funkcjonalizowanych niesymetrycznych disulfidow
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10.

11.

12.

13.

w roztworze wodnym (OPUS 2013/09/B/ST5/01261); opiekun: prof. Dariusz Witt (rok
akademicki 2015/2016).

Aktywnos¢ z ramienia NKCh SPG w projekcie: Synteza niesymetrycznych disulfanéw
typu winylowego oraz tiofosforylowanych indoli w pozycji drugiej (OPUS
2015/19/B/ST5/03359); opiekun: prof. Dariusz Witt (rok akademicki 2016/2017).
Aktywnos¢ z ramienia NKCh SPG we wlasnym projekcie popularyzujgcym nauke:
Perfumy; opiekun: dr Sebastian Demkowicz (rok akademicki 2016/2017).

Dwukrotny laureat Stypendium rektora dla najlepszych studentéw na Wydziale
Chemicznym Politechniki Gdanskiej (rok akademicki 2016/2017, 2017/2018).
Aktywnosc¢ z ramienia NKCh SPG w projekcie popularyzujgcym nauke wsréd licealistow:
Chemia bez granic; opiekun: dr Marek Lieder, dr Wojciech Chrzanowski, dr Agnieszka
Pladzyk (rok akademicki 2015/2016, 2016/2017, 2017/2018, 2018/2019).

Walczak J.; Podandy — synteza i zastosowanie; Il Interdyscyplinarna Akademicka
Konferencja Ochrony Srodowiska (IAKOS); 17-20/03/2017; Politechnika Gdanska,
Gdansk, Polska; prezentacja posteru popularnonaukowego.

Walczak J.; Losy srodowiskowe farmaceutykéw w ekosystemach wodnych i sposoby ich
utylizacji; Il Interdyscyplinarna Akademicka Konferencja Ochrony Srodowiska (IAKOS);
13-15/04/2018; Politechnika Gdanska, Gdansk, Polska; prezentacja posteru
popularnonaukowego.

Aktywnos¢ z ramienia NKCh SPG w projekcie popularyzujgcym nauke: organizacja
stoiska ,Nasza chemia” w czasie pikniku naukowego ,Bioréznorodnos¢ — poznaj by
zachowad”; opiekun: dr Marek Lieder; organizator: Pomorski Zespdt Parkow
Krajobrazowych, Centrum Informacji i Edukacji Ekologicznej; 19/05/2018, Park Reagana,
Gdansk, Polska.

Opieka naukowa nad studentem Alanem Bieleckim (prezentacja technik stosowanych
w syntezie organicznej); 04-08/2022.

Pokazy doswiadczen chemicznych z zakresu ekstrakcji olejkdw eterycznych w czasie
Battyckiego Festiwalu Nauki; 26/05/2023, 24/04/2024.

Prezentacja pokazoéw doswiadczen chemicznych: 09/09/2016 (V Forum Mitodych
Chemikow), 26/01/2024 (miodziez licealna z Brodnicy).

Premia za publikacje naukowe i patenty na Politechnice Gdanskiej w roku 2020 i roku
2022.

Dwukrotny stypendysta programu Francium Supporting Outstanding Doctoral
Candidates (rok akademicki 2022/2023, 2023/2024).
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7. Czes¢ eksperymentalna
7.1. Amidowe pochodne MPA
7.1.1. Dokowanie molekularne
Przygotowanie ligandow

Przed przeprowadzeniem dokowania molekularnego, potencjalne inhibitory
przygotowano z wykorzystaniem programu Portable HyperChem 8.0.7 Release (Hypercube Inc.,
Gainesville, FL) [242]. Kazdy ligand zoptymalizowano przy uzyciu pola sitowego MM+ [243]
i algorytmu gradientu sprzezonego Polaka-Ribiere’a (terminujgcego przy gradiencie rownym 0,05

kcal-mol-1-Ad).

Przygotowanie biatka

Struktury krystaliczne enzymu IMPDH2, uzyte do badan modelowania molekularnego,
pobrano z bazy danych Protein Data Bank (kod PDB biatka: 1JR1). Analize dokowania
przeprowadzono po standardowych procedurach przygotowania, obejmujgcych: usunigcie
tancucha B poczatkowej struktury, usuniecie struktury kokrystalizowanego MPA i czgsteczek

wody oraz uzupetnienie atoméw wodoru i tadunkéw Gasteigera.

Dokowanie molekularne

Dokowanie zoptymalizowanych ligandéw do przygotowanej struktury enzymu IMPDH2
przeprowadzono za pomocg oprogramowania Autodock Vina w wersji 1.1.2 (The Molecular
Graphic Laboratory, The Scripps Research Institute, La Jolla, CA) [244]. We wszystkich
badaniach, przestrzen symulacyjna byt wycentrowana na atomie wegla B jednostki Ser276,
a rozmiar pudta wynosit 25 A x 25 A x 25 A. Nastepnie, sprawdzane byto najlepsze dopasowanie
ligandéw do centrum aktywnego enzymu. llustracje modelu 3D wygenerowano przy uzyciu
programu VMD w wersji 1.9 (University of lllinois at Urbana — Champaign, Urbana, IL) [245].

7.1.2. Synteza
Informacje ogoéine

MPA i aminy uzyte do syntezy A1-A18, a takze: N,N-diizopropyloetyloamine (DIPEA),
monohydrat 1-hydroksybenzotriazolu (HOBt-H20), tetrafluoroboran 2-(1H-benzotriazol-1-ylo)-
1,1,3,3-tetrametylouroniowy (TBTU), 50% roztwér bezwodnika kwasu propanofosfonowego
w DMF (T3P) i pirydyne (Py) zakupiono od nastepujgcych dostawcow: Sigma Aldrich, Apollo
Scientific, AmBeed, Maybridge, Acros, Angene, Chemat, Alfa Aesar, i uzyto w stanie
niezmienionym. Acetonitryl (MeCN), octan etylu (AcOEt), N,N-dimetyloformamid (DMF),
1,4-dioksan (1,4-D) i pirydyne (Py) oczyszczono i osuszano zgodnie ze standardowymi
procedurami.

Temperature topnienia zmierzono wykorzystujac kriometr Stuart SMP30. Widma *H i 13C

NMR zostaly zarejestrowane na spektrometrze Varian Unity Inova 500 w czestotliwosci 500 MHz
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dla widm protonowych i 126 MHz dla widm weglowych. Wartosci przesunie¢ chemicznych (8)
zostaly podane w czesciach na milion (ppm) w odniesieniu do tetrametylosilanu (TMS),
z zastosowaniem pikéw rozpuszczalnikow szczatkowych jako wzorca wewnetrznego (DMSO-ds:
2,50 ppm dla *H NMR i 39,52 ppm dla 3C NMR). State sprzezenia (J) dane sg w hercach (Hz).
Mozna zaobserwowaC piki resztkowego rozpuszczalnika, zwlaszcza acetonitrylu,
dichlorometanu, N,N-dimetyloformamidu, octanu etylu, toluenu i wody, i pojawiajg sie one
w typowych wartosciach przesunie¢ chemicznych. Przyporzgdkowanie poszczegdlnych pikéw na
widmach NMR zostato opracowane na podstawie pikow charakterystycznych, przynalezgcych do
struktury MPA. Numeracja poszczegoélnych atoméw w opisie skroconym widm jest zgodna
z zaleceniami IUPAC dla zwigzkéw heteroaromatycznych.

Analizy chromatografii cienkowarstwowej (TLC) prowadzono z wykorzystaniem ptytek
Supelco (silikazel osadzony na arkuszu aluminiowym), ktére zawierajg wskaznik fluorescencyjny
0 maksimum absorpcji 254 nm, za$ chromatografie kolumnowg z wykorzystaniem Zzelu
krzemionkowego o srednicy 40-63 pm (230-450 Mesh, Alfa Aesar). Chromatogram wywotano
poprzez ekspozycje na swiatto UV (254 nm) i zaznaczenie otdwkiem lub barwienie jodem.

Analize czystosci zwigzkow metode HPLC przeprowadzono przy uzyciu chromatografu
Agilent liquid chromatograph series 1290 (Agilent Technology, Waldbronn, Niemcy) sktadajgcego
sie z: pompy G4220A, autosamplera G4226A, termostatowanej kolumny G1316C i detektora
diodowego G1315C. Ukiad chromatograficzny byt sterowany przez oprogramowanie Agilent
MassHunter B 06.01. Probki, w ilodci 2 pyL kazda, wprowadzono na termostatowang w 40°C
kolumne Poroshell EC-C18 2.7 ym (3,0 mm x 150 mm). Natezenie przeptywu fazy ruchomej
ustawione byto na 0,4 mL-min1, a elucja przebiegata w gradiencie, gdzie rozpuszczalnik A (0,1%
(v/v) kwasu mréwkowego w wodzie) i rozpuszczalnik B (acetonitryl:metanol, 1:1, v/v) byty
zmieszane w zakresie od 50% B do 100% B w czasie 25 min. Sygnat eluatu rejestrowany byt przy
diugosci fali rownej 254 nm.

Doktadna masa molowa testowanych amidow oraz MPA zostata potwierdzona dzieki
technice HRMS z wykorzystaniem jonizacji elektrosprejem (ESI) sprzezonej z kwadrupolowym
analizatorem czasu przelotu (ESI(-)-QTOF) w spektrometrze mas Agilent QTOF G6540 (Santa
Clara, CA, USA) sprzezonym z systemem Agilent 1290 LC, dziatajagcym w trybie skanowania

ujemnej jonizaciji.

Dane eksperymentalne zebrane dla MPA

Me
OMe
0]
X OH
O oOH Me

Temperatura topnienia [°C]: 143-145

H NMR: &+ (DMSO-ds): 12,01 (s, 1H, -COOH), 9,40 (s, 1H, Ar-OH), 5,24 (s, 2H, Ar-CH20-), 5,13
(t, J=6,9 Hz, 1H, >C=CH-), 3,69 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,29 (d, J = 6,8 Hz, 3H, Ar-CH2-), 2,26 (t, J =
7,4 Hz, 2H, -CH2-), 2,16 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CHz), 2,08 (s, 3H, Ar-CHs), 1,74 (s, 3H, -CHs)
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13C NMR: 8¢ (DMSO-ds): 174,52 (-COOH), 170,58 (-COO-), 163,01 (Ca-OMe), 153,16 (Car-OH),
146,27 (Car-CH20-), 134,04 (>C=C(-CHas)-), 123,13 (Car-CH>-CH=), 122,85 (>C=C(-CHa)-),
116,40 (Car-CHs), 107,41 (Car-COO-), 69,06 (Ar-CH20-), 61,08 (Ar-OCHs), 34,57 (-CH2-COOH),
32,91 (-CH2-CHz2-), 22,87 (Ar-CHz-), 16,46 (=C(-CHs)-), 11,51 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C17H2006 [M—H]~: 319,1182, zmierzone: 319,1346

Czystosé¢: 100,00%; Rt HpLc = 7,259 min

Metoda A — synteza pochodnych MPA z wykorzystaniem amin heteroaromatycznych

Do wysuszonej w ptomieniu palnika | przedmuchanej strumieniem argonu kolby
okrggtodennej wprowadzono 50 mg MPA (0,156 mmol, 1,0 eq) oraz 27 mg 97%
2-aminobenzo[d]tiazolu (0,172 mmol, 1,1 eq). Nastepnie, zwigzki te rozpuszczono w 1,5 mL
suchego acetonitrylu i 0,05 mL suchego DMF. Po dodaniu rozpuszczalnika, kolbe wypetniono
warstwg neutralnego gazu ochronnego (najlepiej argonu) i ukiad schiodzono do 0°C
z wykorzystaniem tazni lodowej. W dalszej kolejnosci, przy pomocy strzykawki, wkroplono 55 uL
DIPEA (d = 0,742 g/mL, 40,3 mg, 0,312 mmol, 2,0 eq), i w jednej porcji dodano 24 mg HOBt-H20
(0,156 mmol, 1,0 eq) i 51 mg TBTU (0,156 mmol, 1,0 eq). Mieszanine reakcyjng mieszano na
mieszadle magnetycznym przez co najmniej 48 godzin (najlepiej 72 godziny), w miedzyczasie
pozwoliwszy jej osiggng¢ temperature pokojowa. Po tym czasie do uktadu wprowadzono 0,4 mL
metanolu, zawiesine dobrze wymieszano i odsgczono na lejku Hirscha. Biaty osad zostat
doktadnie wyptukany zimnymi rozpuszczalnikami, kolejno: acetonitrylem (okoto 2 mL),
metanolem (okoto 1 mL), dichlorometanem (okoto 1 mL), i dobrze wysuszono z wykorzystaniem
pompki wodnej. Uzyskany osad powzieto do badah biologicznych bez zastosowania
dodatkowych technik oczyszczania a przesgcz odrzucono. Al otrzymano jako osad w kolorze

ztamanej bieli z 77% wydajnoscig (54 mg).

Metoda B — synteza pochodnych MPA z wykorzystaniem amin alifatycznych lub
aromatycznych

Do wysuszonej w ptomieniu palnika i przedmuchanej strumieniem argonu kolby
okraggtodennej wprowadzono 125 mg MPA (0,390 mmol, 1,0 eq) i 65 mg 97%
6-aminobenzo[d]tiazolu (0,429 mmol, 1,1 eq). Substancje te nastepnie rozpuszczono w 2-3 mL
suchego octanu etylu, a uktad schtodzono do 0°C z wykorzystaniem tazni lodowej. Po dodaniu
rozpuszczalnika, kolbe wypetniono ponownie gazem obojetnym (najlepiej argonem). W tych
warunkach, wkroplono 63 uL suchej pirydyny (d = 0,982 g/mL, 61,7 mg, 0,780 mmol, 2,0 eq) przy
pomocy strzykawki. Nastepnie, przez 30 min dodawano 342 uL 50% roztworu T3P w DMF
(d=1,09 g/mL, 186,2 mg, 0,585 mmol, 1,5 eq). Mieszanine reakcyjng mieszano przez co najmniej
48 godzin (najlepiej 72 godziny) w temperaturze pokojowej, w miedzyczasie pozwoliwszy na
ogrzanie kolby. Po tym czasie, uktad rozcienczono 5 mL swiezego octanu etylu, a pozyskang
warstwe organiczng ekstrahowano: 1 M kwasem solnym, nasyconym roztworem weglanu sodu
i nasycong solanka. Faze organiczng wysuszono z wykorzystaniem bezwodnego siarczanu
magnezu, zawiesing odsgczono, a przesgcz zatezono z wykorzystaniem rotacyjnej wyparki

prézniowej. Uzyskang mieszanine oczyszczano na kolumnie chromatograficznej w uktadzie
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rozpuszczalnikéw: toluen:octan etylu (RF = 0,13, 2:1, v/v). A4 uzyskano jako puszysty osad

w kolorze écru z 55% wydajnoscig (97 mg).

Zestawienie wlasciwosci otrzymanych pochodnych amidowych (A1-A18)

N-(benzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A1)

Me

oM
o ) ? '\}/Q
N/LS
H

X
o OH Me

Metoda syntezy: A; 2,0 eq DIPEA

Wydajnosé: 77%

Wyglad: proszek w kolorze ztamanej bieli

Temperatura topnienia [°C]: 205-210

H NMR: 81 (DMSO-ds): 12,23 (s, 1H, -NH-), 9,35 (s, 1H, Ar-OH), 7,94 (d, J = 7,8 Hz, 1H, CHHetar),
7,71 (d,J =8,0 Hz, 1H, CHwetar), 7,43 (t, J = 7,6 Hz, 1H, CHHetar), 7,30 (t, J = 7,5 Hz, 1H, CHpetar),
5,18 (t, J = 6,4 Hz, 1H, >C=CH-), 5,04 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,65 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,28 (d, J = 6,7
Hz, 2H, Ar-CHz-), 2,56 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CHz-), 2,29 (t, J = 7,2 Hz, 2H, -CH>-), 1,96 (s, 3H, Ar-
CHs), 1,78 (s, 3H, -CH5)

13C NMR: 6c (DMSO-de): 172,19 (-CONH-), 170,56 (-COO-), 162,83 (Ca-OMe), 158,25
(C(2)Hetar), 153,06 (Car-OH), 148,91 (C(3a)Hetar), 146,08 (Car-CH20-), 133,62 (>C=C(-CHs)-),
131,87 (C(7@)Hetar), 126,45 (C(5)Hetar), 123,83 (C(6)Hetar), 123,64 (Car-CH2-CH=), 122,65 (>C=C(-
CHa)-), 122,02 (C(7)Hetar), 120,85 (C(4)Hetar), 116,23 (Car-CHs), 107,26 (Car-COO-), 68,88 (Ar-
CH20-), 60,97 (Ar-OCHs), 34,64 (-CH2-CONH-), 34,33 (-CH2-CH?>-), 22,88 (Ar-CH>-), 16,50 (=C(-
CHzs)-), 11,40 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C24H2aN20sS [M—H]~: 451,1328, zmierzone: 451,1572

Czystos¢: 98,95%; Rrmpic = 12,253 min

N-(benzo[d]oksazol-2-ylo) mykofenolamid (A2)

Me

M
e O
N//\O
H

X
o OH Me

Metoda syntezy: A; 1,0 eq DIPEA

Wydajnosé: 72%

Wyaglad: biaty proszek

Temperatura topnienia [°C]: 175-177

'H NMR: &4 (DMSO-ds): 11,57 (bs, 1H, -NH-), 9,40 (bs, 1H, Ar-OH), 7,64 — 7,49 (m, 2H, CHHetar),
7,28 (M, 2H, CHhewr), 5,22 — 5,13 (m, 3H, >C=CH- i Ar-CH0-), 3,67 (s, 3H, Ar-OCHs3), 3,30 (d, J
= 6,8 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,58 (m, 2H, -CH2-), 2,27 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CHz-), 2,02 (s, 3H, Ar-CHa),
1,78 (s, 3H, -CHa)
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13C NMR: d¢c (DMSO-ds): 170,56 (-COO-), 162,95 (Car-OMe), 155,49 (C(2)Hetar), 153,12 (Car-OH),
147,96 (C(7@)Hetar), 146,20 (Ca-CH20-), 141,10 (C(3@)Hetar), 133,84 (>C=C(-CHz3)-), 124,92
(C(B)Hetar), 123,86 (C(5)Hetar), 123,48 (Car-CH2-CH=), 122,77 (>C=C(-CHs)-), 118,55 (C(4)Hetar),
116,33 (Car-CHs), 110,38 (C(7)Hetar), 107,36 (Ca-COO-), 68,99 (Ar-CH:20-), 61,03 (Ar-OCHs),
35,08 (-CH2-CONH-), 34,50 (-CH2-CHz2-), 22,89 (Ar-CH2-), 16,57 (=C(-CHs)-), 11,45 (Ar-CHs)
HRMS (m/z) obliczone dla C24H2aN206 [M—H]~: 435,1556, zmierzone: 435,1793

Czystos¢: 98,96%; RrnpLc = 9,474 min

N-(1H-benzo[d]imidazol-2-ylo) mykofenolamid (A3)

Me

oM
e )
N NJ\”
O  OH Me H

Metoda syntezy: A; 1,5 eq DIPEA, 1,5 eq TBTU, bez HOBt-H20, dodatkowe ptukanie lodowatym
DMF

Wydajnosé: 43%

Wyglad: puszysty biaty osad

Temperatura topnienia [°C]: 253-255 (z rozktadem)

IH NMR: 81 (DMSO-ds): 11,90 (bs, 1H, -NH-), 11,39 (bs, 1H, NHketar), 9,44 (bs, 1H, Ar-OH), 7,45
— 7,36 (m, 2H, CHwetar), 7,06 (dd, J = 5,8, 3,1 Hz, 2H, CHnetr), 5,19 (t, J = 6,6 Hz, 1H, >C=CH-),
5,12 (s, 2H, Ar-CHz-), 3,63 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,29 (d, J = 6,8 Hz, 2H, Ar-CH2-), 2,52 (d, J = 6,5
Hz, 2H, -CH2-), 2,30 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CH2-), 1,97 (s, 3H, Ar-CHs), 1,79 (s, 3H, -CHs)

13C NMR: dc (DMSO-ds): 183,06 (C(2)Hetar), 172,40 (-CONH-), 170,60 (-COO-), 162,87 (Car
OMe), 153,06 (Car-OH), 146,98 (Cretar), 146,16 (Car-CH20-), 133,79 (>C=C(-CHs)-), 123,62 (Car-
CH2-CH=), 122,71 (>C=C(-CHs)-), 121,29 (Chetar), 116,29 (Ca-CHsz), 107,33 (Ca-COO-), 68,96
(Ar-CH20-), 60,97 (Ar-OCHs), 34,86 (-CH2-CONH-), 34,56 (-CH2-CH2-), 22,88 (Ar-CH2-), 16,48
(=C(-CHa)-), 11,40 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C24H2sN3Os [M—H]~: 434,1716, zmierzone: 434,1953

Czystos¢: 99,50%; Rrmpic = 5,617 min

N-(benzo[d]tiazol-6-ylo) mykofenolamid (A4)

Me
OMe N
0
0 oy
X N S
O  OH Me H

Metoda syntezy: B; eluent: toluen:octan etylu
Wydajnosé: 55%

Wyglad: puszysty osad w kolorze écru

Re = 0,13 (toluen:octan etylu 2:1, v/v)
Temperatura topnienia [°C]: 175-177
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H NMR: 81 (DMSO-ds): 10,11 (s, 1H, -NH-), 9,42 (bs, 1H, C(2)Hketar), 9,25 (s, 1H, Ar-OH), 8,47
(d, 3 = 1,7 Hz, 1H, C(7)Hwetar), 7,95 (d, J = 8,8 Hz, 1H, CH#etr), 7,48 (dd, J = 8,8, 1,9 Hz, 1H,
CHeHetar), 5,23 — 5,15 (m, 3H, >C=CH- i Ar-CH20-), 3,64 (s, 3H, Ar-OCHz), 3,30 (d, J = 6,8 Hz, 2H,
Ar-CH-), 2,41 (t, J =7,6 Hz, 2H, -CH>-), 2,28 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH>-), 2,00 (s, 3H, Ar-CHz), 1,79
(s, 3H, -CHs)

13C NMR: &c (DMSO-ds): 171,46 (-CONH-), 170,58 (-COO-), 162,89 (Ca-OMe), 154,92
(C(2)Hetar), 153,14 (Car-OH), 149,31 (C(3a)Hetar), 146,13 (Car-CH20-), 137,42 (C(6)Hetar), 134,58
(>C=C(-CHg)-), 134,11 (C(7@)netar), 123,27 (Ca-CH2-CH=), 123,24 (C(4)Hewr), 122,81 (>C=C(-
CH3)-), 118,97 (C(5)Hetar), 116,30 (Car-CHs), 111,70 (C(7)Hetar), 107,34 (Car-COO-), 69,00 (Ar-
CH20-), 60,99 (Ar-OCHzs), 35,66 (-CH2-CONH-), 35,21 (-CH2-CHz2-), 22,91 (Ar-CH2-), 16,64 (=C(-
CHa)-), 11,43 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C24H2aN20sS [M—H]~: 451,1328, zmierzone: 451,1572

Czystosé: purity 100,00%; RtHpLc = 8,638 min

N-(benzo[d]tiazol-5-ylo) mykofenolamid (A5)

Me
oM
e o S
o »
X N N
O  OH Me H

Metoda syntezy: B; eluent: toluen:octan etylu

Wydajnosé: 67%

Wyglad: puszysty biaty osad

Re = 0,18 (toluen:octan etylu, 2:1, v/v)

Temperatura topnienia [°C]: 114-117

'H NMR: &+ (DMSO-ds): 10,08 (s, 1H, -NH-), 9,26 (m, 2H, Ar-OH i C(2)HHetar), 8,38 (d, J = 1,8 Hz,
1H, CHHetar), 8,01 (d, J = 8,7 Hz, 1H, CHuetar), 7,50 (dd, J = 8,7, 1,9 Hz, 1H, CHuetar), 5,22 — 5,16
(m, 3H, >C=CH- i Ar-CH20-), 3,64 (s, 3H, Ar-OCHjs), 3,30 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH2-), 2,41 (dd,
J=8,9, 6,4 Hz, 2H, -CH>-), 2,28 (t, J = 7,6 Hz, 2H, -CH>-), 2,00 (s, 3H, Ar-CHz), 1,79 (s, 3H, -
CHa)

13C NMR: &¢c (DMSO-ds): 171,44 (-CONH-), 170,60 (-COO-), 162,89 (Ca-OMe), 157,24
(C(2)Hetar), 153,98 (C(3a)wetar), 153,12 (Car-OH), 146,15 (Car-CH20-), 138,29 (C(5)Hetar), 134,14
(>C=C(-CHg)-), 127,98 (C(7@)Hetar), 123,26 (Car-CH2-CH=), 122,82 (C(6)Hetar), 122,57 (>C=C(-
CHs)-), 118,33 (C(7)Hetar), 116,32 (Car-CHs), 112,98 (C(4)Hetar), 107,34 (Car-COO-), 69,02 (Ar-
CH20-), 60,98 (Ar-OCHpg), 35,70 (-CH2-CONH-), 35,17 (-CH2-CHz>-), 22,90 (Ar-CH>-), 16,66 (=C(-
CHa)-), 11,41 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C24H2aN20sS [M—H]~: 451,1328, zmierzone: 451,1573

Czystos¢: 100,00%; Rt rpLc = 8,651 min
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N-(benzo[d]oksazol-5-ylo) mykofenolamid (A6)

Me

OM
e o (o)
o »
XX N N
O OH Me H

Metoda syntezy: B; eluent: toluen:aceton

Wydajnosé: 53%

Wyglad: bezowe ciato state

Rr = 0,34 (toluen:aceton, 3:1, v/v)

Temperatura topnienia [°C]: 84-87

IH NMR: 81 (DMSO-ds): 10,01 (s, 1H, -NH-), 9,37 (s, 1H, Ar-OH), 8,69 (s, 1H, C(2)Hwewar), 8,05
(d, 3 =1,9 Hz, 1H, C(4)HHetar), 7,64 (d, J = 8,8 Hz, 1H, CH#etar), 7,43 (dd, J = 8,8, 2,0 Hz, 1H,
CHeetar), 5,19 (m, 3H, >C=CH- i Ar-CH20-), 3,64 (s, 3H, Ar-OCHz3), 3,30 (d, J = 6,8 Hz, 2H, Ar-
CH2-), 2,45 — 2,35 (m, 2H, -CH2-), 2,28 (dd, J = 13,4, 5,3 Hz, 2H, -CH2-), 2,01 (s, 3H, Ar-CHs3),
1,79 (s, 3H, -CHg)

13C NMR: &c (DMSO-ds): 171,21 (-CONH-), 170,59 (-COO-), 162,91 (Ca-OMe), 155,22
(C(2)Hetar), 153,13 (Car-OH), 146,16 (Car-CH20-), 145,68 (C(3a)Hetar), 140,19 (C(7a)Herar), 136,73
(C(5)Hetar), 134,16 (>C=C(-CHs)-), 123,23 (Car-CH2-CH=), 122,83 (>C=C(-CHs)-), 118,00
(C(6)Hetar), 116,33 (Car-CHas), 111,18 (Cretar), 110,54 (Chetar), 107,35 (Car-COO-), 69,03 (Ar-CH20-
), 60,98 (Ar-OCHps), 35,62 (-CH2-CONH-), 35,20 (-CH2-CHz>-), 22,90 (Ar-CH>-), 16,64 (=C(-CHs3)-
), 11,43 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C24H24N206 [M—H]~: 435,1556, zmierzone: 435,1795

Czystos¢: 95,79%; RrupLc = 7,866 min

N-[1-(pirymidyn-2-ylo)metylo] mykofenolamid (A7)

Me
OMe

N
B H/\ﬁ)

O OH Me N

0

Metoda syntezy: B; eluent: toluen:aceton

Wydajnosé: 61%

Wyglad: biate ciato state

Re = 0,13 (toluen:aceton, 2:1, v/v)

Temperatura topnienia [°C]: 107-110

'H NMR: &+ (DMSO-ds): 8 9,41 (s, 1H, Ar-OH), 8,73 (d, J = 4,9 Hz, 2H, CHhewr), 8,33 (t, J = 5,8
Hz, 1H, -NH-), 7,37 (t, J = 4,9 Hz, 1H, CHueta), 5,24 (S, 2H, Ar-CH20-), 5,14 (t, J = 6,9 Hz, 1H,
>C=CH-), 4,40 (d, J = 5,8 Hz, 2H, -CH2-HetAr), 3,69 (s, 3H, Ar-OCHzs), 3,30 (d, J = 8,3 Hz, 2H,
Ar-CHz-), 2,28 — 2,21 (m, 2H, -CH2-), 2,17 (dd, J = 8,8, 5,6 Hz, 2H, -CH>-), 2,08 (s, 3H, Ar-CHa),
1,75 (s, 3H, -CHa)
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13C NMR: dc (DMSO-ds): 172,34 (-CONH-), 170,59 (-COO-), 167,48 (C(2)Hetar), 163,00 (Car
OMe), 157,72 (C(4)Hetar i C(6)Hetar), 153,17 (Car-OH), 146,23 (Car-CH20-), 134,52 (>C=C(-CHs3)-),
123,01 (Car-CH2-CH=), 122,94 (>C=C(-CHa)-), 120,17 (C(5)Hetar), 116,39 (Car-CHs), 107,41 (Car-
CO0O0-), 69,06 (Ar-CH20-), 61,07 (Ar-OCHgs), 45,22 (-CONH-CH2-HetAr), 35,45 (-CH2-CONH-),
34,56 (-CH2-CHz-), 22,88 (Ar-CHz-), 16,49 (=C(-CHs)-), 11,51 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C22H2sN30s [M—H]~: 410,1716, zmierzone: 410,1936

Czystos¢: 99,19%; RrnpLc = 5,293 min

N-(6-metoksybenzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A8)

Me

OMe o N@—om
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Metoda syntezy: A; 2,0 eq DIPEA

Wydajnosé: 100%

Wyglad: biate ciato state

Temperatura topnienia [°C]: 246-248 (z rozktadem)

H NMR: 81 (DMSO-ds): 12,10 (s, 1H, -NH-), 9,35 (s, 1H, Ar-OH), 7,60 (d, J = 8,8 Hz, 1H, CHHetar),
7,53 (d, J = 2,4 Hz, 1H, CH#etar), 7,02 (dd, J = 8,8, 2,5 Hz, 1H, CHuetar), 5,17 (t, J = 6,7 Hz, 1H,
>C=CH-), 5,08 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,81 (s, 3H, HetAr-OCHzs), 3,65 (s, 3H, Ar-OCHzs), 3,28 (d, J =
6,8 Hz, 2H, Ar-CHz-), 2,58 — 2,52 (m, 2H, -CH>-), 2,28 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CH>-), 1,98 (s, 3H, Ar-
CHsa), 1,78 (s, 3H, -CHg)

13C NMR: &¢c (DMSO-ds): 171,89 (-CONH-), 170,61 (-COO-), 162,94 (Ca-OMe), 156,51
(C(2)Hetar), 156,28 (C(6)Hetar), 153,11 (Car-OH), 146,06 (Car-CH20-), 143,07 (C(3@)Hetar), 133,72
(>C=C(-CHs)-), 133,21 (C(7@)wetar), 123,61 (Car-CH2-CH=), 122,65 (>C=C(-CHs)-), 121,44
(C(4)Hetar), 116,30 (Car-CHs), 115,19 (C(5)Hetar), 107,29 (Car-COO-), 105,13 (C(7)Hetar), 68,95 (Ar-
CH20-), 61,01 (Ar-OCHjs), 56,12 (HetAr-OCHs), 34,69 (-CH2-CONH-), 34,35 (-CH2-CH2-), 22,89
(Ar-CH2-), 16,50 (=C(-CHs)-), 11,42 (Ar-CHa)

HRMS (m/z) obliczone dla C2sH26N206S [M—H]~: 481,1433, zmierzone: 481,1692

Czystos¢: 99,43%; Rrnpic = 12,073 min

N-(6-metylobenzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A9)
Me
OMe o N@,Me
O |
N s
O  OH Me H

Metoda syntezy: A; 1,0 eq DIPEA

Wydajnosé: 81%

Wyglad: biate ciato state

Temperatura topnienia [°C]: 257-260 (z rozkladem)
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'H NMR: &4 (DMSO-ds): 12,15 (s, 1H, -NH-), 9,38 (s, 1H, Ar-OH), 7,72 (s, 1H, C(7)Hwew), 7,59
(d, J = 8,2 Hz, 1H, CHuetwr), 7,24 (d, J = 8,2 Hz, 1H, CHHetar), 5,17 (t, J = 6,7 Hz, 1H, >C=CH-),
5,06 (s, 2H, Ar-CHz20-), 3,67 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,28 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH2-), 2,53 (m, 2H, -
CH2-), 2,41 (s, 3H, HetAr-CHg), 2,27 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 1,97 (s, 3H, Ar-CHa), 1,76 (s, 3H, -CHz)

13C NMR: &c (DMSO-ds): 172,03 (-CONH-), 170,67 (-COO-), 163,03 (Ca-OMe), 157,42
(C(2)Hetar), 153,14 (Car-OH), 146,97 (C(3@)Hetar), 146,02 (Car-CH20-), 133,73 (>C=C(-CHs3)-),
133,25 (C(7a)Hetar), 132,12 (C(6)Hetar), 127,71 (C(5)Hetar), 123,64 (Car-CH2-CH=), 122,63 (>C=C(-
CHs)-), 121,55 (Chetar), 120,50 (Cretar), 116,33 (Car-CHs), 107,30 (Car-COO-), 68,99 (Ar-CH20-),
61,03 (Ar-OCHg), 34,69 (-CH2-CONH-), 34,46 (-CH>-CH>-), 22,89 (Ar-CH>-), 21,39 (HetAr-CHs),
16,48 (=C(-CHa)-), 11,41 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C2sH26N20sS [M—H]~: 465,1484, zmierzone: 465,1721

Czystos¢: 98,99%; Rrupic = 13,755 min

N-(5,6-dimetylobenzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A10)

Me Me

OMe Me

° A

X
o OH Me

Metoda syntezy: A; 1,0 eq DIPEA

Wydajnosé: 77%

Wyglad: biate ciato state

Temperatura topnienia [°C]: 246-247 (z rozktadem)

'H NMR: &4 (DMSO-de): 12,12 (s, 1H, -NH-), 9,36 (s, 1H, Ar-OH), 7,66 (s, 1H, CHHetar), 7,50 (s,
1H, CHHetar), 5,17 (t, J = 6,6 Hz, 1H, >C=CH-), 5,08 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,64 (s, 3H, Ar-OCHz),
3,28 (d, J = 6,7 Hz, 2H, Ar-CH3-), 2,57 — 2,51 (m, 2H, -CHz2-), 2,33 (m, 8H, -CH2-, HetAr(5)-CHz, i
HetAr(6)-CHs), 1,96 (s, 3H, Ar-CHz), 1,78 (s, 3H, -CH?3)

13C NMR: &c (DMSO-ds): 171,93 (-CONH-), 170,57 (-COO-), 162,86 (Ca-OMe), 157,33
(C(2)Hetar), 153,08 (Car-OH), 147,48 (C(3@)Hetar), 146,13 (Car-CH20-), 135,06 (C(7a)Hetar), 133,70
(>C=C(-CHz3)-), 132,64 (C(6)netar), 129,22 (C(5)Hetar), 123,59 (Car-CH2-CH=), 122,67 (>C=C(-
CHa)-), 121,77 (C(7)Hetar), 121,24 (C(4)Hetar), 116,26 (Car-CHs), 107,30 (Car-COO-), 68,90 (Ar-
CH20-), 60,99 (Ar-OCHas), 34,68 (-CH2-CONH-), 34,32 (-CH2-CH2-), 22,88 (Ar-CH2-), 20,17
(HetAr-CHs), 20,01 (HetAr-CHz), 16,50 (=C(-CHz)-), 11,42 (Ar-CHz3)

HRMS (m/z) obliczono dla C26H28N20sS [M—H]~: 479,1641, zmierzone: 479,1893

Czystos¢: 97,49%; Rt xpic = 14,909 min
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N-(6-fluorobenzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A11)

Me

o e i '\}QF
NS
H
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O  OH Me

Metoda syntezy: A; 2,0 eq DIPEA

Wydajnosé: 71%

Wyglad: biate ciato state

Temperatura topnienia [°C]: 232-236 (z rozkladem)

IH NMR: 8n (DMSO-ds): 12,26 (s, 1H, -NH-), 9,35 (s, 1H, Ar-OH), 7,86 (dd, J = 8,7, 2,5 Hz, 1H,
CHhetar), 7,71 (dd, J = 8,8, 4,8 Hz, 1H, CHuetr), 7,28 (td, J = 9,1, 2,6 Hz, 1H, CHretar), 5,17 (t, J =
6,7 Hz, 1H, >C=CH-), 5,08 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,65 (s, 3H, Ar-OCHjs), 3,28 (d, J = 6,8 Hz, 2H, Ar-
CH2-)), 2,55 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH2-), 2,29 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CH>-), 1,98 (s, 3H, Ar-CHs), 1,78
(s, 3H, -CH3)

13C NMR: 8c (DMSO-ds): 172,26 (-CONH-), 170,66 (-COO-), 163,04 (Ca-OMe), 160,02
(C(2)Hetar), 158,20 (d, J = 21,3 Hz, C(6)Hetar), 153,14 (Car-OH), 145,98 (Car-CH20-), 145,71
(C(3a)Hetar), 133,70 (>C=C(-CHs)-), 133,20 (d, J = 11,1 Hz, C(7a)netar), 123,65 (Car-CH2-CH=),
122,63 (>C=C(-CHa)-), 121,90 (d, J = 9,2 Hz, C(4)Hetar), 116,34 (Car-CH3), 114,45 (d, J = 24,5 Hz,
C(5)Hetar), 108,37 (d, J = 26,8 Hz, C(7)Hetar), 107,28 (Ca-COO-), 69,02 (Ar-CH»0-), 61,02 (Ar-
OCHa), 34,63 (-CH2-CONH-), 34,43 (-CH2-CH>-), 22,89 (Ar-CH>-), 16,47 (=C(-CH3)-), 11,40 (Ar-
CHs)

HRMS (m/z) obliczono dla C24H23FN20sS [M—H]~: 469,1233, zmierzone: 469,1488

Czystos¢: 99,58%; Rrnpic = 12,970 min

N-(6-chlorobenzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A12)
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Metoda syntezy: A; 1,0 eq DIPEA

Wydajnosé: 78%

Wyglad: biate ciato state

Temperatura topnienia [°C]: 261-264 (z rozkladem)

!H NMR: d4 (DMSO-ds): 12,33 (s, 1H, -NH-), 9,38 (s, 1H, Ar-OH), 8,09 (s, 1H, C(7)Hwetar), 7,70
(d, J = 8,6 Hz, 1H, CHHetar), 7,45 (d, J = 8,5 Hz, 1H, CHHetar), 5,17 (t, J = 6,2 Hz, 1H, >C=CH-),
5,08 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,67 (s, 3H, Ar-OCHa), 3,28 (d, J = 6,6 Hz, 2H, Ar-CH2-), 2,56 (t, J = 7,4
Hz, 2H, -CH2-), 2,29 (t, J = 7,1 Hz, 2H, -CH2-), 1,97 (s, 3H, Ar-CHs), 1,78 (s, 3H,-CHzg)

13C NMR: 8c (DMSO-ds): 172,40 (-CONH-), 170,61 (-COO-), 162,96 (Ca-OMe), 159,12
(C(2)Hetar), 153,12 (Car-OH), 147,86 (C(3a)Hetar), 146,02 (Car-CH20-), 133,64 (>C=C(-CHs)-),
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127,90 (Cretar), 126,77 (Chetar), 123,67 (Ca-CH2-CH=), 122,64 (>C=C(-CHz)-), 122,04 (CHetar),
121,69 (Cretar), 116,30 (Car-CHs), 107,28 (CA-COO-), 68,96 (Ar-CH20-), 61,01 (Ar-OCHs), 34,62
(-CH2-CONH-), 34,41 (-CH2-CH3-), 22,89 (Ar-CH>-), 16,48 (=C(-CH3)-), 11,41 (Ar-CHa)

HRMS (m/z) obliczono dla C24H23CIN20sS [M—H]~: 485,0938, zmierzone: 485,1186

Czystos¢: 97,55%; Rrupic = 14,845 min

N-(6-bromobenzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A13)

Me

ST o )
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Metoda syntezy: A; 1,0 eq DIPEA; dodano 0,15 mL suchego 1,4-dioksanu, by zwiekszy¢
rozpuszczalnos¢ reagentow

Wydajnosé: 80%

Wyglad: ciato state koloru kremowego

Temperatura topnienia [°C]: 265-267 (z rozktadem)

H NMR: 81 (DMSO-ds): 12,33 (s, 1H, -NH-), 9,37 (s, 1H, Ar-OH), 8,22 (d, J = 1,2 Hz, 1H, CHHetar),
7,67 (d, J = 8,6 Hz, 1H, CHwetar), 7,57 (dd, J = 8,6, 1,4 Hz, 1H, CHuetar), 5,17 (t, J = 6,6 Hz, 1H,
>C=CH-), 5,08 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,64 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,28 (d, J = 6,8 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,56
(t, J=7,4 Hz, 2H, -CH2-), 2,29 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CH>-), 1,97 (s, 3H, Ar-CHs), 1,76 (s, 3H, -CHa)
13C NMR: &c (DMSO-ds): 172,41 (-CONH-), 170,65 (-COO-), 163,02 (Ca-OMe), 159,10
(C(2)Hetar), 153,14 (Car-OH), 148,18 (C(3@)Hetar), 145,99 (Car-CH20-), 134,18 (C(7a)Hetar), 133,66
(>C=C(-CHgs)-), 129,45 (C(7@)Hetar), 124,50 (CHetar), 123,68 (Ca-CH2-CH=), 122,62 (>C=C(-CHs)-
), 122,45 (Chetar), 116,33 (Car-CHs), 115,73 (C(6)Hetar), 107,29 (Car-COO-), 68,99 (Ar-CH20-),
61,02 (Ar-OCHs), 34,63 (-CH2-CONH-), 34,46 (-CH2-CH>-), 22,89 (Ar-CH>-), 16,47 (=C(-CHs)-),
11,40 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczono dla C24H23BrN20sS [M—H]~: 529,0433, 531,0415, zmierzone: 529,0703,
531,0687

Czystos¢: 97,88%; Rtxpic = 15,319 min

N-[6-(trifluorometylo)benzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A14)
Me

STY™ 9 v
/
N*S
H

AN
O OH Me

Metoda syntezy: A; 2,0 eq DIPEA

Wydajnosé: 65%

Wyglad: biate ciato state

Temperatura topnienia [°C]: 261-264 (z rozkladem)
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'H NMR: &1 (DMSO-ds): 12,49 (s, 1H, -NH), 9,34 (s, 1H, Ar-OH), 8,47 (s, 1H, C(7)HHewr), 7,87 (d,
J =8,5Hz, 1H, CHwetar), 7,74 (d, J = 8,5 Hz, 1H, CHHetar), 5,18 (t, J = 6,8 Hz, 1H, >C=CH-), 5,05
(s, 2H, Ar-CH20-), 3,64 (s, 3H, Ar-OCHg), 3,28 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,59 (t, J = 7,5 Hz,
2H, -CHz2-), 2,37 — 2,24 (m, 2H, -CH>-), 1,96 (s, 3H, Ar-CH3), 1,79 (s, 3H, -CHa)

13C NMR: &c (DMSO-ds): 172,66 (-CONH-), 170,59 (-COO-), 162,96 (Ca-OMe), 161,47
(C(2)Hetar), 153,11 (Car-OH), 151,74 (C(3@)Hetar), 145,99 (Car-CH20-), 133,60 (>C=C(-CHs3)-),
132,50 (C(7@)Hetar), 126,14 (Chetar), 124,09 (d, J = 31,9 Hz, HetAr-CF3) 123,70 (Car-CH2-CH=),
123,24 (d, J = 3,4 Hz, Chetr), 122,63 (>C=C(-CHz3)-), 121,24 (Cretar), 120,14 (d, J = 4,1 Hz,
C(4)Hetar), 116,28 (Car-CHs), 107,27 (Car-COO-), 68,91 (Ar-CH20-), 61,00 (Ar-OCHs), 34,57 (-CHo-
CONH-), 34,44 (-CH2-CHz>-), 22,89 (Ar-CH>-), 16,48 (=C(-CH3)-), 11,37 (Ar-CHz)

HRMS (m/z) obliczono dla CzsH23F3N20sS [M—H]~: 519,1202, zmierzone: 519,1484

Czystos¢: 97,28%; Rrnpic = 15,435 min

N-(6-nitrobenzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A15)

Me
o OMe O i@*NOz
X N S

O  OH Me H
Metoda syntezy: A; 1,0 eq DIPEA; dodano 0,6 mL suchego DMF i 1,0 ml suchego ACN w celu
poprawienia rozpuszczalno$ci reagentow
Wydajnosé: 42%
Wyglad: ciato state w kolorze bezowym
Temperatura topnienia [°C]: 278-280 (z rozktadem)
H NMR: 81 (DMSO-ds): 12,66 (s, 1H, -NH-), 9,37 (s, 1H, Ar-OH), 9,03 (d, J = 2,0 Hz, 1H, CHHetar),
8,28 (dd, J = 8,0, 4,0 Hz, 1H, CHHetar), 7,86 (d, J = 8,9 Hz, 1H, CHHetr), 5,18 (t, J = 6,6 Hz, 1H,
>C=CH-), 5,08 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,65 (s, 3H, Ar-OCH3), 3,28 (d, J = 6,7 Hz, 2H, Ar-CH3-), 2,61
(t, J=7,4 Hz, 2H, -CH2-), 2,31 (t, J = 7,3 Hz, 2H, -CH2-), 1,97 (s, 3H, Ar-CHz), 1,80 (s, 3H, -CH?3)
13C NMR: 8¢ (DMSO-ds): 172,96 (-CONH-), 170,57 (-COO-), 163,82 (C(2)Hetar), 162,98 (Car
OMe), 153,92 (C(6)Hetar), 153,12 (Car-OH), 146,02 (Car-CH20-), 143,41 (C(3a)Hetar), 133,58
(>C=C(-CHg3)-), 132,66 (C(7@)wetar), 123,73 (Car-CH2-CH=), 122,63 (>C=C(-CHs)-), 122,12
(C(5)Hetar), 120,90 (C(4)Hetar), 119,28 (C(7)Hetar), 116,31 (Car-CHz), 107,28 (Car-COO-), 68,99 (Ar-
CH20-), 61,02 (Ar-OCHgs), 34,52 (-CH2-CONH-), 34,50 (-CH2-CHz>-), 22,89 (Ar-CH>-), 16,49 (=C(-
CHzs)-), 11,41 (Ar-CHs)
HRMS (m/z) obliczono dla C24H23N307S [M—H]~: 496,1178, zmierzone: 496,1442
Czystos¢: 97,60%; Rtnpc = 13,238 min
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N-(4-metoksybenzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A16)

Me

OM
LTI 5 82
” N OMe

AN
0 OH Me

Metoda syntezy: A; 1,0 eq DIPEA; gama rozpuszczalnikow do przemywanie osadu ograniczona
do acetonitrylu

Wydajnosé: 66%

Wyglad: biate ciato state

Temperatura topnienia [°C]: 165-168

IH NMR: &1 (DMSO-ds): 12,35 (s, 1H, -NH-), 9,34 (s, 1H, Ar-OH), 7,47 (d, J = 7,9 Hz, 1H, CHheta?),
7,24 (t,J = 8,0 Hz, 1H, C(6)H washing step limited to cold acetonitrile usage Hetar), 6,99 (d, J = 8,0
Hz, 1H, CHuetwr), 5,17 (t, J = 6,7 Hz, 1H, >C=CH-), 5,03 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,91 (s, 3H, HetAr-
OCHz3), 3,64 (s, 3H, Ar-OCHpg), 3,28 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH2-), 2,59 — 2,51 (m, 2H, -CH>-), 2,29
(t, J=7,4 Hz, 2H, -CH2-), 1,95 (s, 3H, Ar-CHs), 1,78 (s, 3H, -CH3)

13C NMR: &¢c (DMSO-ds): 171,92 (-CONH-), 170,67 (-COO-), 163,01 (Ca-OMe), 156,70
(C(2)Hetar), 153,11 (Car-OH), 152,35 (C(4)Hetar), 145,98 (Car-CH20-), 138,94 (C(3a)Hetar), 133,66
(>C=C(-CHgs)-), 133,38 (C(7a)retar), 124,73 (C(6)Hetar), 123,71 (Ca-CH2-CH=), 122,59 (>C=C(-
CHs)-), 116,31 (Car-CHzs), 113,85 (C(7)Hetar), 108,31 (C(5)Hetar), 107,27 (Car-COO-), 69,00 (Ar-
CH20-), 61,02 (Ar-OCHs), 56,38 (HetAr-OCHs), 34,70 (-CH2-CONH-), 34,46 (-CH2-CH2-), 22,88
(Ar-CHz-), 16,44 (=C(-CHs)-), 11,35 (Ar-CHa)

HRMS (m/z) obliczono dla C2sH26N206S [M—H]~: 481,1433, zmierzone: 481,1695

Czystos¢: 98,12%; Rrupic = 12,274 min

N-(4-metylobenzo[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A17)

Me

OMe
: ¢ 0

X H N Me
O OH Me

Metoda syntezy: A; 1,0 eq DIPEA; gama rozpuszczalnikéw do przemywanie osadu ograniczona
do acetonitrylu

Wydajnosé: 67%

Wyglad: biate ciato state

Temperatura topnienia [°C]: 173-176

'H NMR: 81 (DMSO-ds): 12,32 (s, 1H, -NH-), 9,31 (s, 1H, Ar-OH), 7,74 (d, J = 7,7 Hz, 1H, CHHetar),
7,25 (d, J = 7,2 Hz, 1H, CHhewr), 7,20 (t, J = 7,5 Hz, 1H, C(6)Hnewr), 5,18 (t, J = 6,8 Hz, 1H,
>C=CH-), 4,95 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,65 (s, 3H, Ar-OCH3), 3,27 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,60
— 2,52 (m, 5H, -CH2- i HetAr-CHz), 2,29 (t, J = 7,3 Hz, 2H, -CH2-), 1,93 (s, 3H, Ar-CHz), 1,78 (s,
3H, -CHs)

246




13C NMR: dc (DMSO-ds): 172,11 (-CONH-), 170,56 (-COO0-), 168,41, 162,78 (Ca-OMe), 157,39
(C(2)Hetar), 153,01 (Car-OH), 147,95 (C(3@)wetar), 145,99 (Car-CH20-), 133,55 (>C=C(-CHsa)-),
131,52 (C(7a)wetar), 130,17 (Cretar), 126,93 (CHetar), 123,75 (Chetar), 123,67 (Ca-CH2-CH=), 122,61
(>C=C(-CHz3)-), 119,38 (C(7)Hetar), 116,16 (Car-CHs), 107,19 (Car-COO-), 68,83 (Ar-CH»0-), 60,96
(Ar-OCHpg), 34,72 (-CH2-CONH-), 34,24 (-CH2-CH>-), 22,86 (Ar-CH>-), 18,44 (HetAr-CHz), 16,49
(=C(-CHs3)-), 11,35 (Ar-CHg)

HRMS (m/z) obliczono dla C2sH26N20sS [M—H]~: 465,1484, zmierzone: 465,1731

Czystos¢: 100,00%; Rt rpLc = 14,096 min

N-(4-chlorobenzol[d]tiazol-2-ylo) mykofenolamid (A18)

Me

oM
oIS BaY
N PN
O OH Me

Metoda syntezy: A; 1,0 eq DIPEA

Wydajnosé: 76%

Wyglad: ciato state o kolorze i konsystencji kredy

Temperatura topnienia [°C]: 223-227

'H NMR: 81 (DMSO-ds): 12,64 (s, 1H, -NH-), 9,33 (s, 1H, Ar-OH), 7,93 (d, J = 7,9 Hz, 1H, CHHetar),
7,52 (d, J = 7,7 Hz, 1H, CHuewr), 7,30 (t, J = 7,9 Hz, 1H, C(6)HHetwr), 5,18 (t, J = 6,8 Hz, 1H,
>C=CH-), 5,01 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,64 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,28 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,62
— 2,53 (m, 2H, -CH2-), 2,29 (t, J = 7,3 Hz, 2H, -CH>-), 1,94 (s, 3H, Ar-CHs), 1,78 (s, 3H, -CHz)
13C NMR: &c (DMSO-ds): 172,48 (-CONH-), 170,53 (-COO-), 162,79 (Ca-OMe), 159,34
(C(2)Hetar), 153,05 (Car-OH), 145,99 (Car-CH20-), 145,77 (C(3@)Hetar), 133,48 (>C=C(-CHa)-),
126,55 (Cretar), 124,70 (Chetar), 123,76 (Car-CH2-CH=), 122,60 (>C=C(-CHz3)-), 121,17 (Chetar),
116,19 (Car-CHs), 107,21 (Ca-COO-), 68,85 (Ar-CH20-), 60,95 (Ar-OCH?z), 34,68 (-CH2-CONH-),
34,27 (-CH2-CH>-), 22,87 (Ar-CH>-), 16,44 (=C(-CHs)-), 11,33 (Ar-CHz3)

HRMS (m/z) obliczono dla C24H23CIN20sS [M—H]~: 485,0938, zmierzone: 485,1194

Czystos¢: 97,67%; Rrupic = 13,969 min

Inne syntezy
Inne techniki otrzymywania amidow MPA

Metoda chloromréwczanowa

W wysuszonej ptomieniem palnika i przedmuchanej strumieniem argonu kolbie
okragtodennej, umieszczono 50 mg MPA (0,156 mmol, 1,0 eq) i zawieszono w 2 mL suchego
acetonitrylu z dodatkiem 5 kropel DMF. Mieszanine schtodzono do -15°C przy pomocy
mieszaniny lodu i bezwodnego chlorku wapnia, a nastepne jednoczesnie dodano 22 pL
trietyloaminy (d = 0,726 g-mL-1, 0,156 mmol, 1,0 eq) i 21 pL chloromréwczanu i-butylu (d = 1,04

g-mL?, 0,156 mmol, 1,0 eq). Mieszano przez 15 min w tej temperaturze. Po tym czasie, dodano
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24 mg 2-aminobenzo[d]tiazolu (P = 97%, 0,156 mmol, 1,0 eq), w jednej porcji. Uktad mieszano
przez 96 godzin, w atmosferze gazu obojetnego, w miedzyczasie pozwoliwszy na osiggniecie
temperatury pokojowej. Po tym czasie powstaty osad zostat odsgczony i odmyty zimnymi
rozpuszczalnikami (acetonitryl, metanol, chlorek metylenu), i wysuszony. Uzyskano produkt
w postaci biatego proszku z wydajnoscig 17% (12 mg). Jego czystos¢ i strukture ustalono dzieki
zastosowaniu techniki 'TH NMR. W przypadku uzycia 15 pL chloromréwczanu etylu (d = 1,403
g-mL?, 0,156 mmol, 1,0 eq), zamiast chloromréwczanu i-butylu, wydajno$¢ procesu wynosita
21% (14 mg).

Metoda z DEPBT

W wysuszonej ptomieniem palnika i przedmuchanej strumieniem argonu Kkolbie
okragtodennej, umieszczono 50 mg MPA (0,156 mmol, 1,0 eq) i 27 mg 2-aminobenzo[d]tiazolu
(P =97%, 0,172 mmol, 1,1 eq), a nastepnie zawieszono w 1,5 mL suchego acetonitrylu i dodano
0,05 mL suchego DMF. W dalszej kolejnosci, dodano 27 yL DIPEA (d = 0,742 g-mL", 0,321
mmol, 2,0 eq) i 78 mg DEPBT (P = 90%, 0,234 mmol, 1,5 eq) i uktad mieszano przez co najmniej
72 godziny, w atmosferze gazu obojetnego. Po tym czasie powstaly osad zostat odsgczony
i odmyty zimnymi rozpuszczalnikami (acetonitryl, metanol, chlorek metylenu), i wysuszony.
Uzyskano produkt w postaci biatego proszku z wydajnoscig 38% (27 mg). Jego czystosé

i strukture ustalono dzieki zastosowaniu techniki *H NMR.
Metoda z HOSu

W wysuszonej ptomieniem palnika i przedmuchanej strumieniem argonu kolbie
okragtodennej, umieszczono 50 mg MPA (0,156 mmol, 1,0 eq) i 27 mg N-hydroksysukcynoimidu
(0,234 mmol, 1,5 eq), a nastepnie zawieszono w 1,5 mL suchego acetonitrylu. Dodano 5 kropel
suchego DMF w celu poprawienia rozpuszczalnosci skfadnikéw. W dalszej kolejnosci,
wprowadzono 45 mg EDCI (0,234 mmol, 1,5 eq), w jednej porcji. Uktad mieszano przez 24
godziny w temperaturze pokojowej, w obecnosci gazu obojetnego. Po tym czasie, do mieszaniny
wprowadzono 26 mg 2-aminobenzol[d]tiazolu (0,172 mmol, 1,1 eq). Ponownie pozostawiono na
mieszadle magnetycznym na okres 24 godzin. Kolejnym krokiem byto odsgczenie osadu, ktory
powstat w trakcie reakcji, i odmycie go niewielkimi ilosciami zimnych rozpuszczalnikéw
(acetonitryl, metanol, chlorek metylenu). Uzyskano produkt w postaci biatego proszku
z wydajnoscig 9% (7 mg). Jego czystos$é i strukture ustalono dzieki zastosowaniu techniki 'H
NMR.

Metoda z T3P

W tym wariancie skorzystano z Metody B — synteza pochodnych MPA z wykorzystaniem
amin alifatycznych lub aromatycznych, zaprezentowanej juz wczesniej. Nie udato sie otrzymac

pozadanej pochodnej tg metodg, co zostato okreslone poprzez analize TLC.
Metoda z EEDQ

W wysuszonej ptomieniem palnika i przedmuchanej strumieniem argonu kolbie

okrggtodennej, umieszczono 24 mg 2-aminobenzo[d]tiazolu (P = 97%, 0,156 mmol, 1,0 eq),
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a nastepnie rozpuszczono w 2 mL suchego acetonitrylu i 0,5 mL suchego DMF. Stale mieszajac,
dodano kolejno 50 mg MPA (0,156 mmol, 1,0 eq) i 58 mg EEDQ (0,234 mmol, 1,5 eq). Uktad
mieszano przez okoto 48 godzin, kontrolujgc postep reakcji przy pomocy TLC. Nie udato sie

otrzymac pozadanej pochodnej tg metoda.
Metoda z chlorkiem oksalilu

W wysuszonej ptomieniem palnika i przedmuchanej strumieniem argonu kolbie
okrggtodennej, umieszczono 50 mg MPA (0,156 mmol, 1,0 eq), zawieszono w 2 mL suchego
acetonitrylu, dodano 17 uL chlorku oksalilu (d = 1,500 g-mL-%, 0,195 mmol, 1,25 eq), a nastepnie
5 kropel suchego DMF. Uktad mieszano w temperaturze pokojowej przez 1,5 godziny, a pdzniej
po schtodzeniu kolby do 0°C, przy pomocy tazni lodowej, wkroplono roztwér 97 mg
2-aminobenzo[d]tiazolu (P = 97%, 0,624 mmol, 4,0 eq) w 1 mL suchego acetonitrylu. Mieszano
przez co najmniej 72 godziny, kontrolujac postep reakcji przy pomocy TLC. Nie udato sie

otrzymac pozgdanej pochodnej tg metoda.
Metoda z chlorkiem tytanu(1V)

W wysuszonej ptomieniem palnika i przedmuchanej strumieniem argonu Kkolbie
okragtodennej, umieszczono 50 mg MPA (0,156 mmol, 1,0 eq) i rozpuszczono w 5 mL suchej
pirydyny. Uktad schtodzono do okoto -20°C przy pomocy mieszaniny lodu i bezwodnego chlorku
wapnia. Nastepnie wkroplono 51 L chlorku tytanu(IV) przy pomocy strzykawki (d = 1,730 g-mL-
1, 0,468 mmol, 3,0 eq), w atmosferze argonu, stale mieszajgc. Po 10 min mieszania w tej
temperaturze, dodano 24 mg 2-aminobenzol[d]tiazolu (P = 97%, 0,156 mmol, 1,0 eq) w jednej
porcji. Uktad doprowadzono do temperatury pokojowej, a nastepnie ogrzewano w 85°C przez
2 godziny, obserwujgc postep reakcji przy pomocy TLC. Nie udato sie otrzymac¢ pozadanej

pochodnej tg metoda.
Otrzymywanie innych pochodnych amidowych
Metoda syntezy

Zwigzki te otrzymano tg samg metodg co wczesniej (Metoda A — synteza pochodnych
MPA z wykorzystaniem amin heteroaromatycznych).
llosci uzytych reagentéw w syntezie pochodnej 2-aminotiazolu: 50 mg MPA (0,156 mmol, 1,0 eq),
18 mg 2-aminotiazolu (0,172 mmol, 1,1 eq), 55 yL DIPEA (d = 0,742 g-mL-%, 0,312 mmol, 2,0 eq),
24 mg HOBt-H20 (0,156 mmol, 1,0 eq), 51 mg TBTU (0,156 mmol, 1,0 eq), 1,5 mL acetonitrylu.
Produkt otrzymano jako biaty proszek z wydajnoscig 60% (38 mg).
lloSci uzytych reagentéw w syntezie pochodnej 2-amino-4-metylotiazolu: 50 mg MPA (0,156
mmol, 1,0 eq), 20 mg 2-amino-4-metylotiazolu (0,172 mmol, 1,1 eq), 55 yL DIPEA (d = 0,742
g-mL?, 0,312 mmol, 2,0 eq), 24 mg HOBt-H20 (0,156 mmol, 1,0 eq), TBTU (0,156 mmol, 1,0 eq),
1,5 mL acetonitrylu. Produkt otrzymano jako biaty proszek z wydajno$cig 46% (30 mg).
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Zestawienie wtasciwosci pochodnej 2-aminotiazolu
N-(tiazol-2-ylo) mykofenolamid

Me
OMe

e 2

AN
0 OH Me

Wydajnosé: 60%

Wyglad: biaty proszek

'H NMR: &4 (DMSO-ds): 12,00 (s, 1H, -CONH-), 9,38 (s, 1H, Ar-OH), 7,42 (d, J = 3,5 Hz, 1H,
Crewar(4)-H), 7,15 (d, J = 3,5 Hz, 1H, Creta(5)-H), 5,23 (s, 2H, Ar-CH20-), 5,15 (t, J = 6,5 Hz, 1H,
>C=CH-), 3,64 (s, 3H, Ar-OCHz3), 3,28 (d, J = 6,8 Hz, 2H, Ar-CH3-), 2,48 (m, 2H, -CH2-CH2-CO-),
2,26 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH2-CH2-CO-), 2,04 (s, 3H, Ar-CHs), 1,76 (s, 3H, -CHs)

Zestawienie wtasciwosci pochodnej 2-amino-4-metylotiazolu
N-(4-metylotiazol-2-ylo) mykofenolamid

Me
OMe

O s

O /\>\Me

N N/LN
O OH Me H

Wydajnosé: 46%

Wyglad: biaty proszek

'H NMR: &n (DMSO-de): 11,91 (s, 1H, -CONH-), 9,36 (s, 1H, Ar-OH), 6,69 (s, 1H, Chetar(5)-H),
5,23 (s, 2H, Ar-CH20-), 5,14 (t, J = 6,6 Hz, 1H, >C=CH-), 3,64 (s, 3H, Ar-OCHz), 3,28 (d, J = 6,8
Hz, 2H, Ar-CH2-), 2,46 (t, J = 7,6 Hz, 2H, -CH2-CH2-CO-), 2,28 — 2,21 (m, 5H, HetAr-CHs + -CHo-
CH2-CO-), 2,05 (s, 3H, Ar-CHz), 1,76 (s, 3H -CHs)

Otrzymywanie innych pochodnych amidowych
Metoda syntezy

W kolbie okragtodennej umieszczono 0,5 g 4-aminobenzoesanu metylu (3,310 mmol, 1,0
eq) i zadano go 12 mL lodowatego kwasu octowego. Po 30 minutach mieszania, dodano 1.3 g
tiocyjanianu potasu (13,230 mmol, 4,0 eq), w jednej porcji. Uktad schiodzono do okoto 17°C
(moment przed zakrzepnieciem lodowatego kwasu octowego), i wkraplano 1,1 g bromu
czgsteczkowego (d = 3,119 g-mL™, 0,339 mL, 6,620 mmol, 2,0 eq) w 3 mL lodowatego kwasu
octowego. Mieszano przez okoto 15 godzin w temperaturze pokojowej. Po tym czasie, roztwér
zneutralizowano 25% woda amoniakalng do pH réwnego 8 (okoto 50 mL). Powstaty osad
odsgczono, dobrze odmyto zimng wodg i wysuszono na powietrzu. Surowy produkt (2,15 g)
zawieszono w metanolu, ogrzano do osiggniecia temperatury wrzenia i przesgczono na gorgco.

Z przesgczu wykrystalizowuje produkt, ktéry nalezy nastepnie odsgczy¢ pod zmniejszonym
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cisnieniem i odmy¢ niewielkg porcjg zimnego metanolu. Produkt powstaje z wydajnoscig 38%
(262 mg). Czes¢ substancji mozna odzyska¢ z przesgczu. Jego czystos¢ analizowano przy
pomocy techniki 'H NMR.

Zestawienie wlasciwosci 2-aminobenzo[d]tiazolo-6-karboksylan metylu

MeOZC S
T
N

Wydajnosé: 38%
'H NMR: &1 (DMSO-ds): 8,30 (t, J = 3,8 Hz, 1H, Chetwar-H, Chetar(7)-H), 7,92 (s, 2H, -NH2), 7,82
(dd, J =8,4, 1,8 Hz, 1H, Chetar(5)-H), 7,37 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Cretar(4)-H), 3,83 (s, 3H, -CO2Me)

Zestawienie wlasciwosci 1-(2-aminobenzo[d]tiazol-6-ylo)etanonu

o)
s
)—NH,
N

Wydajnosé: 31%

Wyglad: pomaranczowy proszek

'H NMR: d4 (DMSO-ds): 8,34 (t, J = 4,4 Hz, 1H, Chetar(7)-H), 7,94 (s, 2H, -NH2), 7,83 (dd, J = 8,4,
1,6 Hz, 1H, Chewr(5)-H), 7,37 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Chetar(4)-H), 2,55 (s, 3H, -C(=O)CH?3)

Zestawienie wiasciwosci 2-amino-6-jodobenzo[d]tiazolu

' S
\©: />7NH2
N

Wydajnosé: 54% (surowy)
'H NMR: 81 (DMSO-ds): 8,07 (d, J = 2,0 Hz, 1H, Chetar(7)-H), 7,85 (s, 2H, -NH>), 7,52 — 7,46 (m,
1H, Cretar(5)-H), 7,41 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Cretar(4)-H)

Otrzymywanie 2-aminotiazoli
Metoda syntezy — A

2,0 g tiomocznika (26,270 mmol, 1,0 eq) zawieszono w 5 mL acetonu, w kolbie
okragtodennej. Nastepnie, do uktadu wprowadzono 3,33 g jodu czgsteczkowego (13,140 mmol,
0,5 eq) i kolbe zaopatrzono w chtodnice zwrotng. Zawiesine ogrzewano w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika przez 4 godziny. Po tym czasie, mieszanine poreakcyjng doprowadzono do
temperatury pokojowej, a rozpuszczalnik odgoniono. Mieszanine wylano na l6d i zadawano
statym wodorotlenkiem sodu, aby doprowadzi¢ pH do wartosci 8-9. Powstatg warstwe wodng
ekstrahowano kilkukrotnie eterem dietylowym. Faze organiczng wysuszono wodorotlenkiem
sodu, srodek suszgcy odsgczono, a rozpuszczalniki odparowano na wyparce prézniowej. Surowy

produkt oczyszczono na kolumnie chromatograficznej z wykorzystaniem uktadu toluen:octan
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etylu, 1:1 (v/v), oraz toluen:octan etylu, 1:2 (v/v), jako eluentéw. Powstaty produkt otrzymano

z 10% wydajnoscia (313 mg). Jego czystosé i strukture okreslono przy pomocy techniki *H NMR.
Metoda syntezy — B

W kolbie okragtodennej umieszczono 0,72 g acetofenonu (d = 1,03 g-mL1, P = 98%,
6,000 mmol, 1,0 eq) i 0,23 g tiomocznika (3,000 mmol, 0,5 eq), i zadano je 18 mL bezwodnego
etanolu. Ukfad nieznaczne schfodzono przy pomocy tazni lodowej i dodano kolejno: 0,12 g tlenku
miedzi(ll) (1,5000 mmol, 0,25 eq) oraz 1,53 g jodu czasteczkowego (6,000 mmol, 1,0 eq).
Mieszanine ogrzewano w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez noc (okoto 15 godzin),
pod chtodnicg zwrotng i w atmosferze gazu obojetnego. Po tym czasie, uktad schtodzono do
temperatury pokojowej, zneutralizowano do pH obojetnego przy pomocy 25% wody amoniakalnej
(jesli jest taka potrzeba), i ekstrahowano octanem etylu. Warstwe organiczng wysuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu, srodek suszgcy odsgczono, a przesgcz zatezono pod
zmniejszonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej
z wykorzystaniem mieszaniny eter naftowy:octan etylu, 4:1 (v/v), jako eluentu. Produkt otrzymano

z 31% wydajnosci (325 mg). Jego czystosé i strukture okreslono przy pomocy techniki *H NMR.

Zestawienie wlasciwosci 2-amino-4-metylotiazolu

N
HN— ]/
S

Wydajnosé: 10%, metoda A

Me

Eluent: toluen:octan etylu, 1:1 (v/v) i 1:2 (v/v)
Re = 0,33 (toluen:octan etylu, 1:2, v/v)
H NMR: dn (CDCls): 6,08 (s, 1H, Cretar(5)-H), 5,14 (bs, 2H, -NH>), 2,22 (s, 3H, -CHa)

Zestawienie wlasciwosci 2-amino-4-fenylotiazolu

N ]
S

Wydajnosé: 31%, metoda B

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 4:1 (v/v)

Re = 0,63 (toluen:octan etylu, 1:1, v/v)

'H NMR: &1 (DMSO-de): 7,84 — 7,76 (m, 2H, Ca«(2, 6)-H), 7,36 (t, J = 7,7 Hz, 2H, Ca(3, 5)-H),
7,25 (t, J = 7,3 Hz, 1H, Ca(4)-H), 7,07 (bs, 2H, -NHz), 7,01 (s, 1H, Chetar(5)-H)
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Zestawienie wlasciwosci 2-amino-5-metylotiazolu

N
HN— l
s

Wydajnosé: 11%, metoda B; uzyto 1,0 eq propanalu

Me

Eluent: toluen:octan etylu, 1:1 (v/v)
Rr = 0,27 (toluen:octan etylu, 1:1, v/v)
'H NMR: 81 (DMSO-de): 6,65 (bs, 2H, -NH2), 6,57 (s, 1H, Chetar(4)-H), 2,18 (s, 3H, -CH3)

Otrzymywanie 2-amino-1,3,4-oksadiazoli
Metoda syntezy

Do wysuszonej w ptomieniu palnika i przedmuchanej strumieniem argonu kolby
okragtodennej, wprowadzono 0,45 g chlorowodorku semikarbazydu (4,000 mmol, 1,0 eq)
i rozpuszczono go w 8 mL wody destylowanej. Nastepnie, dodano 0,33 bezwodnego octanu sodu
(4,000 mmol, 1,0 eq), w jednej porcji. W osobnym naczyniu przygotowano roztwor 0,48 g
benzaldehydu (4,000 mmol, 1,0 eq) w 8 mL metanolu. Metanolowy roztwér benzaldehydu
wkroplono nastepnie do, uwolnionego z formy chlorowodorku, semikarbazydu, przy pomocy
pipety Pasteura. Uktad mieszano przez co najmniej 10 min (najlepiej catg noc, okoto 15 godzin),
na wysokim nastawie liczby obrotow wirnika mieszadta magnetycznego. Nadmiar
rozpuszczalnikéw odgoniono na wyparce prozniowej, uzyskujgc surowy potprodukt. Ten ostatni,
zawiesza sie pozniej w 40 mL 1,4-dioksanu i wprowadza kolejno: 1,66 g bezwodnego weglanu
potasu (12,000 mmol, 3,0 eq) i 1,22 g jodu czgsteczkowego (4,800 mmol, 1,2 eq). Mieszanine
ogrzewano w 80°C przez 4 godziny, pod chtodnicg zwrotng i w atmosferze gazu obojetnego. Po
tym czasie, uktad ochfodzono do temperatury pokojowej i zadano 5% roztworem tiosiarczanu
sodu. Uzyskang warstwe hydrofilowg ekstrahowano kilkukrotnie mieszaning chlorek
metylenu:metanol, 10:1 (v/v). Potgczone fazy organiczne wysuszono nad bezwodnym
siarczanem sodu, Srodek suszgcy odsgczono, a przesgcz zatezono pod zmniejszonym
cisnieniem. Surowy produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej z wykorzystaniem
mieszanki eter naftowy:octan etylu, 1:2 (v/v), jako eluentu. Produkt otrzymano z 75% wydajnoscig

(0,48 g). Jego czystosé i strukture okreslono przy pomocy techniki 'H NMR.

Zestawienie wlasciwosci 2-amino-5-fenylo-1,3,4-oksadiazolu

N-N
/
: 1 o>\NH2

Wydajnosé: 75%

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 1:2 (v/v)

Re = 0,36 (eter naftowy:octan etylu, 1:2, v/v)

IH NMR: &1 (DMSO-ds): 7,82 — 7,78 (m, 2H, Car(2, 6)-H), 7,56 — 7,50 (m, 3H, Car(3, 4, 5)-H), 7,27
(bs, 2H, -NHz2)
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Zestawienie wlasciwosci 2-amino-5-mezytylo-1,3,4-oksadiazolu

Me N-N
| D—NH,
(0]
Me Me

Wydajnosé: 62%
'H NMR: &1 (DMSO-ds): 7,09 (bs, 2H, Cai(3, 5)-H lub -NH2), 7,00 (bs, 2H, Ca«(3, 5)-H lub -NH>),
2,29 (s, 3H, Car(4)-CHs3), 2,18 (s, 6H, Car(2, 6)-CHz)

7.1.3. Badania biologiczne
Materiaty badawcze

T-Jurkat (E6-1, ATCC TIB-152), czyli ludzka linie limfoblastoidalng T, pochodzgcg z ostrej
biataczki T-komodrkowej, otrzymano z banku komoérek Zakiadu Immunologii Medycznej
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Przed badaniem, komérki rozmrozono i pasazowano
przez okoto 7 dni, aby osiggna¢ logarytmiczng faze ich wzrostu. PBMCs pobrano z kozuszka
leukocytarnego anonimowych, zdrowych ochotnikow, Srednio w wieku 33 + 6 lat, z Regionalnego
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Gdansku (zaakceptowane i zatwierdzone przez
komisje bioetyczng przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym o numerze NKBBN/376-
410/2021).

Pozywka

Linie komoérek T-Jurkat zawieszono w mieszaninie zawierajgcej: pozywke RPMI-1640
(Sigma Aldrich, Poznan, Polska), 10% FBS (Sigma Aldrich, Poznan, Polska), penicyline (100
U/mL) i streptomycyne (100 mg/mL, Sigma Aldrich, Poznan, Polska). PBMCs zawieszono
w mieszaninie zawierajgcej: pozywke X-VIVO20 (X-VIVO 20, Lonza, Verviers, Belgia), 10%
inaktywowang termicznie ludzkg surowice AB (Narodowy Bank Krwi, Racibérz, Polska),

penicyline (100 U/mL) i streptomycyne (100 mg/ml).

Przygotowanie pochodnych MPA do badan

W celu przygotowania odpowiednich stezen badanych zwigzkéw, substancje
rozpuszczano w DMSO (Sigma Aldrich, Polska) z 1% dodatkiem solubilizatora — Tween-20, do
uzyskania koncowego stezenia 0,01 M pochodnej. Roztwér rozcienczano 10-krotnie, a nastepnie
5-krotnie w odpowiednim medium bez dodatkéw (RPMI-1640 dla linii komérkowej T-Jurkat;
XVIVO20 dla PBMCs) w celu uzyskania nastepujacych stezen: 200, 20, 2, 0,2, 0,02 uM.

Izolacja PBMCs

PBMCs izolowano poprzez wirowanie gradientowy, tak jak opisano juz wczes$niej [246].
Kozuszki leukocytarne rozcienczono solg fizjologiczng buforowang fosforanami (PBS, pH = 7,4,
ThermoFisher Scientific) w stosunku 1:1, pokryto z wykorzystaniem Ficoll-Paque™ PLUS (VWR
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International) i wirowano przy 800 x g przez 20 minut. Warstwe PBMCs zebrano i przemyto
dwukrotnie PBS (pierwsze ptukanie: 600 x g przez 10 minut; drugie ptukanie: 600 x g przez
5 minut). llo$¢ i zywotnos$¢ komédrek oceniano przy uzyciu automatycznego licznika komorek Bio-

Rad TC20™ w potgczeniu z barwieniem btekitem trypanowym.

Test cytotoksycznosci in vitro z barwnikiem XTT

Efekt cytotoksyczny pochodnych MPA zostat zmierzony w warunkach in vitro
z wykorzystaniem  2,3-bis(2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo)-2H-tetrazolio-5-karboksyanilidzu
(XTT) (Roche, Bazylea, Szwajcaria). PBMCs zawieszone w pozywce X-VIVO20 i komorki T-
Jurkat zawieszone w pozywce RPMI-1640, natozono na 96-dotkowg ptytke w stezeniach 5 x 10°
komérek/50 pL/dotek. 50 yL badanych zwigzkéw, przygotowanych tak jak opisano powyzej,
dodano do dotkéw w celu uzyskania koncowych stezen wynoszgcych: 100, 10, 1, 0,1, 0,01 uM.
Jako tto stosowana byta pozywka bez komoérek, za$ jako kontrola dodatnia — komorki
niepotraktowane zwigzkami. Po 48 godzinach, dla komorek T-Jurkat, i 72 godzinach, dla PBMCs,
inkubacji w atmosferze o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej, z 5% zawartoscig COzq,
w temperaturze 37°C, do wszystkich probek dodano 50 yL $wiezo przygotowanego odczynnika
XTT. Ptytki inkubowano przez 24 godziny (5% CO2 w 37°C). Konwersje rozpuszczalnej w wodzie
z06ttej soli tetrazoliowej XTT do pomaranczowego formazanu monitorowano mierzgc gestosé
optyczng (OD) przy dlugosci fali rownej 450 nm, na spektrofotometrze mikroptytkowym Agilent
BioTek Epoch (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornia), przy dtugo$ci fali dla tta réwnej 690
nm. Dane wyrazono jako ICso co oznacza stezenie zwigzku, przy ktérym nastepuje zmniejszenie
zywotnosci komoérek do 50% w odniesieniu do komorek kontrolnych. Probe dla kazdej
z pochodnych wykonano w trzech powtérzeniach. Koricowe stezenie DMSO w hodowli nie miato
wptywu na zywotno$¢ komoérek. Zywotnosé komérek okreslano przy najwyzszym stezeniu
badanego zwigzku. W celu wyliczenia tego parametru zastosowano urzgdzenie zliczajgce
komorki o nazwie TC20 (Biorad, Hercules, Kalifornia) z wykorzystaniem testu wykluczenia btekitu

trypanowego.

Test proliferacji in vitro na bazie barwnika VPD450

Komorki PBMCs i komérki T-Jurkat przemyto dwukrotnie cieptym PBS (37°C),
zawieszono w $wiezym PBS z osiggnieciem koncowego stezenia rownego 10-30 10% komérek/ml
i znakowano 1 pyL VPD450 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ ) w 37°C przez 15 min. Komorki
odwirowywano co 5 min w celu zapewnienia jednolitego wybarwienia [181, 247]. Nastepnie,
komorki przemywano PBS i odpowiednig pozywka (XVIVO20 dla PBMCs i RPMI-1640 dla
komorek T-Jurkat). Po tym etapie, komorki zawieszono w Swiezej pozywce i umieszczono na
96-dotkowej ptytce (1 x 108 komorek/dotek). PBMCs zostaty dodatkowo zastymulowane
drobinami magnetycznymi pokrytymi przeciwciatami anty-CD3 i anty-CD28 (Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornia) w stosunku komorki:drobiny, jak 2:1. Réwnolegle, wybarwione i niestymulowane
komorki, jak réwniez wybarwione i stymulowane komorki wysiano w tym samym stezeniu co

komorki kontrolne. Po 48 godzinach dla T-Jurkat i 72 godzinach dla PBMCs, komorki analizowano
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za pomocg cytometru przeptywowego LSRFortessa (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)
i oprogramowania do analizy cytometrii przeptywowej Kaluza C (Beckman Coulter, Brea,
Kalifornia). Dane wyrazono jako ECso czyli stezenie zwigzku, przy ktérym proliferacja komérek
zostaje zahamowana w 50% w odniesieniu do komérek kontrolnych. Zywotno$é komérek
okreslano przy najwyzszym stezeniu badanego zwigzku. W tym celu zastosowano urzgdzenie

zliczajgce komorki TC20 (Biorad) z zastosowaniem metodologii wykluczania btekitu trypanowego.

Analiza apoptozy komdérkowej

Udziat komérek apoptotycznych i nekrotycznych powstatych w wyniku dziatania
pochodnych amidowych wykrywano przy uzyciu zestawu FITC Annexin V Apoptosis Detection
Kit | (BD Biosciences). Zgodnie z metodologig wskazang przez producenta, komorki przemyto
zimnym PBS, a nastepnie zawieszono w buforze Annexin V Binding Buffer, osiggajgc stezenie
koncowe réwne 108 komorek/ml. Do materiatu zawierajgcego10% komérek, dodano 5 pL aneksyny
V-FITC i 5 pL jodku propidyny (PI). Po 15 minutach, w temperaturze pokojowej, w ciemnosci,
przeprowadzono analize metodg cytometrii przeptywowej. Komorki zostaty podzielone na cztery
grupy zgodnie z wybarwieniem uktadem aneksyna V/PI: komérki zywe (aneksyna V-ujemna, PI-
ujemna); komorki wczesnej apoptozy (Aneksyna V-dodatnia, Pl-ujemna), komoérki pdznej
apoptotozy (Aneksyna V-dodatnia, Pl-dodatnia) i komorki nekrotyczne (Aneksyna V-ujemna, PI-
dodatnia). Komoérki analizowano z pomoca cytometru przeptywowego LSRFortessa

i oprogramowania do analizy cytometrii przeptywowej — Kaluza C.

Test GMP

PBMCs zawieszono w probowce wirdwkowej 15 mL w stezeniu 10-30 x 10° komorek
w 1 mL PBS, dodano 2 yL 1 mM roztworu barwnika VPD 450, inkubowano przez 15 min w 37°C,
przeptukano 9-krotng objetoscig cieptego PBS i odwirowano z przyspieszeniem 400 x g przez 5
min. Nastepnie, komarki zawieszono w 10 mL pozywki X-VIVO z 10% dodatkiem FBS i ponownie
odwirowano z przyspieszeniem 400 x g w ciggu 5 min. Po zawieszeniu komérek w kompletnym
medium sprawdzano stan wybarwienia z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. Tak
otrzymane komorki stymulowano przeciwciatami anty-CD3/anty-CD28, jak opisano wcze$niej
(vide Test proliferacji in vitro na bazie barwnika VPD450). W celu wykonania testu GMP, do
kazdego z dotkéw dodano takg ilos¢ GMP, aby osiggngc¢ jego finalne stezenie réwne 50 M,
a w pozniejszym etapie inkubowano przez 72 godziny. Aktywnos¢ proliferacyjng badano
w obecnosci réznych stezen zwigzkéw (50; 25; 10; 1 i 0,1 yM; MPA i wybrane pochodne
amidowe) lub bez ich dodatku. Proliferacja komoérek byla oceniania ponownie przy uzyciu

cytometrii przeptywowe;.

Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu programu GraphPad Prism w wersji
9 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Kalifornia). Do oceny réznic pomiedzy MPA a nowymi

pochodnymi amidowymi MPA zastosowano dwustronny, niesparowany test t-Studenta. Réznice
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uznano za istotne statystycznie, gdy p < 0,05. Wartosci ECso i ICso obliczono metoda
4-parametrycznej regresji nieliniowej przy uzyciu programu wskazanego wyzej. Istotno$é

obliczono za pomocag testu t, wyniki istotne oznaczono * (p < 0,05), ** (p < 0,01) lub *** (p < 0,001).

7.2. Estrowe pochodne MPA
7.2.1. Synteza
Informacje ogéine

Substraty (MPA, zwigzki fenolowe, DMAP, DCC) zostaty pozyskane od Sigma-Aldrich,
Apollo Scientific, Chemat, a takze Alfa Aesar. Rozpuszczalniki oczyszczono i osuszono
z wykorzystaniem standardowych procedur preparatywnych. Stosowane metody
chromatograficzne byly takie same jak opisano w syntezie amidow MPA (7.1.2. Synteza).

Widma NMR zarejestrowano z wykorzystaniem tego samego sprzetu oraz technik
opisywania jak w przypadku analizy amidéw MPA (7.1.2. Synteza). Jako wewnetrzny standard
wykorzystano jednak tym razem piki szczgtkowe chloroformu (7,26 ppm dla *H NMR i 77,16 ppm
dla 13C NMR).

Analiza czystosci technikg HPLC byta prowadzona z wykorzystaniem tej samej aparatury
i metod. Jedyna rdznica zwigzana byta z eluentem, ktéry w tym wypadku zawierat: 10 mM
mrowczan amonu (rozpuszczalnik A) i uktad acetonitryl:metanol, 1:1 (v/v) (rozpuszczalnik B),
stosowane w metodzie gradientowej, gdzie sktad B rozpoczynat sie na 50%, a konczyt na 100%
tego sktadnika, w czasie 25 min analizy. Dodatkowo, rejestracja pikéw byta prowadzona przy
dtugosci fali rownej 254 i 305 nm.

Dokfadna masa czgsteczkowa prébek (do 4 miejsc po przecinku) byta ustalana technikg
HRMS w tych samych warunkach co wczeéniej — ESI(-)-QTOF, na tym samym chromatografie.
Dodatkowo, cisnienie nebulizacji, natezenie przeptywu gazowego azotu, temperatura gazu
suszgcego, natezenie przeptywu gazu suszgcego i temperatura gazu nosnego byly nastepujace:
45 psi, 5 L'min-t, 300°C, 11 L-min-1, i 250°C. Napiecie na kapilarze wynosito 3,5 kV a napiecie
fragmentacji odpowiednio 150 i 200 V.

Dane eksperymentalne zebrane dla MPA

Me
OMe
0]
X OH
O oH Me

Rr = 0,42 (toluen:aceton, 3:1, v/v)

Pozostate dane zebrano juz wczesniej w 7.1.2. Synteza.
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Dane eksperymentalne zebrane dla MMF
Me
OMe
) @]
o O
A o >
O OH Me

Re = 0,58 (dichlorometan:metanol, 20:1, v/v)

14 NMR: &n (CDCls): 7,97 (s, 1H, Ar-OH), 5,23 — 5,16 (m, 3H, >C=CH- i Ar-CH20-), 4,12 (t, J =
5,8 Hz, 2H, -COOCHz-), 3,74 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,72 — 3,64 (m, 4H, -CH2-O-CHy-), 3,36 (d, J =
6,9 Hz, 2H, Ar-CHz-), 2,57 (t, J = 5,8 Hz, 2H, -CH2-N<), 2,48 (s, 4H, -CH2-N-CH2-), 2,39 (t, J = 7,7
Hz, 2H, -CH2-), 2,28 (t, J = 7,6 Hz, 2H, -CH>-), 2,13 (s, 3H, Ar-CHs), 1,78 (s, 3H, -CHz)

13C NMR: &¢ (CDCls): 6 173,19 (-COO-CH2-CH2-N<), 172,76 (-COO-), 163,54 (Ca-OMe), 153,60
(Ca-OH), 144,06 (Car-CH20-), 133,92 (>C=C(-CHs)-), 122,81 (Ca-CH>-CH=), 122,16 (>C=C(-
CHa)-), 116,60 (Car-CHs), 106,35 (Car-COO0-), 69,93 (Ar-CH20-), 66,83 (2C, -CH2-O-CH>-), 61,71
(-COO-CH2-CH2-N<), 60,99 (Ar-OCHs), 57,01 (COOCH2-CH2-N<), 53,91 (2C, -CH2-N-CHz-),
34,63 (-CH2-COO-CH2-CHz-), 32,97 (-CH2-CH2-), 22,62 (Ar-CH2-), 16,07 (=C(-CHs)-), 11,54 (Ar-
CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C23H3:NO7 [M—H]~: 432,2022, zmierzone: 432,2100

Czystos¢: 100,00%; Rt rpic = 14,093 min

Ogodlna metoda syntezy pochodnych estrowych MPA

W kolbie wysuszonej nad ptomieniem palnika i przedmuchanej strumieniem argonu
umieszczono 200 mg MPA (0,624 mmol, 1,00 eq) i 81 mg gwajakolu (74 uL, 0,656 mmol, 1,05
eq). Substraty rozpuszczono nastepnie w 4 mL suchego dichlorometanu lub chloroformu. Po
rozpuszczeniu reagentow, kolbe przedmuchano strumieniem gazu obojetnego. W dalszej
kolejnosci dodano 8 mg DMAP (0,062 mmol, 0,10 eq). Mieszanine schtodzono do 0°C i 155 mg
of DCC (0,749 mmol, 1,20 eq) wrzucono w jednej porcji. Uklad mieszano na mieszadle
magnetycznym przez co najmniej 72 godziny, w miedzyczasie pozwoliwszy osiggngé mu
temperature pokojowg. Nadmiernemu parowaniu lotnego rozpuszczalnika mozna zapobiec
podktadajgc pod kolbe naczynie z wodg w temperaturze pokojowej. Przejmie ono wéwczas ciepto
wyprodukowane w czasie pracy mieszadta magnetycznego. Mieszanine reakcyjng rozcienczono
nastepnie co najmniej 5 mL chlorku metylenu i ekstrahowano kolejno: nasyconym roztworem
wodoroweglanu sodu, 1 M kwasem solnym i nasycong solankg. Faze organiczng wysuszono nad
bezwodnym siarczanem sodu lub magnezu, odsgczono i zatezono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Jesli w zatezonej mieszaninie znajduje sie znaczna ilos¢ drobnokrystalicznego,
mocznikowego produktu ubocznego, do uktadu wprowadza sie niewielkg ilo$¢ chlorku metylenu,
chtodzi do 0°C, a nastepnie saczy odrzucajgc osad. Przesgcz zageszcza sie pod zmniejszonym
ci$nieniem. Surowg mieszanine oczyszczano na kolumnie chromatograficznej w odpowiednim
uktadzie rozpuszczalnikow. W przypadku MP1 uzyto eluentu: eter naftowy:octan etylu, jak 3:1

(v/v). MP1 uzyskano jako biaty proszek z 13% wydajnoscia (35 mg).
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Zestawienie wtasciwosci pochodnych metoksylowanych fenoli (MP1-MP9)

Mykofenolan gwajakolu, mykofenolan gwajakylu (MP1)

Me
OMe

o)
N (0]
O OH Me OMe

Wydajnosé: 13%

Wyglad: biate ciato state

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 3:1 (v/v)

Re = 0,33 (dichlorometan)

'H NMR: &n (CDCls): 7,68 (s, 1H, Ar-OH), 7,17 (t, J = 7,7 Hz, 1H, Car,wr(6)-H), 6,91 (dt, J = 15,2,
7,9 Hz, 3H, Car,wpr(3, 4 i 5)-H), 5,33 (t, J = 6,9 Hz, 1H, >C=CH-), 5,20 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,82 —
3,73 (m, 6H, Ar-OCHs i Armp-OCH3), 3,41 (t, J = 10,4 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,72 — 2,63 (m, 2H, -CH2-
), 2,44 (dd, J = 18,9, 11,4 Hz, 2H, -CH2-), 2,15 (s, 3H, Ar-CHz), 1,86 (s, 3H, -CH?3)

13C NMR: 8¢ (CDCls): 172,92 (-COO-Armp), 171,38 (-COO-), 163,67 (Ca-OMe), 153,59 (Car-OH),
151,07 (Carme-OMe), 144,01 (Car-CH20-), 139,70 (Carmp-OOC-), 134,02 (>C=C(-CHg3)-), 126,74
(Carmp(4)-H), 122,92 (Car-CH2-CH=), 122,76 (>C=C(-CHs)-), 122,10 (Carmp(5)-H), 120,62
(Carmp(6)-H), 116,74 (Car-CHs), 112,31 (Carme(3)-H), 106,34 (Ca-COO-), 70,05 (Ar-CH20-), 61,01
(Ar-OCHg), 55,77 (Armp-OCHzs), 34,60 (-CH2-COO-Arwp), 32,75 (-CH2-CH2-), 22,62 (Ar-CH>-),
16,17 (=C(-CHs)-), 11,58 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C2sH2607 [M—H]~: 425,1600, zmierzone: 425,1673

Czystos¢: 100,00%; Rt rpic = 14,093 min

Mykofenolan syryngolu, mykofenolan syryngylu (MP2)

Me

OMe MeO
o (@]

o OH Me OMe

Wydajnosé: 36%

Wyglad: niskotopliwy biaty proszek

Eluent: chloroform

Rr = 0,22 (dichlorometan)

!H NMR: d4 (CDCls): 7,68 (s, 1H, Ar-OH), 7,11 (t, J = 8,4 Hz, 1H, Car,mp(4)-H), 6,59 (d, J = 8,4
Hz, 2H, Car,mp(3 i 5)-H), 5,32 (t, J = 6,8 Hz, 1H, >C=CH-), 5,20 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,77 (d, J =
10,0 Hz, 9H, Ar-OCHs i Armp-OCH3), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CHz-), 2,76 — 2,65 (m, 2H, -CH>-
), 2,52 — 2,41 (m, 2H, -CH2-), 2,15 (s, 3H, Ar-CHs), 1,86 (s, 3H, -CHs)

13C NMR: d¢c (CDCls): 172,93 (-COO-Arwp), 171,14 (-COO-), 163,70 (Ca-OMe), 153,59 (Car-OH),
152,28 (2C, Carmp-OMe), 143,99 (Car-CH20-), 134,21 (>C=C(-CHs)-), 128,68 (Carmp-OOC-),
126,11 (Carmp(4)-H), 122,76 (Car-CH2-CH=), 122,15 (>C=C(-CHs)-), 116,72 (Car-CHs), 106,32
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(Car-COO0-), 104,78 (2C, Carmp(3 i 5)-H), 70,05 (Ar-CH20-), 61,02 (Ar-OCHzs), 56,07 (2C, Armp-
OCHs), 34,57 (-CH2-COO-Arwp), 32,64 (-CH2-CH2-), 22,62 (Ar-CH2-), 16,15 (=C(-CHs)-), 11,57
(Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C2sH280s [M—H]~: 455,1706, zmierzone: 455,1788

Czystos¢: 97,40%; Rrupic = 13,838 min

Mykofenolan syryngaldehydu, mykofenolan 4-formylosyryngylu (MP3)

Me O

OMe MeO H
o (0]

X o)
o OH Me OMe

Wydajnosé: 18%

Wyglad: niskotopliwy biaty osad

Eluent: chloroform

Re = 0,11 (dichlorometan)

'H NMR: 8x (CDCls): 9,89 (s, 1H, Armp-CHO), 7,68 (s, 1H, Ar-OH), 7,14 (d, J = 11,1 Hz, 2H,
Car,mp(3 i 5)-H), 5,33 (t, J = 7,5, 6,4 Hz, 1H, >C=CH-), 5,19 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,87 (s, 6H, Arvp-
OCHz3), 3,76 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,72 (dd, J = 9,0, 6,9 Hz, 2H, -
CH2-), 2,49 — 2,40 (m, 2H, -CH2-), 2,15 (s, 3H, Ar-CHz), 1,86 (s, 3H, -CH?3)

13C NMR: &¢c (CDClz): 191,06 (Armp-CHO), 172,92 (-COO-Arwp), 170,46 (-COO-), 163,66 (Car
OMe), 153,59 (Car-OH), 152,86 (2C, Carmp-OMe), 144,02 (Car-CH20-), 134,19 (>C=C(-CHa)-),
133,95 (Carmp-O0C-), 133,82 (Carmp-CHO), 122,91 (Car-CH2-CH=), 122,07 (>C=C(-CHz3)-),
116,73 (Car-CHs), 106,35 (Car-COO-), 106,03 (2C, Carmp(3 i 5)-H), 70,05 (Ar-CH20-), 61,01 (Ar-
OCHsa), 56,31 (2C, Armp-OCHs), 34,46 (-CH2-COO-Arwmp), 32,58 (-CH2-CH2-), 22,63 (Ar-CH2-),
16,15 (=C(-CHs)-), 11,58 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C26H2809 [M—H]~: 483,1655, zmierzone: 483,1742

Czystos¢: 100,00%; Rt rpic = 13,452 min

Mykofenolan waniliny, mykofenolan wanilinylu (MP4)

Me (0]
OMe
o}
X (0]
O OH Me OMe

Wydajnosé: 14%

Wyglad: bezbarwny olej

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 3:1 (v/v)

Rr = 0,28 (dichlorometan)

IH NMR: du (CDCls): 9,93 (s, 1H, Arwe-CHO), 7,69 (s, 1H, Ar-OH), 7,47 (d, J = 1,5 Hz, 1H,
Car,mp(3)-H), 7,42 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 1H, Car,mp(5 lub 6)-H), 7,13 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Car,me(5 lub
6)-H), 5,34 (t, J = 6,7 Hz, 1H, >C=CH-), 5,20 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,87 (s, 3H, Arwp-OCHz3), 3,77 (s,
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3H, Ar-OCHg), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH2-), 2,74 — 2,65 (m, 2H, -CH2-), 2,45 (t, J = 7,7 Hz,
2H, -CH>-), 2,16 (d, J = 10,8 Hz, 3H, Ar-CHs), 1,86 (s, 3H, -CHz3)

13C NMR: &¢ (CDCl3): 191,06 (Armp-CHO), 172,91 (-COO-Arwe), 170,72 (-COO-), 163,63 (Car-
OMe), 153,59 (Car-OH), 151,92 (Carmp-OMe), 144,94 (Carmp-OOC-), 144,05 (Car-CH20-), 135,06
(Carmp-CHO), 133,78 (>C=C(-CHa)-), 124,62 (Carmr(6)-H), 123,37 (Carmp(5)-H), 123,08 (Car-CH2-
CH=), 122,01 (>C=C(-CHs3)-), 116,76 (Car-CHs), 110,75 (Carmpr(3)-H), 106,37 (Car-COO-), 70,06
(Ar-CH20-), 61,01 (Ar-OCHs), 56,02 (Armp-OCHz), 34,49 (CH2-COO-Armp), 32,70 (-CH2-CH>-),
22,62 (Ar-CH>-), 16,15 (=C(-CHs)-), 11,58 (Ar-CHz)

HRMS (m/z) obliczone dla CzsH260s [M—H]~: 453,1549, zmierzone: 453,1632

Czystos¢: 99,70%; Rrupic = 13,334 min

Mykofenolan dehydrozingeronu, mykofenolan dehydrozingeronylu (MP5)

Me (@]
OMe ™
o}
N )
O OH Me OMe

Wydajnosé: 12%

Wyglad: zéttawy proszek

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 3:1 (v/v)

Re = 0,10 (dichlorometan)

'H NMR: 81 (CDCls): 7,69 (s, 1H, Ar-OH), 7,45 (d, J = 16,2 Hz, 1H, Arup-CH=), 7,09 (d, J = 7,3
Hz, 2H, Car,mp-H), 6,98 (d, J = 8,4 Hz, 1H, Car,mp-H), 6,65 (d, J = 16,2 Hz, 1H, >C=CH- (MP)),
5,33 (t, J = 6,9 Hz, 1H, >C=CH-), 5,20 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,83 (s, 3H, Arwr-OCHpg), 3,76 (s, 3H,
Ar-OCHs), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH2-), 2,73 — 2,63 (m, 2H, -CH2-), 2,44 (t, J = 7,7 Hz, 2H, -
CH>-), 2,38 (s, 3H, -(C=0)-CHs (MP)), 2,15 (s, 3H, Ar-CHs), 1,86 (s, 3H, -CHz)

13C NMR: dc (CDCls): 198,26 (-CH=CH-(C=0)-CHzs (MP)), 172,91 (-COO-Armp), 171,08 (-COO),
163,65 (Car-OMe), 153,58 (Car-OH), 151,43 (Carmp-OMe), 144,03 (Car-CH20-), 142,72 (Carmp-
CH=CH-), 141,62 (Carmp-OOC-), 133,86 (>C=C(-CHa)-), 133,20 (Carmp-CH=CH-), 127,21 (Carmp-
CH=CH-), 123,29 (Carmr(6)-H), 123,01 (Car-CH2-CH=), 122,04 (>C=C(-CHa)-), 121,42 (Carmr(5)-
H), 116,75 (Car-CHzs), 111,15 (Carmp(3)-H), 106,35 (Car-COO-), 70,06 (Ar-CH20-), 61,01 (Ar-
OCHs), 55,86 (Arvp-OCHg), 34,52 (-CH2-COO-Arwp), 32,71 (-CH2-CH?>-), 27,53 (-CH2-(C=0)-CHs
(MP)), 22,62 (Ar-CHz-), 16,16 (=C(-CHs)-),), 11,58 (Ar-CHz)

HRMS (m/z) obliczone dla C2sH300s [M—H]~: 493,1862, zmierzone: 493,1951

Czystos¢: 98,50%; Rtnpic = 14,068 min
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Mykofenolan zingeronu, mykofenolan zingeronylu (MP6)

Me (@]
OMe

)
N O

o OH Me OMe

Wydajnosé: 19%

Wyglad: bezbarwny olej

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 3:1 (v/v)

Re = 0,10 (dichlorometan)

IH NMR: &n (CDCls): 7,68 (s, 1H, Ar-OH), 6,82 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Car,me-H), 6,76 (d, J = 1,6 Hz,
1H, Car,wmpr-H), 6,68 (dd, J = 8,1, 1,7 Hz, 1H, Car,mp-H), 5,32 (t, J = 6,5 Hz, 1H, >C=CH-), 5,20 (s,
2H, Ar-CH20-), 3,77 (d, J = 6,4 Hz, 6H, Ar-OCHsi Armp-OCH3s), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CHz-),
2,86 (t, J = 7,5 Hz, 2H, Armp-CH2-), 2,75 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH2-C(=0)- (MP)), 2,69 — 2,61 (m,
2H, -CH2-), 2,43 (t, J = 7,7 Hz, 2H, -CH2-), 2,16 (d, J = 11,9 Hz, 6H, Ar-CHzi -(C=0)-CHs (MP)),
1,85 (s, 3H, -CHg)

13C NMR: &c (CDCls): 207,79 (-CH2-(C=0)-CHs (MP)), 172,92 (-COO-Arwp), 171,53 (-COO-),
163,66 (Car-OMe), 153,59 (Car-OH), 150,83 (Carmp-OMe), 144,01 (Car-CH20-), 139,89 (Carme-
00C-), 137,91 (Carmp-CH2-CH2-), 134,02 (>C=C(-CHs)-), 122,89 (Car-CH2>-CH=), 122,57
(Carmp(6)-H), 122,10 (>C=C(-CHs)-), 120,20 (Carmpr(5)-H), 116,74 (Car-CHs), 112,58 (Car,mr(3)-H),
106,34 (Ca-COO-), 70,06 (Ar-CH20-), 61,01 (Ar-OCHs), 55,77 (Arvp-OCHps), 45,12 (-CH2-(C=0)-
CHs (MP)), 34,59 (-CH2-COO-Arwmp), 32,74 (-CH2-CH2-), 30,13 (-CH2-(C=0)-CHs (MP)), 29,54
(Armp-CH2-CH2-(C=0)-), 22,61 (Ar-CH>-), 16,16 (=C(-CHs)-), 11,58 (Ar-CHz3)

HRMS (m/z) obliczone dla C2sH320s [M—H]~: 495,2019, zmierzone: 495,2118

Czystos¢: 97,70%; Rrupic = 14,332 min

Mykofenolan (ferulanu metylu) (MP7)

Me (0]

oM
5 © 0 X" N0oMe

N (0]
o OH Me OMe

Wydajnosé: 14%

Wyqglad: zéttawy proszek

Eluent: dichlorometan

Rr = 0,15 (dichlorometan)

'H NMR: 81 (CDCls): 7,69 (s, 1H, Ar-OH), 7,63 (d, J = 16,0 Hz, 1H, Arup-CH=), 7,06 (d, J = 5,7
Hz, 2H, Car,mp-H), 6,95 (d, J = 8,6 Hz, 1H, Car,mp-H), 6,37 (d, J = 16,0 Hz, 1H, >C=CH- (MP)),
5,33 (t,J = 6,8 Hz, 1H, >C=CH-), 5,20 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,81 (d, J = 9,4 Hz, 6H, Ar-OCHzsi Armp-
OCHz), 3,76 (s, 3H, -COOCHs (MP)), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CHz-), 2,68 (t, J = 7,7 Hz, 2H, -
CHz-), 2,44 (t, J = 7,7 Hz, 2H, -CH2-), 2,14 (s, 3H, Ar-CHs), 1,86 (s, 3H, -CHs)
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13C NMR: &¢c (CDClz): 172,91 (-COO-Arwe), 171,11 (-COO-), 167,26 (-COOCHs (MP)), 163,64
(Car-OMe), 153,59 (Car-OH), 151,35 (Carmp-OMe), 144,15 (Armp-CH=CH-), 144,02 (Car-CH20-),
141,42 (Carmp-OOC-), 133,88 (>C=C(-CHs)-), 133,16 (Carmp-CH=CH-), 123,21 (Carwmpr(6)-H),
122,99 (Car-CH2-CH=), 122,05 (>C=C(-CHs)-), 121,10 (Carmpr(5)-H), 117,90 (Armp-CH=CH-),
116,74 (Car-CHs), 111,15 (Carmpr(3)-H), 106,35 (CaA-COO-), 70,05 (Ar-CH20-), 61,01 (Ar-OCHs),
55,84 (Armp-OCHB3s), 51,76 (-COOCHs (MP)), 34,53 (-CH2-COO-Armp), 32,72 (-CH2-CH>-), 22,62
(Ar-CH>-), 16,16 (=C(-CHas)-), 11,58 (Ar-CHa)

HRMS (m/z) obliczone dla Cz2sH3009 [M—H]~: 509,1811, zmierzone: 509,1908

Czystos¢: 100,00%; Rt rpLc = 15,660 min

Mykofenolan eugenolu, mykofenolan eugenylu (MP8)

Me
OMe =
o}
X (0]
O  OH Me OMe

Wydajnosé: 30%

Wyglad: biate, geste ciato state

Eluent: dichlolrometan

Re = 0,30 (dichlorometan)

'H NMR: &1 (CDCls): 7,71 (s, 1H, Ar-OH), 6,85 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Car,mp-H), 6,78 (s, 1H, Car,mp-
H), 6,71 (t, J = 8,6 Hz, 1H, Car,mp-H), 5,97 (ddt, J = 16,8, 10,1, 6,7 Hz, 1H, -CH=C< (MP)), 5,35
(t, J = 6,8 Hz, 1H, >C=CH-), 5,22 (s, 2H, Ar-CH:0-), 5,11 (dd, J = 13,3, 6,3 Hz, 2H, >C=CH:
(MP)), 3,80 (t, J = 6,6 Hz, 6H, Ar-OCHsi Armp-OCH3s), 3,44 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH2-), 3,38 (d,
J = 6,7 Hz, 2H, Arwp-CHz2-), 2,73 — 2,64 (m, 2H, -CH2-), 2,46 (t, J = 7,7 Hz, 2H, -CH2-), 2,17 (s,
3H, Ar-CHs), 1,88 (s, 3H, -CHs)

13C NMR: &¢c (CDCls): 172,92 (-COO-Arwp), 171,52 (-COO-), 163,67 (Ca-OMe), 153,60 (Car-OH),
150,82 (Carmp-OMe), 144,00 (Car-CH20-), 138,83 (Carmp-OOC-), 137,90 (Carmp-CH2-CH=CH>),
137,04 (Armp-CH2-CH=CH3), 134,04 (>C=C(-CHs)-), 122,90 (Car-CH2-CH=), 122,46 (Carmpr(6)-H),
122,10 (>C=C(-CHgs)-), 120,52 (Carmp(5)-H), 116,74 (Car-CHs), 116,12 (Armp-CH2-CH=CH>),
112,63 (Carmp(3)-H), 106,34 (Ca-COO-), 70,05 (Ar-CH20-), 61,01 (Ar-OCHs), 55,75 (Armp-OCH3s),
40,07 (Armp-CH2-CH=CH>), 34,61 (-CH2-COO-Arwp), 32,76 (-CH2-CHz>-), 22,62 (Ar-CH>-), 16,17
(=C(-CH?3)-), 11,58 (Ar-CHg)

HRMS (m/z) obliczone dla C27H3007 [M—H]~: 465,1913, zmierzone: 465,1994

Czystos¢: 100,00%; Rtnpic = 16,843 min
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Mykofenolan izoeugenolu, mykofenolan izoeugenylu (MP9)

Me
OMe NS

O
A (6]

0 OH Me OMe

Wydajnosé: 18%

Wyglad: bezbarwny olej

Eluent: dichlorometan

Rr = 0,37 (dichlorometan)

'H NMR: &+ (CDClz): 7,68 (s, 1H, Ar-OH), 6,88 (d, J = 6,0 Hz, 1H, Car,mp(3)-H), 6,85 — 6,80 (m,
2H, Car,vpr(5 lub 6)-H), 6,40 — 6,30 (m, 1H, Armp-CH=C<), 6,17 (dq, J = 13,3, 6,6 Hz, 1H, >C=CH-
(MP)), 5,33 (t, J = 6,8 Hz, 1H, >C=CH-), 5,20 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,78 (d, J = 17,8 Hz, 6H, Ar-
OCHzsi Armp-OCHs3), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH2-), 2,67 (dd, J = 14,9, 7,6 Hz, 2H, -CH2-), 2,44
(t, J=7,7 Hz, 2H, -CH>-), 2,14 (s, 3H, Ar-CHs), 1,91 — 1,83 (m, 6H, -CHsi -CH3z (MP))

13C NMR: 8¢ (CDCl3): 172,92 (-COO-Armp), 171,46 (-COO-), 163,67 (Ca-OMe), 153,59 (Car-OH),
150,93 (Carmp-OMe), 144,00 (Car-CH20-), 138,51 (Carmp-OOC-), 136,88 (Carmp-CH=CH-CH3),
134,01 (>C=C(-CHs)-), 130,41 (Armp-CH=CH-CHs), 126,00 (Armp-CH=CH-CH?3), 122,92 (Car-CH2-
CH=), 122,60 (Carmp(6)-H), 122,09 (>C=C(-CHzs)-), 118,22 (Carmp(5)-H), 116,73 (Car-CHs), 109,50
(Carmp(3)-H), 106,33 (Car-COO-), 70,05 (Ar-CH20-), 61,01 (Ar-OCHs), 55,73 (Armp-OCHs), 34,61
(-CH2-COO-Armp), 32,76 (-CH2-CH2-), 22,62 (Ar-CH2-), 18,43 (Armp-CH=CH-CHs), 16,16 (=C(-
CHa)-), 11,58 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C27H3007 [M—H]~: 465,1913, zmierzone: 465,2001

Czystos¢: 99,60%; Rrnpic = 17,097 min

Zestawienie pochodnych fenoli (P1-P7)

Mykofenolan sezamolu, mykofenolan sezamylu (P1)

Me

OMe e}
0
o Q >
O OH Me

Wydajnosé: 40%

Wyglad: biaty osad

Eluent: dichlorometan

Re = 0,31 (dichlorometan)

IH NMR: 84 (CDCls): 7,71 (s, 1H, Ar-OH), 6,73 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Car,r(3)-H), 6,47 — 6,39 (m, 2H,
Car,p(3)-H), 5,98 (s, 2H, -O-CH2-O- (P)), 5,35 (t, J = 6,8 Hz, 1H, >C=CH-), 5,22 (s, 2H, Ar-CH20-
), 3,78 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,44 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,64 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CH>-), 2,45 (t,
J=7,4Hz, 2H, -CH2-), 2,17 (s, 3H, Ar-CHz), 1,88 (s, 3H, -CH?s)
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13C NMR: dc (CDCls): 172,89 (-COO-Arp), 172,08 (-COO-), 163,62 (Ca-OMe), 153,54 (Car-OH),
147,82 (Carp-OO0C-), 145,19 (Carp(4)-H), 144,95 (Carp(3)-H), 144,09 (Car-CH:20-), 133,75
(>C=C(-CHg3)-), 123,17 (Car-CH2-CH=), 121,97 (>C=C(-CHs3)-), 116,74 (Car-CHs3), 113,79 (Car.r(6)-
H), 107,83 (Carr(5)-H), 106,37 (Ca-COO-), 103,68 (Carr(2)-H), 101,63 (-O-CH2-O- (P)), 70,05
(Ar-CH20-), 61,00 (Ar-OCHs), 34,66 (-CH2-COO-Arp), 32,90 (-CH2-CH>-), 22,60 (Ar-CH>-), 16,16
(=C(-CH3)-), 11,57 (Ar-CHg)

HRMS (m/z) obliczone dla C24H240s [M—H]~: 439,1393, zmierzone: 439,1473

Czystosc¢: 99,30%; RrnpLc = 14,063 min

Mykofenolan tymolu, mykofenolan tymylu (P2)

Me Me
OMe
(0]

o OH Me

Wydajnosé: 30%

Wyglad: bezbarwny olej

Eluent: toluen:chloroform, 3:1 (v/v)

Re = 0,33 (dichlorometan)

'H NMR: &4 (CDCls): 7,69 (s, 1H, Ar-OH), 7,17 (d, J = 7,9 Hz, 1H, Car,r(3)-H), 7,01 (t, J = 8,3 Hz,
1H, Car,p(3)-H), 6,73 (s, 1H, Car,r(3)-H), 5,34 (dd, J = 7,0, 6,0 Hz, 1H, >C=CH-), 5,20 (s, 2H, Ar-
CH20-), 3,77 (s, 3H, Ar-OCHza), 3,43 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH-), 2,93 (hept, J = 6,9 Hz, 1H, -
CH< (P)), 2,72 — 2,63 (m, 2H, -CH2-), 2,46 (t, J = 7,7 Hz, 2H, -CH>-), 2,28 (s, 3H, Arp-CH3), 2,15
(s, 3H, Ar-CHs), 1,87 (s, 3H, -CHs), 1,16 (d, J = 6,9 Hz, 6H, >C(CHs3)2 (P))

13C NMR: &c (CDCls): 172,91 (-COO-Are), 172,04 (-COO-), 163,67 (Ca-OMe), 153,62 (Car-OH),
147,85 (Carp-OOC-), 144,03 (Car-CH20-), 136,95 (Carp(2)-H), 136,45 (Carp(5)-H), 133,95
(>C=C(-CHg)-), 127,02 (Carp(3)-H), 126,32 (Carp(4)-H), 122,93 (Ca-CH2-CH=), 122,66 (Car,r(6)-
H), 122,01 (>C=C(-CHs)-), 116,73 (Car-CHs), 106,37 (Ca-COO-), 70,05 (Ar-CH20-), 61,01 (Ar-
OCHs), 34,63 (-CH2-COO-Are), 33,01 (-CH2-CH2-), 27,01 (Arp-CH(CHs)2), 23,00 (2C, Arp-
CH(CHs)2), 22,63 (Ar-CH2-), 20,79 (Arp-CHas), 16,22 (=C(-CHs)-), 11,58 (Ar-CHzs)

HRMS (m/z) obliczone dla C27H3206 [M—H]~: 451,2121, zmierzone: 451,2208

Czystos¢: 100,00%; RtnpLc = 18,736 min
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Mykofenolan bakuchiolu (P3)

[0) OH Me
=
o
OMe

Me

Wydajnosé: 33%

Wyglad: zétty olej

Eluent: toluene:chloroform, 1:1 (v/v)

Re = 0,50 (dichlorometan)

H NMR: dn (CDCls): 7,69 (s, 1H, Ar-OH), 7,29 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Car,r(3 i 5)-H), 6,91 (d, J = 8,6
Hz, 2H, Carr(2 i 6)-H), 6,28 (d, J = 16,2 Hz, 1H, Are-C(1)H=), 6,14 (d, J = 16,2 Hz, 1H,
>C(1')=C(2’)H-), 5,87 (dd, J = 17,5, 10,7 Hz, 1H, >C(3’)-CH=), 5,34 (dd, J = 7,0, 5,9 Hz, 1H,
>C=CH-), 5,19 (s, 2H, Ar-CH20-), 5,10 (t, J = 7,1 Hz, 1H, -C(6’)H=), 5,03 (ddd, J = 18,7, 14,1, 1,2
Hz, 2H, >C(3’)-CH=CHy), 3,75 (s, 3H, Ar-OCHjs), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,64 (t, J = 7,6
Hz, 2H, -CH2-), 2,43 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH>-), 2,14 (s, 3H, Ar-CHz), 1,94 (dd, J = 16,4, 7,6 Hz,
2H, -C(5")H2-), 1,86 (s, 3H, -CHs), 1,67 (s, 3H, =C(7’)-CHs), 1,57 (s, 3H, =C(7’)-CHs), 1,49 (ddd,
J=21,7,9,9, 6,2 Hz, 2H, -C(4')H2-), 1,20 (s, 3H, >C(3’)-CHz)

13C NMR: &¢ (CDClz): 172,90 (-COO-Arp), 171,81 (-COO-), 163,63 (Ca-OMe), 153,59 (Car-OH),
149,54 (Carp-O0C-), 145,62 (C(3')-CH=CH), 144,01 (Ca-CH20-), 138,11 (Carpr-CH=CH-R),
135,50 (Carp-CH=CH-R), 133,81 (>C=C(-CHgs)-), 131,38 (C(7’)), 126,82 (2C, Carp(3 i 5)-H),
126,23 (Carp-CH=CH-R), 124,66 (C(6’)), 123,11 (Ca-CH2-CH=), 122,01 (>C=C(-CHs)-), 121,45
(2C, Carp(2 i 6)-H), 116,72 (Car-CHzs), 112,12 (C(3’)-CH=CH2), 106,34 (Car-COO-), 70,03 (Ar-
CH20-), 61,00 (Ar-OCHs), 42,63 (C(4")), 41,18 (C(3’)), 34,65 (-CH2-COO-Are), 33,08 (-CH2-CHo-
), 25,70 (C(3’)-CHgs), 23,24 (C(7’)-(CHa3)2), 23,20 (C(5")), 22,62 (Ar-CH2-), 17,65 (C(7’)-(CHs)2),
16,17 (=C(-CHs)-), 11,57 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C3sH4206 [M—H]~: 557,2903, zmierzone: 557,3008

Czystos¢: 97,20%; Rrupic = 22,579 min
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Mykofenolan (o-kumaranu metylu) (P4)

Wydajnosé: 24%

Wyglad: niskotopliwe, opalizujgce, biate ciato state

Eluent: dichlorometan

Rr = 0,25 (dichlorometan)

'H NMR: &+ (CDCls): & 7,74 (d, J = 16,1 Hz, 1H, Ar-CH=C< (P)), 7,70 (s, 1H, Ar-OH), 7,63 (d, J
=7,8 Hz, 1H, Car,r(3)-H), 7,36 (t, J = 7,7 Hz, 1H, Car,r(5)-H), 7,26 (t, J = 7,6 Hz, 1H, Car,r(4)-H),
7,04 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Car,r(6)-H), 6,44 (d, J = 16,1 Hz, 1H, >C=CH- (P)), 5,37 (t, J = 6,5 Hz,
1H, >C=CH-), 5,22 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,80 (d, J = 14,5 Hz, 6H, -COOCHs (P) i Ar-OCHz3), 3,45
(d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CHz-), 2,76 (t, J = 7,7 Hz, 2H, -CHz-), 2,50 (t, J = 7,6 Hz, 2H, -CHo-), 2,17
(s, 3H, Ar-CHg), 1,90 (s, 3H, -CH?3)

13C NMR: &c (CDCls): 172,88 (-COO-Arp), 171,48 (-COO-), 167,08 (-COOCHSz (P)), 163,63 (Car
OMe), 153,59 (Car-OH), 149,28 (Carp-O0C-), 144,02 (Car-CH20-), 138,14 (Arp-CH=CH-), 133,65
(>C=C(-CHg3)-), 131,00 (Carr(5)-H), 127,46 (Carr(3)-H), 126,99 (Carp-CH=CH-), 126,19 (Carr(4)-
H), 123,23 (Car-CH2-CH=), 123,05 (Carp(6)-H), 121,99 (>C=C(-CH3)-), 119,74 (Arp-CH=CH-),
116,72 (Car-CHs), 106,35 (Car-COO-), 70,03 (Ar-CH20-), 61,00 (Ar-OCHz), 51,78 (-COOCHSs (P)),
34,54 (-CH2-COO-Arp), 32,92 (-CH2-CH2-), 22,60 (Ar-CH>-), 16,18 (=C(-CHz)-), 11,57 (Ar-CHa)
HRMS (m/z) obliczone dla C27H280s [M—H]~: 479,1706, zmierzone: 479,1799

Czystos¢: 98,50%; Rrnpic = 15,151 min

Mykofenolan 4-hydroksybenzaldehydu (P5)

Me
OMe
0]
X ¢}
O  oH Me

Wydajnosé: 42%

Wyglad: zétty olej

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 3:1 (v/v)

Rr = 0,34 (dichlorometan)

IH NMR: 81 (CDCls): 9,97 (s, 1H, Ar-CHO (P)), 7,84 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Car,p(3 i 5)-H), 7,72 (brs,
1H, Ar-OH), 7,16 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Car,r(2 i 6)-H), 5,35 (t, J = 6,7 Hz, 1H, >C=CH-), 5,20 (s, 2H,
Ar-CH20-), 3,75 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,69 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CHo-
), 2,45 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CHz-), 2,14 (s, 3H, Ar-CHs), 1,87 (s, 3H, -CHs)
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13C NMR: &¢ (CDCls): 190,93 (Arp-CHO), 172,88 (-COO-Arp), 171,07 (-COO-), 163,59 (Ca-OMe),
155,38 (Carp-O0C-), 153,57 (Car-OH), 144,09 (Car-CH20-), 133,81 (>C=C(-CHs)-), 133,58 (Carp-
CHO), 131,06 (2C, Carp(3 i 5)-H), 123,30 (Ca-CH2-CH=), 122,28 (2C, Carp(2 i 6)-H), 121,90
(>C=C(-CHgs)-), 116,77 (Car-CHs), 106,37 (Car-COO-), 70,06 (Ar-CH20-), 60,99 (Ar-OCHs), 34,57
(-CH2-COO-Arp), 33,04 (-CH2-CH?2-), 22,63 (Ar-CH2-), 16,13 (=C(-CH3)-), 11,58 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C24H2407 [M—H]~: 423,1444, zmierzone: 423,1524

Czystos¢: 97,80%; RrnpLc = 13,015 min

Mykofenolan dehydroframbinonu, mykofenolan dehydroframbinonylu (P6)

Me (@]
OMe N
0]

O  OH Me

Wydajnosé: 55%

Wyglad: zéttawy proszek

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 3:1 (v/v)

Re = 0,19 (dichlorometan)

'H NMR: &+ (CDCls): 7,68 (s, 1H, Ar-OH), 7,53 — 7,44 (m, 3H, Carp(3 i 5)-H i Ar—CH=C< (P)),
7,07 — 7,02 (m, 2H, Car,r(2 i 6)-H), 6,66 (d, J = 16,2 Hz, 1H, —-CH=C< (P)), 5,33 (td, J = 6,9, 1,2
Hz, 1H, >C=CH-), 5,19 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,76 (s, 3H, Ar-OCHj3), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CHz-
), 2,66 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH2-), 2,44 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH2-), 2,38 (s, 3H, -(C=0)-CHs (P)),
2,14 (s, 3H, Ar-CHs), 1,86 (s, 3H, -CHs)

13C NMR: 8¢ (CDCls): 198,26 (-CH=CH-(C=0)-CHs (P)), 172,90 (-COO-Arp), 171,44 (-COO-),
163,61 (Car-OMe), 153,57 (Car-OH), 152,29 (Carp-OOC-), 144,03 (Car-CH20-), 142,26 (Carp-
CH=CH-), 133,69 (>C=C(-CHs)-), 131,95 (Carp-CH=CH-), 129,27 (2C, Carr(3 i 5)-H), 127,11
(Carp-CH=CH-), 123,19 (Car-CH2-CH=), 122,16 (2C, Carp(2i 6)-H), 121,96 (>C=C(-CHs)-), 116,75
(Car-CHpg), 106,35 (Car-COO-), 70,05 (Ar-CH20-), 61,00 (Ar-OCHpa), 34,56 (-CH2-COO-Arp), 33,05
(-CH2-CH2-), 27,63 (=CH-(C=0)-CHs (P)), 22,62 (Ar-CHz-), 16,17 (=C(-CHz3)-), 11,59 (Ar-CHs)
HRMS (m/z) obliczone dla C27H2807 [M—H]~: 463,1757, zmierzone: 463,1759

Czystos¢: 99,80%; Rrupic = 14,021 min

Mykofenolan ketonu malinowego, mykofenolan frambinonu, mykofenolan frambinonylu (P7)

Me (@]
OMe

o)
X (0]
O OH Me

Wydajnosé: 53%

Wyglad: zéttawe, geste ciato state
Eluent: toluen:chloroform, 1:1 (v/v)
Re = 0,28 (dichlorometan)
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'H NMR: &+ (CDClg): 7,68 (s, 1H, Ar-OH), 7,12 (d, J = 8,4 Hz, 2H, Car,r(3 i 5)-H), 6,88 (d, J = 8,4
Hz, 2H, Car,r(2 i 6)-H), 5,33 (t, J = 6,6 Hz, 1H, >C=CH-), 5,20 (s, 2H, Ar-CH20-), 3,75 (s, 3H, Ar-
OCHpa), 3,42 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,86 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH2- (P)), 2,74 (t, J = 7,5 Hz,
2H, -CH2- (P)), 2,63 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH>-), 2,43 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH>-), 2,14 (d, J = 2,5 Hz,
6H, Ar-CHs i -(C=0)-CHs (P)), 1,86 (s, 3H, -CHa)

13C NMR: &¢ (CDCls): 207,76 (-CH2-(C=0)-CHzs (P)), 172,90 (-COO-Arp), 171,91 (-COO-), 163,64
(Car-OMe), 153,58 (Car-OH), 148,91 (Carp-OOC-), 144,03 (Car-CH20-), 138,44 (Carp-CH2-CH2-),
133,82 (>C=C(-CHz3)-), 129,16 (2C, Carp(3 i 5)-H), 123,08 (Car-CH2-CH=), 122,02 (>C=C(-CHs3)-
), 121,45 (2C, Carp(2 i 6)-H), 116,76 (Car-CHz3), 106,34 (Ca-COO-), 70,06 (Ar-CH-.0O-), 61,00 (Ar-
OCHs), 45,05 (-CH2-(C=0)-CHs (P)), 34,62 (-CH2-COO-Arp), 33,04 (-CH2-CH2-), 30,10 (-CH2-
(C=0)-CHs (P)), 28,97 (Arp-CH2-CH2-(C=0)-), 22,61 (Ar-CH2-), 16,17 (=C(-CHz3)-), 11,58 (Ar-CHs3)
HRMS (m/z) obliczone dla C27H3007 [M—H]~: 465,1913, zmierzone: 465,2003

Czystos¢: 98,90%; Rt npeic = 14,148 min

Inne procedury
Produkty kondensacji aldehydéw z acetonem

Metoda ogdlna

1,25 g waniliny (8,200 mmol, 1,0 eq) rozpuszczono w 50 mL acetonu, w Kkolbie
okragtodennej. Ukfad ostonieto przed dostepem $wiatta, schtodzono do 0°C przy pomocy tazni
lodowej i nastepnie wkroplono roztwér 3,5 g wodorotlenku sodu (87,500 mmol, 10,7 eq) w 31,5g
wody destylowanej (c = 10%). Roztwdr mieszano przez noc (okoto 15 godzin) w temperaturze
pokojowej, pozwoliwszy w miedzyczasie na stopienie sie lodu w mieszaninie chtodzgcej kolbe.
Po tym czasie, nadmiar acetonu odgoniono, a surowg mieszanine ekstrahowano wobec wody, 1
M kwasu solnego i octanu etylu. Warstwe organiczng wysuszono nad bezwodnym siarczanem
magnezu, srodek suszgcy odsgczono, za$ przesgcz zatezono na proézniowym, rotacyjnym
aparacie wyparnym. Surowy produkt krystalizowano z 96% etanolu (1,469 g zwigzku na 5 mL
rozpuszczalnika). Produkt otrzymano jako zoite ciato state z wydajnoscig 53% (0,832 g). Jego
czystos¢ i strukture potwierdzono przy pomocy techniki 'H NMR. Mozliwe jest dodatkowe

oczyszczenie zwigzku z wykorzystaniem kolumny chromatograficzne;.
Zestawienie wlasciwosci dehydrozingeronu
(E)-4-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)but-3-en-2-on

(0]
MeO N

HO

Wydajnosé: 53%
Wyglad: zétte ciato state
Re = 0,77 (toluen:aceton, 1:1, v/v)
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IH NMR: 8+ (CDCls): 7,47 (d, J = 16,2 Hz, 1H, Ar-CH=CH-), 7,11 (dd, J = 8,2, 1,6 Hz, 1H, Car-H),
7,08 (d, J = 1,5 Hz, 1H, Ca-H), 6,95 (d, J = 8,1 Hz, 1H, Ca-H), 6,61 (d, J = 16,2 Hz, 1H, Ar-
CH=CH-), 6,04 (bs, 1H, Ar-OH), 3,95 (s, 3H, ArOCHs), 2,39 (s, 3H, -C(=0)CHa)

Zestawienie wiasciwosci dehydroframbinonu
(E)-4-(4-hydroksyfenylo)but-3-en-2-on

O
X

HO

Wydajnosé: 68%

Wyglad: zétte ciato state

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 3:1 (v/v)

Re = 0,45 (eter naftowy:octan etylu, 2:1, v/v)

IH NMR: 81 (CDCls): 8n (CDCls): 7,51 (d, J = 16,2 Hz, 1H, Ar-CH=CH-), 7,45 (d, J = 8,6 Hz, 2H,
Ca(3, 5)-H), 7,00 (bs, 1H, Ar-OH), 6,91 (t, J = 5,6 Hz, 2H, Ca(2, 6)-H), 6,61 (d, J = 16,2 Hz, 1H,
Ar-CH=CH-), 2,39 (s, 3H, -C(=0)CHba)

Selektywna redukcja wigzania podwéjnego
Metoda

0,192 g dehydrozingeronu (1,000 mmol, 1,0 eq) rozpuszczono w 12 mL bezwodnego
metanolu, w kolbie okragtodennej. Nastepnie, do roztworu dodano 2,370 g sze$ciowodnego
chlorku niklu(ll) (10,00 mmol, 10,0 eq) i 2 mL wody destylowanej. Ukfad zaopatrzono w prostg
chtodnice zwrotng. W dalszej kolejnoéci, dodano 0,150 g borowodorku sodu (4,000 mmol, 4,0
eq), w jednej porcji, i mieszano przy pomocy mieszadta magnetycznego przez 55 minut,
w temperaturze pokojowej. Postep reakcji kontrolowano przy pomocy TLC. Po tym czasie,
dodano kolejng porcje borowodorku sodu w ilosci 0,075 g (2,000 mmol, 2,0 eq) i mieszano
jeszcze przez 1,5 godziny. Po tym czasie, dodano 5 mL metanolu, 50 mL wody, a powstaty
roztwor ekstrahowano chlorkiem metylenu. Warstwe organiczng wysuszono nad bezwodnym
siarczanem sodu, srodek suszgcy odsgczono, a rozpuszczalnik odgoniono pod zmniejszonym
ci$nieniem. Surowy produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej, gdzie chloroform
petnit role eluentu. Produkt otrzymano jako niskotopliwe, biate ciato state z wydajnoscig 57% (165

mg). Jego strukture oraz czysto$¢ potwierdzono z wykorzystaniem techniki *H NMR.
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Zestawienie wlasciwosci zingeronu
4-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)butan-2-on

(0]
MeO

HO

Wydajnosé: 57%

Wyglad: niskotopliwe, biate ciato state

Eluent: chloroform

Rr = 0,42 (chloroform)

'H NMR: &+ (CDCls): 6,84 (d, J = 8,0 Hz, 1H, Ca-H), 6,75 — 6,65 (m, 2H, Ca-H), 5,52 (bs, 1H, Ar-
OH), 3,89 (s, 3H, ArOCHs3), 2,85 (t, J = 7,5 Hz, 2H, Ar-CH2-CH2-), 2,75 (t, J = 7,4 Hz, 2H, Ar-CHa-
CHz-), 2,16 (s, 3H, C(=O)CHs)

Otrzymywanie estrow metylowych
Metoda ogdlna

W kolbie umiescitem 2,0 g kwasu ferulowego (10,300 mmol, 1,0 eq) i rozpuscilem go
w 50 mL metanolu. Do uktadu wkroplitem 0,61 mL stezonego kwasu siarkowego(VI), a nastepnie
na kolbe naktozytem chtodnice zwrotng zaopatrzong w rurke chronigca przed dostepem wilgoci.
Ogrzewatem w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez noc. Po tym czasie, ukfad
schiodzitem do temperatury pokojowej, rozpuszczalnik odgonitem. Surowg mieszanine
ekstrahowatem wobec nasyconego roztworu wodoroweglanu sodu i octanu etylu. Warstwe
organiczng odmywatem nasycong solankg, nastepnie wysuszytem bezwodnym siarczanem
magnezu, $rodek suszacy odsgczytem, a przesgcz zatezytlem na wyparce prézniowej. Jesli
analiza TLC wykaze obecno$¢ dwoch zwigzkéw w mieszaninie, konieczne jest przeprowadzenie
oczyszczania z wykorzystaniem kolumny chromatograficznej (eluent: chloroform). Produkt
otrzymatem jako niskotopliwe, biate ciato state z wydajnoscig 64% (1,373 g). Uzytem w dalszych
etapach bez dodatkowego oczyszczania. Jego czystos¢ i strukture potwierdzitem
z wykorzystaniem techniki *H NMR.

Zestawienie wtasciwosci ferulanu metylu
(E)-3-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)akrylan metylu
0]
MeO N OMe
HO
Wydajnosé: 64%
Wyglad: niskotopliwe, biate ciato state

Eluent: chloroform

Re = 0,18 (eter naftowy:chloroform, 2:1, v/v)
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IH NMR: &+ (CDCls): 7,62 (d, J = 15,9 Hz, 1H, Ar-CH=CH-), 7,07 (dd, J = 8,2, 1,8 Hz, 1H, Car-H),
7,02 (d, J = 1,8 Hz, 1H, Ca-H), 6,92 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ca-H), 6,29 (d, J = 15,9 Hz, 1H, Ar-
CH=CH-), 5,90 (s, 1H, Ar-OH), 3,92 (s, 3H, Ar-OCHz), 3,79 (s, 3H, -CO2CHs)

Zestawienie wlasciwosci o-kumaranu metylu
(E)-3-(2-hydroksyfenylo)akrylan metylu

0]

X OMe

OH

Wydajnosé: 74%

Wyglad: biate ciato state

Re = 0,57 (dichlorometan)

IH NMR: du (CDCls): 8,05 (d, J = 16,2 Hz, 1H, Ar-CH=CH-), 7,49 (d, J = 7,7 Hz, 1H, Car(6)-H),
7,26 (t, J = 8,3 Hz, 1H, Car(4)-H), 6,95 (t, J = 7,5 Hz, 1H, Car(5)-H), 6,88 (d, J = 9,7 Hz, 1H, Car(3)-
H), 6,66 (d, J = 16,2 Hz, 1H, Ar-CH=CH-), 6,55 — 6,13 (bs, 1H, Ar-OH), 3,85 (s, 3H, -CO2CHa)

Izolacja bakuchiolu z preparatu kosmetycznego
Metoda

1 g surowego bakuchiolu (Zréb  Sobie Krem, Prochowice, Polska)
(https://www.zrobsobiekrem.pl/pl/p/Bakuchiol-roslinny-retinoid/1018, dostep dnia 07.11.2024 r.),
0 barwie ciemnobrgzowej, oczyszczano na kolumnie chromatograficznej, wykorzystujgc chlorek
metylenu jako eluent. Prébke rozpuszczono w 4 mL chloroformu i naniesiono na uprzednio
przygotowany zel krzemionkowy. Po zebraniu wiasciwej frakcji i odgonieniu rozpuszczalnika,
produkt otrzymano jako lekko zétty olej z wydajno$cig procesu oczyszczania réwng 73% (0,728
g), i uzyto bez dalszego oczyszczania. Zwigzek ten w czasie przechowywania w zamrazalniku

z6tknie. Jego czystos¢ oceniono przy pomocy techniki *H NMR.
Zestawienie wiasciwosci bakuchiolu
4-[(1E,3S)-3-etenylo-3,7-dimetylookta-1,6-dienylo]fenol

=

HO

Wydajnos¢é procesu oczyszczania: 73%

Wyglad: zétty olej

Eluent: chlorek metylenu

Re = 0,48 (dichlorometan)

H NMR: 81 (CDCla): 7,25 (dd, J = 9,3, 2,1 Hz, 2H, Carp(3, 5)-H), 6,80 — 6,75 (m, 2H, Carpr(2, 6)-
H), 6,26 (d, J = 16,2 Hz, 1H, C(1’)-H), 6,06 (d, J = 16,2 Hz, 1H, C(2’)-H), 5,88 (dt, J = 14,5, 7,3
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Hz, 1H, >C(3")-CH=), 5,11 (t, J = 7,1 Hz, 1H, C(6’)-H), 5,07 — 4,99 (m, 2H, C(3’)-CH=CH), 1,96
(dd, J = 16,5, 7,5 Hz, 2H, C(5')Hz), 1,67 (s, 3H, =C(7°)-CHs), 1,59 (s, 3H, =C(7’)-CHs), 1,49 (ddd,
J=14,1,8,5, 4,1 Hz, 2H, C(4’)Hz), 1,20 (s, 3H, >C(3")-CH)

Synteza pochodnych kumaryny
Otrzymywanie hymekromonu

5,0 g rezorcyny (45,409 mmol, 1,0 eq) rozpuszczono w 20 mL 1,4-dioksanu, w kolbie
okragtodennej. Nastepnie, dodano 5,8 mL acetylooctanu etylu (d = 1,02 g-mL-1, 45,409 mmol, 1,0
eq). Uktad nieznacznie ochtodzono przy pomocy tazni lodowej i wkroplono 1,4 mL stezonego
kwasu siarkowego(VIl). Mieszaning ogrzewano w 65°C przez okoto 3 godziny, sprawdzajgc
postep reakcji przy pomocy TLC. Po tym czasie, kolbe schtodzono do 15°C, powstaty osad
odsgczono, przeptukano chtodnym 1,4-dioksanem (nieznacznie powyzej 12°C) i wysuszono na
powietrzu. Osad nastepnie odmyto zimnym heksanem. Produkt otrzymano jako zéttawy proszek

z wydajnoscig 56% (4,467 g). Jego czystosc¢ i strukture oceniono przy pomocy metody 'H NMR.
Zestawienie wlasciwosci hymekromonu

7-hydroksy-4-metylo-2H-chromen-2-on, 7-hydroksy-4-metylokumaryna

HO 0.__0

=

Me

Wydajnosé: 56%

Wyglad: zéttawy proszek

Re = 0,74 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

'H NMR: d1 (DMSO-dg): 10,52 (s, 1H, Ar-OH), 7,55 (d, J = 8,7 Hz, 1H, C(5)-H), 6,77 (dt, J = 8,7,
2,5 Hz, 1H, C(6)-H), 6,68 (t, J = 2,9 Hz, 1H, C(8)-H), 6,09 (s, 1H, C(3)-H), 2,33 (t, J = 3,2 Hz, 3H,
-CHs)

Otrzymywanie umbelliferonu

W kolbie okrggtodennej umieszczono 12 mL stezonego kwasu siarkowego (VI).
Nastepnie, dodano 2,80 g rezorcyny (25,429 mmol, 1,0 eq) i 3,75 g kwasu jabtkowego (27,972 g,
1,1 eq). Uktad intensywnie mieszano przez 30 min w temperaturze pokojowej, a potem w 100°C
przez 2,5 godziny. Po tym czasie mieszanine schtodzono, zadano niewielkg iloscig lodowatej
wody, intensywnie mieszajgc, a uzyskany osad przesgczono. Otrzymany proszek odmywano
wielokrotnie lodowatg wodg destylowang. Po wysuszeniu na powietrzu, surowy produkt mozna
krystalizowa¢ lub oczyszczaé na kolumnie chromatograficznej. Produkt otrzymano z 49%
wydajnoscig (2,0 g), jednak nadal zawierat zanieczyszczenia. Po odmywaniu lodowatym 25%
metanolem i ukladem metanol:chloroform, 1:14 (v/v), otrzymano 0.467 g osadu, ktory

scharakteryzowano przy pomocy techniki tH NMR.
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Zestawienie wlasciwosci umbelliferonu

7-hydroksy-2H-chromen-2-on, 7-hydroksykumaryna

HO 0.__0O
|09
Wydajnosé: 49% (surowy)
Wyglad: proszek w kolorze ztamanej bieli
Eluent: aceton
Re = 0,35 (toluen:aceton, 4:1, v/v)
H NMR: &4 (DMSO-dg): 10,59 (s, 1H, Ar-OH), 7,91 (d, J = 9,4 Hz, 1H, C(4)-H), 7,50 (d, J = 8,5
Hz, 1H, C(5)-H), 6,76 (dd, J = 8,5, 2,3 Hz, 1H, C(6)-H), 6,69 (d, J = 2,2 Hz, 1H, C(8)-H), 6,18 (d,
J =9,5Hz, 1H, C(3)-H)

7.2.2. Aktywno$c¢ antyoksydacyjna (test DPPH)
Materiaty badawcze

Odczynnik 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (DPPH) zostat zakupiony w Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

Metodologia

Po 400 pL roztworu kazdego z przygotowanych zwigzkéw, o réznych stezeniach (20—
1000 pg/mL), dodano do 1,6 mL roztworu DPPH o stezeniu 100 pmol/L. Po doktadnym
wymieszaniu sktadnikéw, mieszanina byla inkubowana przez 10 min w ciemnosci,
w temperaturze pokojowej, a nastepnie zmierzono jej absorbancje przy dtugosci fali réwnej 517
nm. Procentowa aktywnos$é zmiatania rodnikéw zostata obliczona na podstawie nastepujgcego

WZzoru:
%zmiatania rodnikow = [(Ac—At)/Ac]-100%,
gdzie: Ac = absorbancja probki kontrolnej, At = absorbancja dla prébki po 10 minutach inkubaciji.

Aktywnos$¢ zmiatania rodnikdw zostata wyrazona jako wspétczynnika ICso zdefiniowany
jako stezenie [MM] wymagane do wygaszenia rodnikéw DPPH o 50%. Wartosci ICso zostaty
okreslone w oparciu o analize regres;ji liniowej, korzystajgc z co najmniej trzech réznych stezen,

w dwoéch powtdrzeniach.

Analiza statystyczna

Prébki estrowych pochodnych MPA zostaty przygotowane w trzech stezeniach, a kazde
z nich zostato przebadane dwukrotnie. Wyniki zaprezentowane zostaty w postaci Sredniej
arytmetycznej i odchylenia standardowego. Analiza statystyczna zostata przeprowadzona
wykorzystujgc test HSD Tukeya (p < 0,05). W tej analizie zastosowano oprogramowanie
statystyczne Statistica 10 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA).
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7.2.3. Badania biologiczne
Linia komoérek AsPC-1
Hodowla komérkowa

Linia komérek nowotworu trzustki AsPC-1 (zakupiona od American Type Culture
Collection, ATCC, Manassas, VA, USA) byta utrzymywana w pozywce RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) wraz z inaktywowang termicznie, 10-procentowg bydlecg surowica
ptodowg (FBS; Biowest, Riverside, MO, USA), 100 ug/mL streptomycyny, i 100 jednostkami/mL
penicyliny. Komorki byty inkubowane w atmosferze o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej, z 5-
procentowg zawartoscig CO2, w 37°C. Wszystkie eksperymenty przeprowadzono na komérkach

bedacych w logarytmicznej fazie wzrostu.
Test zywotnosci komoérek

W celu zbadania jaki efekt wywierajg nowe pochodne estrowe MPA na przezywalnosé
komorek AsPC-1, przeprowadzono analizy kolorymetryczne z wykorzystaniem barwnika MTT
(bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowy, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA), ktérego efekt barwny oparty jest na redukc;ji tej zoltej substancji (zdgzyta ona spenetrowac
aktywne metabolicznie komorki) do fioletowych krysztatéw formazanu. Komorki umieszczono na
ptytkach 96-dotkowych, w stezeniu 2-10% komdrek/dotek, i po 24 godzinach inkubacji (wykonanej
w celu zwigzania komorek z podtozem), komorki byty potraktowane serig estrowych pochodnych
MPA i gemcytabing (kontrola dodatnia), w réznych stezaniach, ktérych maksymalna wartos¢
wynosita 50 yM. Po 72 godzinach inkubowania, do kazdego dotka dodano 20 yL MTT o stezeniu
4 mg/mL, na 3-4 godziny. Nastepnie, pozywke usunieto, a krysztaty formazanu rozpuszczono
w DMSO. Absorbancja roztworéw formazanu zostata zmieszona przy dlugo$ci fali rownej 540 nm
za pomocg urzadzenia iMark Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
Stezenia leku wymagane do zahamowania wzrostu komorek o 50% (ICso), w poréwnaniu
z komodrkami kontrolnymi, okres$lono na podstawie krzywych przedstawiajacych przezycie

komorek w funkcji dawki. Wyniki uzyskano z co najmniej trzech niezaleznych eksperymentow.
Analiza statystyczna

Analiza statystyczna wynikow testu cytotoksycznego MTT zostata przeprowadzona przy
uzyciu programu GraphPad Prism 5.0 stosujgc dwustronnie niesparowany testu t-Studenta.
Réznice (p < 0,05) pomiedzy MPA i jego pochodnymi estrowymi, a takze gemcytabing, zostaty
okreslone jako istotne statystycznie w oparciu o nastepujgce kryteria: * p < 0,05, ** p < 0,01 i ***
p <0,001.

Linia komérek T-Jurkat i PBMCs
Materiaty badawcze

Materiaty badawcze, to jest: linia komoérek T-Jurkat, PMBCs oraz pozywka, ktore
zastosowano w tych badaniach, byty podobne jak w przypadku testow pochodnych amidowych

MPA (7.1.3. Badania biologiczne). Jedyna réznica dotyczy Sredniego wieku zdrowych dawcow
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krwi, z ktérej pozyskuje sie kozuszki leukocytarne, i wynosi 354 lata, a nie 336 lat. Regionalne
Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Gdansku pozyskuje ten materiat na podstawie tej

samej zgody komisji etycznej zlokalizowanej przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym.
Przygotowane prébek pochodnych MPA

W celu osiggniecia pozadanych stezen badanych zwigzkdéw, substancje w pierwszej
kolejnosci zostaty rozpuszczone w DMSO, doprowadzajac uzyskane roztwory do stezenia 0,01
M. Przygotowany w ten sposéb roztwoér wyjsciowy zostat odpowiednio rozcienczony przy pomocy
medium pozbawionego solubilizatora (RPMI-1640 dla komoérek T-Jurkat i X-VIVO20 dla PBMCs)
do odpowiednich stezen: 100, 50, 20, 10, 2, 0,2, i 0,02 yM.

Izolacja PBMCs

Izolacja PBMCs zostata wykonana w doktadnie ten sam sposdb w jaki opisano jg w czesci

eksperymentalnej zwigzanej z pochodnymi amidowymi MPA (7.1.3. Badania biologiczne).
Analiza cytotoksycznosci pochodnych na bazie barwnika XTT

Cytotoksycznos¢ badanych zwigzkéw wobec linii komérek T-Jurkat oraz PBMCs zostata
okreslona w podobny sposob, w jaki badano pochodne amidowe MPA (7.1.3. Badania
biologiczne). Réznica polega jednak na tym, ze stezenia badanych estrow MPA miescity sie
w szeregu: 50, 25, 10, 5,1, 0,1i 0,01 uM.

Test proliferacji komérek na bazie barwnika VPD450

Wptyw badanych zwigzkéw na proliferacje komérek T-Jurkat oraz PBMCs zostat
okreslony w podobny sposéb, w jaki badano pochodne amidowe MPA (7.1.3. Badania
biologiczne). Ponownie, stezenia badanych estrow MPA miescity sie w szeregu: 50, 25, 10, 5, 1,
0,1i0,01 yM, a nie 100, 10, 1, 0,1, 0,01 pM, jak w przypadku badan pochodnych A1-A18.

Test GMP

Test GMP wykonano w ten sam sposéb jak przy badaniu amidowych pochodnych MPA

(vide 7.1.3. Badania biologiczne).
Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona z wykorzystaniem oprogramowania
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc). Do oceny réznic pomiedzy MMF, MPA i jego
nowych pochodnych, wykorzystano dwustronnie niesparowany test t-Studenta, ktérego istotnosé
statystyczna zostata okreslona jako p < 0,05. Wartosci wspoétczynnikow ICso i ECso okreslono
dopasowujgc dane do czteroparametrowego modelu regresji nieliniowej w programie GraphPad

Prism 9. Istotnos$¢ statystyczng oceniano za pomocsg testu t.
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7.3. Bioizosteryczne pochodne MPA
7.3.1. Odwrotne dokowanie
Przygotowanie ligandéw

Wzory strukturalne pochodnych bioizosterycznych MPA i zwigzkéw referencyjnych
przygotowano z wykorzystaniem programu ChemDraw Ultra 12.0. Ich tréjwymiarowe
odpowiedniki wykonano w programie Vega ZZ [248] w odniesieniu do typowych struktur
przestrzennych MPA i MMF. Kazdy z analizowanych ligandéw byt odpowiednio przygotowany
(réownowazony) poprzez: (1) usuniecie atomoéw wodoru, (2) przypisanie charakteru czesciowego
wigzania podwdjnego (struktury aromatyczne), (3) ponowne dodatnie atoméw wodoru, (4)
okreslenie tadunku Gasteigera i rownowazenie w polu sitowym MM+, (5) okreslenie najbardziej
stabilnego konformeru z wykorzystaniem funkcji Ammp i (6) usytuowanie geometrii molekularnej
narzedziem Mopac. Wyniki takich operacji zostaty zapisane w rozszerzeniu .mol2 w celu
poprawnego zakonserwowania wigzan podwaéjnych i przypisania atomoéw wodoru. Taki plik zostat

uzyty do odwrotnego dokowania na platformie PharmMapper [249] bez dodatkowych operacji.

Odwrotne dokowanie

Wczesniej wspomniany plik o rozszerzeniu .mol2 zostat wprowadzony do narzedzia
PharmMapper (http://www.lilab-ecust.cn/pharmmapper/) [249-251]. Maksymalna liczba
wygenerowanych konfromacji zostata ustalona na 300, za$ liczba ustawionych celéw
molekularnych wynosita 1000, wykorzystujgc model Druggable Pharmacophore Models. Surowa
lista celéw molekularnych zostata zapisana w formacie .csv. Nastepnie, mozliwe byto
wyekstrahowanie listy biatek z tego pliku, w formie kodéw PDB, i pdzniejsze uzycie bez
wprowadzania zmian.

W celu konwersji kodéw PDB na liste gendw kodujgcych poszczegodlne biatka uzyto
oprogramowania Uniprot dostepnego w Internecie (https://www.uniprot.org/id-mapping) [252].
Pozyskang uprzednio surowg liste biatek w formacie PDB wprowadzono do sekcji Retrieve/ID
mapping section, tryb zamiany dotyczyt struktur 3D/PDB, ktére transformowano w format
UniProt/UniProtkB. Mozliwe jest wykrycie defektéw w zapisie kodéw PDB, wynikajgce ze zmian
notacji, badz wycofania struktury biatek z tej bazy danych, z wykorzystaniem tego narzedzia.
W celu zapewnienia kompletnej analizy danych, te niedoskonatosci w zapisie nalezy skorygowac
recznie, positkujgc sie ponownie bazg danych PDB lub literaturg. Po takim uzupetnieniu,
konieczne jest wybranie listy ludzkich gendw (mozliwe jest takze wybranie innego organizmu, np.
bakterii), opisanej symbolami UniProtKB, i podzniejsze pobranie jej w postaci pliku
z rozszerzeniem .csv. Po ekstrakcji danych, mozliwe jest uzycie ich do dalszej analizy
statystycznej.

Przeprowadzenie analizy odwrotnego dokowania dla danej czgsteczki daje w odpowiedzi
mape/zbior biatek/gendw kodujacych biatka, do ktérego zwigzek ten jest dobrze dopasowany
strukturalnie. Liczba celéw molekularnych oraz model dokowania zalezny jest od zastosowanego

narzedzia. Tego typu analiza obliczeniowa moze prowadzi¢ do znalezienia nowego celu

277




molekularnego dla czgsteczki o znanej strukturze, o réznym stopniu powigzania z innymi

biatkami.

Analiza danych
Baza danych STRING

W celu przeanalizowania bezposrednich lub niebezposrednich (funkcjonalnych)
oddziatywan biatko-biatko, mozna uzyé bazy danych STRING (https://string-db.org/) [253]. Te
interakcje moga by¢ przedstawione w formie grafu-sieci, w ktérym poszczegdlne jednostki
(biatka) oddziatujg ze sobg, a takze zaprezentowany jest krétki opis poszczegdélnych elementéw
(np. analiza funkcji biochemicznych, wystepowanie w ustroju). Czynnikiem redukujgcym rozmiar
puli oddziatywan jest parametr degree, ktory reprezentuje liczbe powigzan danego elementu.
Pozwala to na usuniecie elementéw stabo skoligowanych. Cato$ciowym efektem tej analizy jest
wysoce interaktywny graf, na ktérym zaprezentowano skrétowo nazwy biatek, ich funkcje oraz
stopien powigzania z innymi elementami.

Wykonanie grafu rozpoczyna sie od wprowadzenia listy gendw (pochodzaca
Z poprzedniego etapu) do sekcji Multiple protein na stronie Internetowej bazy danych STRING,
a takze wybrania organizmu, w ramach ktérego bedzie prowadzona analiza. W efekcie, wyswietli
sie sie¢ STRING, ktéora moze by¢ zapisana w tej postaci lub przetransportowana do
oprogramowania Cytoscape [254], w ktéorym mozna dokonaé wiecej manipulacji funkcjonalnych.
Wybierajac liste rozwijang Tools i opcje Analyze mozna wygenerowac serie punktéw weztowych,
Nodes, ktére okreslone sg pewng wartoscig parametru degree. W zaleznosci od wielkosci zbioru
danych, przyjmuje sie parametr ten za 5 (duza seria danych), bgdz 1 (mata seria danych). W tym
przypadku, wybrana zostata ta druga wartos¢. Oznacza to, ze kazdy punkt weztowy o parametrze
degree mniejszym od 1 jest usuwany. Pozwala to na pozbycie sie biatek nieistotnych dla analizy.

W efekcie mozliwe jest pobranie listy gendw/biatek (format .csv) do dalszej analizy.
DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery)

Kolejnym narzedziem, uzytecznym w analizie funkcjonalnej wynikow odwrotnego
dokowania, jest baza danych DAVID (https://david.ncifcrf.gov/tools.jsp) [255, 256]. Stuzy ono do
bardziej ztozonego odkrywania grup genéw o charakterze funkcjonalnym, badania powigzan
genodw z chorobami i analizy ontologii genéw. Interpretacja wprowadzonej listy genéw oparta jest
o 3 kryteria: proces biologiczny (BP), sktadnik komorki (CC) i funkcja molekularna (MF). Stanowi
to alternatywe dla narzedzia STRING.

Mozliwe jest pozyskanie listy celow molekularnych zaangazowanych w konkretne
procesy biologiczne, ze wskazaniem doktadnej aktywnosci komorkowej, ktorg petnig na poziomie
molekularnym. Poprzez proste wprowadzenie listy gendéw zapisanych w formacie UniProtKB
w wyszukiwarke tej bazy danych i pdzniejsze wybranie opcji analizy funkcjonalnej, mozna
uzyskac liste genéw, ktére mozna ograniczy¢ przez parametry PValue i FDR, a ograniczenie to

zazwyczaj wynosi 0,05 (odnosi sie do mozliwosci, ze wynik bedzie fatszywie dodatni).

Diagram Venna
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Jednym z najprostszych i tatwo dostepnych narzedzi do analizy zbioru danych jest
diagram Venna. Jest to sposdb na niezwykle tatwe poréwnanie maksymalnie 6 zbiorow danych,
w tym wylonienie ich czesci wspdlnych oraz roztgcznych. Jest to mozliwe dzieki zastosowaniu
narzedzia jvenn (http://jvenn.toulouse.inra.fr/app/example.html) [257]. Pozwala to na wydzielenie
czesci wspolnych wielu list gendw pozyskanych dla szeregu pochodnych, bez koniecznosci nauki
programowania.

Na poczatek nalezy zatadowa¢ analizowany zbiér danych do sekcji Example. Narzedzie
to jest niezwykle intuicyjne i wymaga jedynie wybrania odpowiednich parametréw zaréwno
edytorskich, jak i statystycznych, a nastepnie pobrania diagramu w postaci pliku graficznego lub
dokumentu .csv. Jednym z podejs¢ do analizy byto wytonienie biatek, na ktére dziatajg zaréwno

MPA, jak i wybrane ligandy.
Baza danych GeneCards

W procesie analizy wykorzystano liste genéw zwigzanych z procesem karcynogenezy
pozyskang z bazy danych GeneCards (https://www.genecards.org/) [258]. Proste wprowadzenie
hasta cancer w wyszukiwarke tej bazy danych pozwolito na znalezienie 26 151 genomdéw,
transkryptomow i proteosomoéw. Liczba wynikow zostata ograniczona dzieki parametrowi
istotnosci na poziomie 5,0. W efekcie, pozostato 2770 potencjalnych celéw molekularnych, ktore
nastepnie transformowano w kod UniProt. Stanowi to odtagd baze pod liste istotnych gendéw
odpowiedzialnych za powodowanie raka. Poprzez wyznaczenie czesci wspdlnej pomiedzy tg
listg, a lista gendéw pochodzgcg z odwrotnego dokowania dla MPA i MMF, mozna okresli¢
uzyteczng, wiasng baze danych pod dalsze poszukiwanie celéw molekularnych powigzanych

zarowno z karcynogeneza, jak i aktywnoscig MPA/MMF.

7.3.2. Dokowanie molekularne
HDAC6
Przygotowanie ligandéw

Przygotowanie ligandéw zostato przeprowadzone w ten sam sposéb jak przy odwrotnym

dokowaniu (w programie Vega ZZ).
Przygotowanie biatka i walidacja metody

Struktura biatka ludzkiej deacetylazy histonowej 6 (HDACG6) zostata pozyskana z bazy
danych PDB (kod PDB: 5EDU). Jej fancuch B, reszta a-maltozy, trichostatyna A (TSA), a takze
jony potasu zostaty usuniete. Modelowanie biatka zostato wykonane na serwerze SWISS-
MODEL [259]. Nalezato zwrdci¢ szczegdlng uwage na poprawne protonowanie reszt
histydynowych, skad wynikto zastosowanie serwera H++ (http://biophysics.cs.vt.edu/H++) [260-
262]. Minimalizacje biatka przeprowadzono za pomocg oprogramowania GROMACS2019 [263],
a takze pola sitowego CHARMM [264]. Uktad zawierat biatko oraz jon cynku skoordynowany
resztami Asp742, Asp649 i His651. Miejsce aktywne byto zalokowane w szescianie o boku 10 A.

W optymalizacji procesu uwodnienia zastosowano model TIP3P. Stezenie jonéw potasu oraz

279




chlorkowych przyjeto za réwne 0,15 M. Dtugos¢ wigzania jon cynku-podjednostka aminokwasowa
zostata przyjeta za takg samg jakg zakonserwowana jest w strukturze krystalograficznej (5EDU).
Minimalizacja energii biatka zostata osiggnieta po 1000 krokéw, z wykorzystaniem metody
najszybszego spadku (najwyzsza sita mniejsza od warto$ci 10 kJ-mol?). Oddziatywania
elektrostatyczne dalekiego zasiegu zostaty zbadane z wykorzystaniem metody PME (Particle
Mesh Ewald) [265].

Walidacja metody zostata przeprowadzona na drodze ponownego zadokowania TSA,
znanego inhibitora HDAC6, obecnego w samej strukturze krystalograficznej 5SEDU. Zastosowano
metode PLANTS (Protein-Ligand ANT System) [266], chemplp, centrujgc obszar dokowania na
jonach cynku w miejscu aktywnym. Wyniki ponownego dokowania sg podobne do tych

uzyskanych z bazy danych PDB, w odniesieniu do czasteczki TSA.
Dokowanie molekularne

Analiza dokowania molekularnego dla wszystkich uprzednio zoptymalizowanych
ligandow byta przeprowadzona przy uzyciu metody PLANT score chemplp. Obszar dokowania,
sfera o $rednicy 15 A, byt wycentrowany na jon cynku. Najlepsze rezultaty dokowania zostaty

zwizualizowane przy uzyciu oprogramowania Vega ZZ.

IMDPH 1l

Przygotowanie ligandéw

Czynnosci zwigzane z przygotowaniem liganda wykonywano w programie Vega ZZ [248].
Optymalizacje struktur ligandéw przeprowadzono za pomocg Ammp [267] zaimplementowanego
w Vega ZZ. W tym celu wykorzystano pole sitowe SP4 zalecane przy uzyciu Ammp oraz algorytm
gradientu sprzezonego Polaka-Ribiere'a. Konformacje ligandow wykonano za pomocg

Boltzmann Jump.
Przygotowanie biatka i walidacja metody

Z bazy danych PDB strukture biatka IMPDH2 o kodzie PDB: 1JR1. Wybrano jego tancuch
B i oczyszczono strukture z jondw i wody. Strukture modelowano przy pomocy serwera Swiss-
Model [259, 268-271]. Protonowanie aminokwasow, przy pH = 6.5, z ustaleniem tautomerii
histydyny, zostato wykonane przy uzyciu serwera H++ [260-262].

Walidacje metody przeprowadzono poprzez ponowne dokowanie inhibitora IMPDH2,
MPA, zawartego w zdeponowanej strukturze 1JR1. Do dokowania wykorzystano program
Autodock Vina version 1.1.2 (The Molecular Graphic Laboratory, The Scripps Research Institute,
La Jolla, CA) [244], centrujgc obszar dokowania we wszystkich badaniach na atomie wegla
B w SERS58; ustalony wymiar siatki to 25 A x 25 A x 25 A. Wynik dokowania byt podobny, tak jak
w strukturze 1JR1.

Dokowanie molekularne

Dokowanie molekularne réwnowazonych uprzednio ligandéw, do wczesniej

przygotowanego biatka IMPDH2 (kod PDB: 1JR1) i zwalidowanej metody, wykonano przy uzyciu
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oprogramowania Autodock Vina 1.1.2 [244]. Parametry dokowania dla kazdego liganda byty takie
same, pudetko symulacyjne wycentrowane na atomie wegla f w podjednostce Ser276,
o rozmiarze 25 A x 25 A x 25 A. Opracowanie graficzne wynikéw dokowania wykonano przy

uzyciu programy PyMOL [272].

7.3.3. Komputerowe szacowanie wiasciwo$ci fizykochemicznych i biologicznych (SwissADME)

Jednym z bardziej istotnych narzedzi uzywanych w nowoczesnym projektowaniu lekdw
jest komputerowe przewidywanie wtasciwosci fizykochemicznych czasteczek. Rozpuszczalno$é,
wspotczynnik podziatu, a takze aktywno$é metaboliczna to kilkka z wazniejszych czynnikow
analizowanych przy okreslaniu skfonnos$ci do bycia lekiem (ang. druglikeness), szczegdlnie dla
zwigzkéw matoczasteczkowych. Jednym z narzedzi stosowanych w tym celu jest SwissADME
[216]. Analize wczesniej wymienionych czynnikdw osigga sie poprzez wprowadzenie kodu
SMILES zwigzku do wyszukiwarki wbudowanej w silnik tego narzedzia, co generuje liste
wlasnosci potrzebnych do wstepnej oceny profilu farmakokinetycznego.

Wzér strukturalny czgsteczki byt przygotowany w oparciu o program ChemDraw Ultra
12.0. Jego transformowanie w kod SMILES dokonywane jest poprzez wybranie opcji:
edytuj/skopiuj jako/SMILES, na odpowiedniej liscie rozwijanej. Efekt analizy moze by¢ zapisany
w postaci pliku .csv i uzyty bez dodatkowej obrébki danych. Warto dodac, ze strona internetowa
SwissADME oferuje bardziej dogodne operowanie danymi.

Analiza wynikbw opiera sie¢ o poréwnanie uzyskanych parametréw ADME z tymi

dostepnymi w literaturze [217].

7.3.4. Synteza
Informacje ogoéine

MPA, kwasy karboksylowe, nitryle, MMF, DIPEA, TEA, HOBt-H20, TBTU, T3P w octanie
etylu, T3P w DMF i hydrat hydrazyny, zostaly zakupione u nastepujgcych dostawcéw: Sigma
Aldrich, Apollo Scientific, AmBeed, Maybridge, Acros, Angene, Chemat, Alfa Aesar i uzyte bez
dodatkowego oczyszczania. Ibuprofen zostat pozyskany z popularnego leku przeciwbdélowego
Ibuprom® (USP Zdrowie, Warszawa, Polska). Niewielkie ilosci Panobinostatu zostaty pozyskane
dzieki uprzejmosci firmy Prochimia Surfaces Sp. z o0.0. (Gdynia, Polska). Rozpuszczalniki
organiczne zakupiono od dostawcéw: Sigma Aldrich, Fisher Scientific, Avantor i Chempur,
i zostaly wysuszone przed uzyciem, zgodnie ze standardowymi procedurami. Odczynniki
nieorganiczne pozyskano z zasobéw Katedry Chemii Organicznej oraz jednostki Chem&Tech
przynalezgcej do KU Leuven.

Widma NMR byly rejestrowane na spektrometrach: Bruker Avance IlIl HD 400
o czestotliwosci roboczej 400 MHz dla widm *H NMR i 101 MHz dla widm 3C NMR (KU Leuven)
oraz Varian Unity Inova 500 o czestotliwosci roboczej 500 MHz dla widm *H NMR i 126 MHz dla
widm 23C NMR (Politechnika Gdanska). Wartosci przesuniecia chemicznego (8) zostaty podane
w czesciach na milion (ppm), w odniesieniu do tetrametylosilanu (TMS) i piku resztkowego
rozpuszczalnikéw, jako standardu wewnetrznego (CDClz: 7,26 ppm dla *H NMR i 77,16 ppm dla
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13C NMR; DMSO-ds: 2,50 ppm dla 'H NMR i 39,52 ppm dla 13C NMR). State sprzezenia (J)
przedstawiono w hercach (Hz). Sygnaly resztkowe pochodzgce od rozpuszczalnikéw,
a szczegolnie od: dichlorometanu, chloroformu, toluenu, octanu etylu i wody, moga pojawi¢ sie
na rejestrowanych widmach przy typowych dla siebie wartosciach przesunie¢ chemicznych.
Przypisanie poszczegodlnych pikéw mozliwe jest w oparciu o sygnaly pochodzgce od MPA,
a takze od motywéw aromatycznych/heteroaromatycznych wprowadzonych dzieki
funkcjonalizacji.

Analiza TLC zostata przeprowadzona przy uzyciu ptytek firmy Supelco (silikazel,
naniesiony na folie aluminiowg, z fluoroforem pracujgcym przy 254 nm), a takze Silica Gel 60
F254 Coated Aluminium-Backed TLC Sheets. Oczyszczanie z wykorzystaniem kolumny
chromatograficznej byto prowadzone na zelu krzemionkowym 60 (230-450 Mesh, Alfa Aesar)
i 70-230 mesh silica 60 (Acros, Geel, Belgia). Wywotywanie chromatogramu osiggano przy
uzyciu lampy UV (dtugos¢ fali: 254 nm) lub wybarwianiu parami jodu.

Analize chromatograficzng HPLC przeprowadzono na chromatografie cieczowym
Shimadzu series Prominence-i LC-2030C 3D Plus sktadajgcym sie z autosamplera,
termostatowanej kolumny i detektora diodowego (zakres dtugosci fali: 190-800 nm). Probki
rozpuszczono w ukfadzie metanol:chlorek metylenu, 2:1 (v/v), i nastepnie 1 pL uzyskanego
roztworu nanoszono na kolumne Shim-pack GISS-HP C18 3,0 ym (2,1 x 100 mm),
termostatowang w 30°C. Natezenie przeptywu fazy ruchomej wynosito 0,35 mL-min~1, za$ elucje
wykonywano uzywajgc rozpuszczalnika A (0,1% kwas mrowkowy w wodzie) i B (0,1% kwas
mréwkowy w metanolu), w trybie gradientowym, gdzie stopniowo zwigekszano udziat
rozpuszczalnika B z 25% do 100%, w ciggu 15%, a nastepnie uzywano 100% B przez 20 min.

Widma mas zostaly zarejestrowane na spektrometrze z analizatorem czasu przelotu,
z kwadrupolowym przyspieszeniem ortogonalnym (Synapt G2 HDMS, Waters, Milford, MA).
Probki wstrzykiwano przy natezeniu przeptywu 3 pL-min-1, a widma uzyskiwano w trybie dodatniej
(ujemnej) jonizacji, z rozdzielczoscig 15 000 Da (FWHM), stosujac enkefaline leucyny jako
odnos$nik.

Charakterystyka spektralna MPA oraz MMF zostata przedstawiona juz wcze$nie;.

Metoda syntezy hydrazydéw

W kolbie okrggtodennej zaopatrzonej w chtodnice zwrotng i mieszadto magnetyczne,
umieszczono 2,78 g estru metylowego kwasu izonikotynowego (20,249 mmol, 1,0 eq) (otrzymany
na drodze estryfikacji Fischera z odpowiedniego kwasu karboksylowego) i rozpuszczono w
12 mL 96% (v%) etanolu. Nastepnie, wkraplajgc, dodano 3,20 mL monohydratu hydrazyny (c =
80%). Uktad ogrzewano w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez co najmniej 4 godziny
(analiza skonsumowania substratow przy uzyciu TLC). Pézniej, kolbe schtodzono do temperatury
pokojowej, nadmiar etanolu odgoniono na wyparce prézniowej, a pozostatos¢ potraktowano 10
mL wody destylowanej. Po schtodzeniu w tazni lodowej, osad (w przypadku niekrystalizujgcych
hydrazydow mozliwe jest zastosowanie metod ekstrakcyjnych) odsgczono, przemyto lodowatg

wodg i wysuszono na powietrzu. Hydrazyd kwasu izonikotynowego otrzymano z 82% wydajnosci
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(2,28 g) i uzyto w kolejnym etapie bez dodatkowego oczyszczania (jesli ester obecny jest
w prébce to nalezy zwigzek dodatkowo oczysci¢ technikami chromatograficznymi). Czystos¢
i strukture czasteczki potwierdzono z wykorzystaniem techniki 'TH NMR oraz chromatografii

cienkowarstwowej.

Zestawienie wlasciwosci hydrazydéw

Benzohydrazyd

O
_NH,

N
H
Wydajnosé: 32%
Re = 0,39 (toluen:aceton, 1:1, v/v)
IH NMR: &1 (500 MHz, DMSO-de): 9,76 (s, 1H, -NH-), 7,82 — 7,77 (m, 2H, Cal(2, 6)-H), 7,51 —
7,47 (m, 1H, Cal(4)-H), 7,45 — 7,40 (m, 2H, Ca(3, 5)-H), 4,48 (s, 2H, -NH>)
Hydrazyd kwasu 2-furanokarboksylowego
@)
NH
O N2
\ | H
Wydajnosé: 67%
Re = 0,53 (toluen:aceton, 1:1, v/v)
IH NMR: &1 (500 MHz, DMSO-ds): 9,61 (s, 1H, -NH-), 7,78 (dd, J = 1,7, 0,7 Hz, 1H, Chewr(5)-H),
7,05 (dd, J = 3,5, 0,7 Hz, 1H, Chetar(3)-H), 6,57 (dd, J = 3,4, 1,7 Hz, 1H, Chetar(4)-H), 4,40 (s, 2H,
-NH?2)

Hydrazyd kwasu 2-tiofenokarboksylowego

O
S N,NHz
\ || H
Wydajnosé: 100%
Re = 0,65 (toluen:aceton, 1:1, v/v)
IH NMR: 81 (500 MHz, DMSO-ds): 9,75 (s, 1H, -NH-), 7,79 — 7,59 (m, 2H, Cretar(3, 5)-H), 7,10
(dd, J = 5,0, 3,7 Hz, 1H, Crear(4)-H), 4,48 (s, 2H, -NH2)

Hydrazyd kwasu pikolinowego

@)

oy NH2

I/N H

Wydajnosé: 65%

Re = 0,55 (toluen:aceton, 1:1, v/v)
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IH NMR: & (500 MHz, DMSO-ds): 9,87 (s, 1H, -NH-), 8,58 (dt, J = 4,8, 1,3 Hz, 1H, Chetar (6)-H),
8,07 — 7,87 (M, 2H, Criewnr(3, 4)-H), 7,63 — 7,44 (m, 1H, Crewn(5)-H), 4,54 (s, 2H, -NH>)

Hydrazyd kwasu nikotynowego

0]

oy NH2
| H
~

N
Wydajnosé: 79%
Rr = 0,18 (toluen:aceton, 1:1, v/v)
H NMR: 3+ (500 MHz, DMSO-ds): 10,04 (s, 1H, -NH-), 8,96 (d, J = 1,6 Hz, 1H, Chetar(2)-H), 8,66
(dd, J=4,8, 1,5 Hz, 1H, Chetar(6)-H), 8,19 — 8,12 (m, 1H, Cretar(4)-H), 7,50 — 7,41 (M, 1H, Chetar(5)-
H), 4,57 (s, 2H, -NH>)

Hydrazyd kwasu izonikotynowego, izoniazyd

)

N _NH,

| N
N =~
Wydajnosé: 82%
Re = 0,17 (toluen:aceton, 1:1, v/v)
H NMR: &+ (500 MHz, DMSO-de): 10,08 (s, 1H, -NH-), 8,68 (dd, J = 4,4, 1,6 Hz, 2H, CHetar(2, 6)-

H), 7,70 (dd, J = 4,4, 1,6 Hz, 2H, Crewnr(3, 5)-H), 4,57 (s, 2H, -NH>)

Metoda syntezy amidoksymoéow

2,55 g bezwodnego weglanu sodu (24,059 mmol, 1,25 eq) zawieszono w 12 mL 50%
etanolu w kolbie okragtodennej. Nastepnie, 2,00 g 2-cyjanopirydyny (19,210 mmol, 1,00 eq)
dodano do tej mieszaniny w jednej porcji. Uktad rozcieAczono 110 mL bezwodnego etanolu,
z nastepczym dodaniem 1,70 g chlorowodorku hydroksyloaminy (24,059 mmol, 1,25 eq). Kolbe
ogrzewano pod chtodnicg zwrotng, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, przez co najmniej
8 godzin (najlepiej przez calg noc, okoto 15 godzin). Pdézniej, mieszanine schtodzono do
temperatury pokojowej, odsgczono z resztek nieprzereagowanego weglanu sodu, i zatezono pod
zmniejszonym cisnieniem. Surowg mieszanine poddano ekstrakcji ciecz-ciecz z wykorzystaniem
octanu etylu i nasyconej solanki (lub uktadu octan etylu:metanol, 9:1 (v/v)). Faze organiczng
wysuszono nad weglanem magnezu, odsgczono, a nadmiar rozpuszczalnika odgoniono na
prézniowym, rotacyjnym aparacie wyparnym. Uzyskano produkt z 86% wydajnosci i uzyto
w nastepnym etapie bez dodatkowego oczyszczania. Wstepnej oceny czystosci dokonano przy

pomocy analizy 'H NMR oraz chromatografii cienkowarstwowej.
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Zestawienie wlasciwosci amidoksymow (N’-hydroksylowanych karboksyimidoamidéw)

N'-hydroksybenzenokarboksyimidoamid

.OH
N

|
NH,

Wydajnosé: 88%

Re = 0,66 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

IH NMR: 81 (500 MHz, DMSO-de): 9,63 (s, 1H, =N-OH), 7,72 — 7,60 (m, 2H, Car(2, 6)-H), 7,37 —
7,33 (M, 3H, Car(3, 4, 5)-H), 5,79 (s, 2H, -NH>)

N'-hydroksyfuran-2-ylokarboksyimidoamid
NH,

@)\\N/OH
\ |

Wydajnosé: 67%

Re = 0,40 (dichlorometan:aceton, 10:1, v/v)

IH NMR: 81 (400 MHz, DMSO-ds): 9,61 (s, 1H, =N-OH), 7,72 — 7,62 (m, 1H, Chenr(5)-H), 6,75
(dd, J = 3,4, 0,7 Hz, 1H, Chewr(3)-H), 6,52 (dd, J = 3,4, 1,8 Hz, 1H, Chetar(4)-H), 5,70 (s, 2H, -NH>)

N'-hydroksytiofen-2-ylokarboksyimidoamid
NH,

<Sj/k\N,OH
\ |

Wydajnosé: 57%

Re = 0,54 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

H NMR: du (400 MHz, DMSO-ds): 9,60 (s, 1H, =N-OH), 7,45 (ddd, J = 6,2, 4,4, 1,1 Hz, 2H,
Chewar(5, 3)-H), 7,04 (dd, J = 5,1, 3,6 Hz, 1H, Crenr(4)-H), 5,91 (bs, 2H, -NH2)

N'-hydroksypiryd-2-ylokarboksyimidoamid
g

N\
N = "OH
NH,

S

Wydajnosé: 86%

Re = 0,54 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

'H NMR: 31 (400 MHz, DMSO-ds): 9,92 (s, 1H, =N-OH), 8,56 (ddd, J = 4,9, 1,5, 1,0 Hz, 1H,
Chetar(6)-H), 7,87 (dt, J = 8,0, 1,1 Hz, 1H, Cretar(3)-H), 7,81 (td, J = 7,7, 1,7 Hz, 1H, Cretar(4)-H),
7,40 (ddd, 3 =7,2, 4,9, 1,3 Hz, 1H, Chetar(5)-H), 5,85 (bs, 2H, -NH3)
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N'-hydroksypiryd-3-ylokarboksyimidoamid

|
Non
NH,

=
Nx

Wydajnosé: 31%

Re = 0,23 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

'H NMR: &+ (400 MHz, DMSO-de): 9,86 (s, 1H, =N-OH), 8,87 (dd, J = 2,2, 0,7 Hz, 1H, Chear(2)-
H), 8,68 — 8,46 (M, 1H, Chewr(6)-H), 8,18 — 7,85 (M, 1H, Chetr(4)-H), 7,41 (ddd, J = 8,0, 4,8, 0,8
Hz, 1H, Cretar(5)-H), 5,99 (bs, 2H, -NH3)

N'-hydroksypiryd-4-ylokarboksyimidoamid

|
MNon
NH,

N/
A

Wydajnosé: 74%

Re = 0,32 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

IH NMR: 8 (400 MHz, DMSO-ds): 10,06 (s, 1H, =N-OH), 8,58 (dd, J = 4,6, 1,6 Hz, 2H, Cher(2,
6)-H), 7,65 (dd, J = 4,6, 1,6 Hz, 2H, Crewnr(3, 5)-H), 6,01 (s, 2H, -NH>)

Metoda syntezy pochodnych bioizosterycznych

Do wysuszonej w ptomieniu palnika, i przedmuchanej strumieniem argonu, kolby
okragtodennej dodano 200 mg MPA (0,624, 1,0 eq) oraz 89 mg hydrazydu kwasu
2-tiofenokarboksylowego (0,624 mmol, 1,0 eq). Substraty zawieszono w 5 mL suchego toluenu
(mozliwe jest dodanie niewielkiej ilosci suchego 1,4-dioksanu w celu polepszenia
rozpuszczalnosci) i nastepnie wkroplono 0,35 mL suchej trietyloaminy (d = 0,726 g-mL-%, 252,7
mg, 2,497 mmol, 4,0 eq). Po 30 min ciggtego mieszania, wkroplono 0,93 mL 50% roztworu
bezwodnika kwasu propanofosfonowego, T3P, w octanie etylu (d = 1,069 g-mL%, 496,6 mg, 1,561
mmol, 2,5 eq). Uklad mieszano przez 10 min w temperaturze pokojowej i nastepnie
przedmuchano strumieniem gazu obojetnego. Nastepnie, mieszanine doprowadzono do
temperatury wrzenia i ogrzewano pod chtodnicg zwrotna, w tazni olejowej, przez noc (okoto 15
godzin). Uktad byt zabezpieczony przed dostepem powietrza przy pomocy balonu z argonem.
Mieszanine dwufazowg schiodzono do temperatury pokojowej, rozciericzono 10 mL octanu etylu
i ekstrahowano nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu i nasycong solankg. Warstwe
organiczng wysuszono nad bezwodnym siarczanem sodu, odsgczono i zatezono na wyparce
prézniowej. Surowg mieszanine oczyszczano na kolumnie chromatograficznej w okreslonym
eluencie (tu: toluen:octan etylu, 3:1 (v/v)). Produkt, 1340X_Tien, otrzymano jako zoity proszek

z 59% wydajnosci. Jego czystosé/struktura zostata okreslona technikami NMR, MS oraz HPLC.
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Zestawienie wtasciwosci pochodnych 1,3,4-oksadiazolu (1340X)
(E)-7-hydroksy-5-metoksy-4-metylo-6-(3-metylo-5-(5-fenylo-1,3,4-oksadiazol-2-ylo)pent-2-en-1-
ylo)izobenzofuran-1(3H)-on (1340X_Ph)

Me
N-N MeO
/ \ O
@] =
Me oH ©O

Wydajnosé: 48%

Wyglad: biaty proszek

Eluent: eter naftowy:aceton, 3:1 (v/v)

Re = 0,47 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

H NMR: &+ (400 MHz, 0,10 M, DMSO-ds): 9,27 (bs, 1H, Ar-OH), 7,90 — 7,83 (m, 2H, Car(2, 6)-
H), 7,62 — 7,50 (m, 3H, Ca(3, 4, 5)-H), 5,21 (dd, J = 7,0, 5,9 Hz, 1H, >C=CH-), 5,13 (s, 2H, Ar-
CH20-), 3,57 (s, 3H, Ar-OCHz3), 3,25 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 3,03 (t, J = 7,4 Hz, 2H, HetAr-
CH2-), 2,46 (q, J = 7,2 Hz, 2H, -CH2-), 1,98 (s, 3H, Ar-CHs), 1,79 (s, 3H, -CHzs)

13C NMR: 8¢ (101 MHz, 0,10 M, DMSO-ds): 170,56 (-COO-), 166,77 (C(2)oksapiazoL), 164,13
(C(5)oksabiazoL), 162,84 (Car-OMe), 153,07 (Car-OH), 146,06 (Car-CH20-), 132,93 (>C=C(-CHa)-
), 132,06 (C(4)renvL), 129,68 (2C, C(3, 5)renvL), 126,57 (2C, C(2, 6)renvr), 124,71 (Car-CH2-CH=),
123,87 (C(1)renv), 122,43 (>C=C(-CHs)-), 116,25 (Car-CHs), 107,31 (Ca-COO-), 68,98 (Ar-
CH20-), 60,91 (Ar-OCHz), 36,04 (HetAr-CH2-CH2-), 23,89 (HetAr-CH>-CH2-), 22,84 (Ar-CH>-),
15,99 (=C(-CHs)-), 11,39 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C24H24N20s [M + H]*: 421,1758, zmierzone: 421,1753

Czystos¢: 100,00%; Rrxpc = 11,94 min

(E)-6-(5-(5-(furan-2-ylo)-1,3,4-oksadiazol-2-ylo)-3-metylopent-2-en-1-ylo)-7-hydroksy-5-
metoksy-4-metyloizobenzofuran-1(3H)-on (1340X_Fur)

Me
MeO
N-N e
e} (@] =
Me oH ©

Wydajnosé: 47%

Wyglad: zéttawy proszek

Eluent: toluen:octan etylu, 3:1 (v/v)

Rr = 0,74 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

H NMR: d4 (500 MHz, 0,02 M, DMSO-de): 9,30 (bs, 1H, Ar-OH), 8,06 — 7,92 (m, 1H, Cretar(5)-
H), 7,23 — 7,09 (m, 1H, Chetar(3)-H), 6,80 — 6,62 (m, 1H, Cretar(4)-H), 5,26 — 5,14 (m, 3H, >C=CH-
+ Ar-CH20-), 3,61 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,26 (d, J = 6,8 Hz, 2H, Ar-CHz-), 3,05 — 2,95 (m, 2H, HetAr-
CH>-), 2,45 — 2,37 (m, 2H, -CH>-), 2,03 (s, 3H, Ar-CHz), 1,79 (s, 3H, -CHs3)
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13C NMR: &¢ (101 MHz, 0,09 M, DMSO-de): 170,60 (-COO-), 166,10 (C(2)oksabiazor), 162,92 (Car-
OMe), 157,18 (C(5)oksapiazoL), 153,13 (Car-OH), 147,06 (C(2)Furan), 146,19 (Car-CH20-), 139,16
(C(5)ruran), 132,96 (>C=C(-CHs)-), 124,65 (Car-CH2-CH=), 122,50 (>C=C(-CHs)-), 116,31 (Car
CHs), 114,28 (C(3 lub 4)ruran), 112,86 (C(3 lub 4)ruran), 107,35 (Car-COO-), 69,04 (Ar-CH20-),
60,95 (Ar-OCHs), 36,00 (HetAr-CH2-CHz2-), 23,76 (HetAr-CH2-CHz-), 22,85 (Ar-CH2-), 16,05 (=C(-
CHa)-), 11,45 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C22H22N206 [M + Na]*: 433,1370, zmierzone: 433,1367

Czystos¢: 93,20%*; RtnpLc = 11,19 min

* — takg czysto$¢ osiggnieto po 5-krothym oczyszczaniu na kolumnie chromatograficznej;

zwigzek okazat sie niemozliwy do oczyszczenia powyzej domysinych 95% czystosci

(E)-7-hydroksy-5-metoksy-4-metylo-6-(3-metylo-5-(5-(tiofen-2-ylo)-1,3,4-oksadiazol-2-ylo)pent-
2-en-1-ylo)izobenzofuran-1(3H)-on (1340X_Tien)

Me
MeO
N-N e
IS O =
Me oH ©

Wydajnosé: 59%

Wyglad: zétty proszek

Eluent: toluen:octan etylu, 2:1 (v/v)

Re = 0,76 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

'H NMR: &1 (400 MHz, 0,10 M, DMSO-ds): 9,27 (bs, 1H, Ar-OH), 7,88 (dd, J = 5,0, 1,2 Hz, 1H,
Chetar(3)-H), 7,64 (dd, J = 3,7, 1,2 Hz, 1H, Crew(5)-H), 7,21 (dd, J = 5,0, 3,7 Hz, 1H, Crew(4)-H),
5,25-5,13 (m, 3H, >C=CH- + Ar-CH20-), 3,58 (s, 3H, Ar-OCHz), 3,26 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CHo-
), 3,00 (t, J = 7,4 Hz, 2H, HetAr-CHz-), 2,42 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CHz-), 2,01 (s, 3H, Ar-CHa), 1,78
(s, 3H, -CHs)

13C NMR: &¢ (101 MHz, 0,10 M, DMSO-ds): 170,57 (-CO0-), 166,21 (C(2)oksapiazoL), 162,85 (Car-
OMe), 160,46 (C(5)oksapiazoL), 153,08 (Car-OH), 146,11 (Car-CH20-), 132,89 (>C=C(-CHsa)-),
131,43 (C(2)Tioren), 130,03 (C(5)Tioren), 128,95 (C(3 lub 4)tioren), 124,86 (C(3 lub 4)Tioren),
124,72 (Car-CH2-CH=), 122,44 (>C=C(-CHs)-), 116,30 (Car-CHs), 107,33 (Car-COO-), 69,03 (Ar-
CH20-), 60,92 (Ar-OCHs), 36,01 (HetAr-CHo-CHz-), 23,79 (HetAr-CHa-CHz-), 22,85 (Ar-CHa-),
16,01 (=C(-CHs)-), 11,43 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C22H22N205S1 [M + H]*: 427,1322, zmierzone: 427,1321
Czystos¢: 98,50%; RtHpic = 11,53 min
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(E)-7-hydroksy-5-metoksy-4-metylo-6-(3-metylo-5-(5-(piryd-2-ylo)-1,3,4-oksadiazol-2-ylo)pent-2-
en-1-ylo)izobenzofuran-1(3H)-on (1340X_2-Py)

Me
N-N MeO
Me oH ©O

Wydajnosé: 16%

Wyglad: zétty proszek

Eluent: toluen:octan etylu, 3:1 (v/v)

Re = 0,74 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

'H NMR: &+ (400 MHz, 0,09 M, DMSO-de): 9,26 (bs, 1H, Ar-OH), 8,70 (ddd, J = 21,5, 11,2, 3,0
Hz, 1H, Chetar(6)-H), 8,08 — 7,97 (m, 2H, Cretar(3, 4)-H), 7,60 (ddd, J = 7,2, 4,8, 1,5 Hz, 1H,
Chetar(5)-H), 5,23 — 5,14 (m, 3H, >C=CH- + Ar-CH20-), 3,59 (s, 3H, Ar-OCHgs), 3,25 (d, J = 6,8 Hz,
2H, Ar-CH2-), 3,06 (t, J = 7,5 Hz, 2H, HetAr-CHz-), 2,45 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CH2-), 1,99 (s, 3H, Ar-
CHs3), 1,79 (s, 3H, -CHg)

13C NMR: 8¢ (101 MHz, 0,09 M, DMSO-ds): 170,56 (-COO-), 167,65 (C(2)oksapiazoL), 163,82
(C(5)oksapiazoL), 162,90 (Car-OMe), 153,15 (Car-OH), 150,58 (C(6)rirypYNA), 146,10 (Car-CH20-),
143,29 (C(2)rirypYNA), 138,16 (C(4)rIrYDYNA), 132,95 (>C=C(-CH3)-), 126,57 (C(3 lub 5)riryDYNA),
124,69 (Car-CH2-CH=), 122,96 (C(3 lub 5)pirvbyna), 122,46 (>C=C(-CHs)-), 116,24 (Car-CHs),
107,28 (Car-COO-), 69,00 (Ar-CH20-), 60,95 (Ar-OCHgs), 36,05 (HetAr-CH2-CH>-), 24,02 (HetAr-
CH2>-CH>-), 22,85 (Ar-CH>-), 16,06 (=C(-CHa)-), 11,43 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C23H23N3Os[M+H]*: 422,1710, zmierzone: 422,1708

Czystos¢: 97,50%; Rt npic = 10,19 min

(E)-7-hydroksy-5-metoksy-4-metylo-6-(3-metylo-5-(5-(piryd-3-ylo)-1,3,4-oksadiazol-2-ylo)pent-2-
en-1-ylo)izobenzofuran-1(3H)-on (1340X_3-Py)

Me
N\N MeQO
_ 0 =
N
Me oH ©

Wydajnosé: 31%

Wyglad: zétty olej

Eluent: eter naftowy:aceton, 2:1 (v/v)

Rr = 0,47 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

H NMR: &+ (500 MHz, 0,03 M, DMSO-dg): 9,42 — 9,07 (bs, 1H, Ar-OH), 9,01 (dd, J = 2,1, 0,7 Hz,
1H, Cretar(2)-H), 8,78 (ddd, J = 13,5, 4,8, 1,6 Hz, 1H, Chetar(6)-H), 8,26 — 8,16 (m, 1H, Chetar(4)-
H), 7,62 — 7,50 (M, 1H, Chetar(5)-H), 5,21 (dd, J = 7,1, 6,0 Hz, 1H, >C=CH-), 5,14 (s, 2H, Ar-CH-0-
), 3,58 (s, 3H, Ar-OCHg), 3,25 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH2-), 3,05 (t, J = 7,4 Hz, 2H, HetAr-CH>-),
2,46 (t, J = 7,3 Hz, 2H, -CH2-), 1,98 (d, J = 8,3 Hz, 3H, Ar-CHz), 1,79 (s, 3H, -CHa)
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13C NMR: 8¢ (101 MHz, 0,11 M, DMSO-ds): 170,51 (-COO-), 167,25 (C(2)oksaiazoL), 162,82 (Car-
OMe), 162,35 (C(5)oksapiazoL), 153,06 (Car-OH), 152,66 (C(6)rirypYNA), 147,24 (C(2)PIRYDYNA),
146,04 (Car-CH20-), 134,13 (C(4)riryDYNA), 132,84 (>C=C(-CHa3)-), 124,79 (C(3 lub 5)riryDYNA),
124,65 (Ca-CH2-CH=), 122,41 (>C=C(-CHa)-), 120,35 (C(3 lub 5)pirvovna), 116,24 (Ca-CHs),
107,28 (Ca-COO-), 68,98 (Ar-CH20-), 60,91 (Ar-OCHs), 36,00 (HetAr-CH,-CHa-), 23,87 (HetAr-
CH2-CHz-), 22,83 (Ar-CHz-), 15,95 (=C(-CHa)-), 11,39 (Ar-CHa)

HRMS (m/z) obliczone dla C23H23N30s [M + H]*: 422,1710, zmierzone: 422,1710

Czystos¢: 98,90%; Rt npLc = 10,35 min

(E)-7-hydroksy-5-metoksy-4-metylo-6-(3-metylo-5-(5-(piryd-4-ylo)-1,3,4-oksadiazol-2-ylo)pent-2-
en-1-ylo)izobenzofuran-1(3H)-on (1340X_4-Py)

Me
N-N MeO
N/ A\ 7\ e}
i (@) =
Me oH ©O

Wydajnosé: 87%

Wyglad: bezowy proszek

Eluent: toluen:octan etylu, 1:1 (v/v)

Re = 0,81 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

'H NMR: d+ (400 MHz, 0,11 M, DMSO-de): 9,25 (bs, 1H, Ar-OH), 8,76 (dd, J = 4,5, 1,6 Hz, 2H,
Chetar(2, 6)-H), 7,78 (dd, J = 4,5, 1,6 Hz, 2H, Chetar(3, 5)-H), 5,24 — 5,16 (m, 1H, >C=CH-), 5,13
(s, 2H, Ar-CH20-), 3,57 (s, 3H, Ar-OCHg), 3,24 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 3,07 (t, J = 7,4 Hz,
2H, HetAr-CHz-), 2,46 (t, J = 7,3 Hz, 2H, -CH2-), 1,97 (s, 3H, Ar-CHs), 1,79 (s, 3H, -CHa)

13C NMR: 8¢ (101 MHz, 0,11 M, DMSO-ds): 170,49 (-COO-), 167,82 (C(2)oksapiazoL), 162,82 (Car-
OMe), 162,65 (C(5)oksabiazoL), 153,06 (Car-OH), 151,25 (2C, C(2, 6)rirypYNA), 146,02 (CAr-CH20-
), 132,81 (>C=C(-CHs)-), 130,80 (C(4)rirvDYNA), 124,82 (Car-CH2-CH=), 122,41 (>C=C(-CHs3)-),
120,22 (2C, C(3, 5)rirypyna), 116,24 (Car-CH3), 107,29 (Car-COO-), 68,97 (Ar-CH20-), 60,91 (Ar-
OCHzs), 35,94 (HetAr-CH2-CH>-), 23,92 (HetAr-CHz-CH>-), 22,83 (Ar-CH2-), 15,94 (=C(-CHa)-),
11,38 (Ar-CHa)

HRMS (m/z) obliczone dla C23H23N30s [M + H]*: 422,1710, zmierzone: 422,1710

Czystosé¢: 99,10%; Rt npLc = 10,08 min
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Zestawienie wtasciwosci pochodnych 1,2,4-oksadiazolu (1240X)
(E)-7-hydroksy-5-metoksy-4-metylo-6-(3-metylo-5-(3-fenylo-1,2,4-oksadiazol-5-ylo)pent-2-en-1-
ylo)izobenzofuran-1(3H)-on (1240X_Ph)

Me
MeO
N—
y Q 0
N" =
Me oH O

Wydajnosé: 25%

Wyglad: kremowy proszek

Eluent: dichlorometan

Re = 0,85 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

H NMR: &+ (400 MHz, 0,10 M, DMSO-de): 9,29 (bs, 1H, Ar-OH), 7,95 — 7,85 (m, 2H, Car(2, 6)-
H), 7,63 — 7,46 (m, 3H, Car(3, 4, 5)-H), 5,19 (t, J = 6,6 Hz, 1H, >C=CH-), 5,13 (s, 2H, Ar-CH20-),
3,60 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,27 (d, J = 6,8 Hz, 2H, Ar-CHy-), 3,08 (t, J = 7,4 Hz, 2H, HetAr-CH>-),
2,47 (t,J=7,4 Hz, 2H, -CH>-), 1,98 (s, 3H, Ar-CHz), 1,78 (d, J = 14,1 Hz, 3H, -CH3)

13C NMR: 8¢ (101 MHz, 0,10 M, DMSO-ds): 180,23 (C(5)oksapiazoL), 170,56 (-COO-), 167,72
(C(3)oksabiazoL), 162,87 (Car-OMe), 153,09 (Car-OH), 146,11 (Car-CH20-), 132,78 (>C=C(-CHa)-
), 131,79 (C(6)renvL), 129,56 (2C, C(3, 5)renvi), 127,24 (2C, C(2, 6)renvr), 126,73 (C(1)renyL),
124,63 (Car-CH2-CH=), 122,48 (>C=C(-CHs)-), 116,27 (Car-CHs), 107,31 (Car-COO-), 68,99 (Ar-
CH20-), 60,91 (Ar-OCHg), 35,99 (HetAr-CH2-CH2-), 25,11 (HetAr-CH>-CH>-), 22,86 (Ar-CH>-),
16,15 (=C(-CHs)-), 11,40 (Ar-CHa)

HRMS (m/z) obliczone dla C24H24N20s [M—H]~: 421,1758, zmierzone: 421,1757

Czystos¢: 95,20%; Rt rpic = 13,29 min

(E)-6-(5-(3-(furan-2-ylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ylo)-3-metylopent-2-en-1-ylo)-7-hydroksy-5-
metoksy-4-metyloizobenzofuran-1(3H)-on (1240X_Fur)

Me
MeO
N-
\_v 9 0
W/
e} N =
Me oH ©O

Wydajnosé: 43%

Wyglad: zéttawy proszek

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 3:1 (v/v)

Rr = 0,78 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

H NMR: d+ (500 MHz, 0,03 M, DMSO-dg): 9,31 (bs, 1H, Ar-OH), 7,96 (dd, J = 1,8, 0,7 Hz, 1H,
Crewar(5)-H), 7,12 (dd, J = 3,5, 0,7 Hz, 1H, Creta(3)-H), 6,72 (dd, J = 3,5, 1,8 Hz, 1H, Cretar(4)-H),
5,23 -5,14 (m, 3H, >C=CH- + Ar-CH20-), 3,62 (s, 3H, Ar-OCHs), 3,27 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-
), 3,06 (t, J = 7,5 Hz, 2H, HetAr-CH>-), 2,44 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CH>-), 2,02 (s, 3H, Ar-CHz), 1,78
(d, J =6,7 Hz, 3H, -CHz)

291




13C NMR: &¢ (101 MHz, 0,11 M, DMSO-dg): 180,12 (C(5)oksapiazoL), 170,58 (-COO0-), 162,91 (Car
OMe), 160,79 (C(3)oksabiazoL), 153,12 (Car-OH), 146,68 (C(2)Furan), 146,18 (Ca-CH20-), 142,05
(C(5)Furan), 132,81 (>C=C(-CHz3)-), 124,58 (Car-CH2-CH=), 122,53 (d, J = 6,4 Hz, (>C=C(-CH?3)-),
116,30 (Car-CHz), 114,42 (C(3 lub 4)ruran), 112,60 (C(3 lub 4)ruran), 107,34 (Car-COO-), 69,03
(Ar-CH20-), 60,94 (Ar-OCHps), 35,93 (HetAr-CH2-CHz-), 25,00 (HetAr-CH2-CHz-), 22,85 (Ar-CH2-
), 16,14 (=C(-CHs)-), 11,44 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C22H22N206 [M + H]*: 411,1551, zmierzone: 411,1546

Czystos¢: 97,60%; Rt npLc = 12,07 min

(E)-7-hydroksy-5-metoksy-4-metylo-6-(3-metylo-5-(3-(tiofen-2-ylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ylo)pent-
2-en-1-ylo)izobenzofuran-1(3H)-on (1240X_Tien)

Me
MeO
N-o
S N =
Me oH ©

Wydajnosé: 24%

Wyglad: brgzowy proszek

Eluent: dichlorometan

Re = 0,79 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

H NMR: &+ (400 MHz, 0,04 M, DMSO-de): 9,29 (bs, 1H, Ar-OH), 7,85 (dd, J = 5,0, 1,2 Hz, 1H,
Chetar(3)-H), 7,68 (dd, J = 3,7, 1,2 Hz, 1H, Chetar(5)-H), 7,23 (dd, J = 5,0, 3,7 Hz, 1H, Chetar(4)-H),
5,18 (d, J = 8,7 Hz, 3H, >C=CH- + Ar-CH20-), 3,61 (s, 3H, Ar-OCHg), 3,27 (d, J = 6,9 Hz, 2H, Ar-
CH2-), 3,06 (t, J = 7,5 Hz, 2H, HetAr-CHz-), 2,44 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CH>-), 2,00 (s, 3H, Ar-CHs),
1,79 (s, 3H, -CHs)

13C NMR: &8¢ (101 MHz, 0,10 M, DMSO-ds): 6 180,12 (C(5)oksabiazoL), 170,58 (-COO-), 162,91
(Car-OMe), 160,79 (C(3)oksapiazoL), 153,12 (Car-OH), 146,68 (C(5)Tioren), 146,18 (Car-CH20-),
142,05 (C(2)ioren), 132,81 (>C=C(-CHs3)-), 124,58 (Car-CH2-CH=), 122,50 (>C=C(-CHz3)-), 116,30
(Car-CHa), 114,42 (C(3 lub 4)Tioren), 112,60 (C(3 lub 4)tioren), 107,34 (Car-COO-), 69,03 (Ar-
CH20-), 60,94 (Ar-OCHs), 35,93 (HetAr-CH2-CH>-), 25,00 (HetAr-CH2-CH2-), 22,85 (Ar-CHz>-),
16,14 (=C(-CHs)-), 11,44 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C22H22N205S1 [M + Na]*: 449,1142, zmierzone: 449,1141

Czystos¢: 97,60%; RtHpic = 12,75 min
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(E)-7-hydroksy-5-metoksy-4-metylo-6-(3-metylo-5-(3-(piryd-2-ylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ylo)pent-2-
en-1-ylo)izobenzofuran-1(3H)-on (1240X_2-Py)

Me
MeO
N-o
7N

=N N =
Me oH ©

\
@)

Wydajnosé: 28%

Wyglad: pomaranczowy proszek

Eluent: eter naftowy:aceton, 3:1 (v/v)

Re = 0,69 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

IH NMR: 8+ (500 MHz, 0,03 M, DMSO-ds): 9,33 (bs, 1H, Ar-OH), 8,72 (t, J = 8,1 Hz, 1H, Cretar(3)-
H), 7,96 (ddd, J = 12,2, 9,2, 4,5 Hz, 2H, Chetar(3, 4)-H), 7,60 — 7,53 (m, 1H, Chetar(5)-H), 5,18 —
5,12 (m, 3H, >C=CH- + Ar-CH20-), 3,58 (s, 3H, Ar-OCHz3), 3,28 — 3,20 (m, 2H, Ar-CH>-), 3,08 (t,
J=7,5Hz, 2H, HetAr-CHz-), 2,45 (t, J = 7,5 Hz, 2H, -CH>-), 1,96 (s, 3H, Ar-CHz), 1,78 (s, 3H, -
CHa)

13C NMR: &c (101 MHz, 0,09 M, DMSO-dg): 180,57 (C(5)oksabiazoL), 170,65 (-COO-), 167,86
(C(3)oksapiazoL), 162,90 (Car-OMe), 153,55 (Car-OH), 150,65 (C(6)rirypYNA), 146,25 (C(2)PIRYDYNA),
146,13 (Car-CH20-), 138,00 (C(4)riryDYNA), 132,76 (>C=C(-CHz3)-), 126,37 (C(3)rirYDYNA), 124,68
(Car-CH2-CH=), 123,53 (C(5)rIrYDYNA), 122,53 (>C=C(-CHas)-), 115,95 (Car-CHs), 107,28 (Car
COO0-), 68,96 (Ar-CH20-), 60,92 (Ar-OCHs), 35,98 (HetAr-CH2-CH>-), 25,15 (HetAr-CH2-CHz-),
22,87 (Ar-CH2-), 16,16 (=C(-CHs)-), 11,41 (Ar-CHa)

HRMS (m/z) obliczone dla C23H23N3Os [M + H]*: 422,1710, zmierzone: 422,1708

Czystos¢: 99,40%; Rt rpic = 11,69 min

(E)-7-hydroksy-5-metoksy-4-metylo-6-(3-metylo-5-(3-(piryd-3-ylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ylo)pent-2-
en-1-ylo)izobenzofuran-1(3H)-on (1240X_3-Py)

Me
-0 MeO
) N~ 0
_ N =
N
Me oH ©O

Wydajnosé: 28%

Wyglad: zétte, niskotopliwe ciato state

Eluent: eter naftowy:aceton, 2:1 (v/v)

Rr = 0,62 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

H NMR: 8H (400 MHz, 0,12 M, DMSO-ds): 9,29 (bs, 1H, Ar-OH), 9,01 (d, J = 1,5 Hz, 1H, Chetar(3)-
H), 8,76 (dd, J = 4,8, 1,6 Hz, 1H, Chetar(6)-H), 8,28 — 8,18 (m, 1H, Cretar(4)-H), 7,63 — 7,51 (m,
1H, Chetar(5)-H), 5,21 — 5,11 (m, 3H, >C=CH- + Ar-CH20-), 3,60 (s, 3H, Ar-OCHs3), 3,26 (d, J =
6,8 Hz, 2H, Ar-CH>-), 3,17 — 3,04 (m, 2H, HetAr-CHz-), 2,47 (t, J = 7,4 Hz, 2H, -CH>-), 1,97 (s,
3H, Ar-CHa), 1,80 (s, 3H, -CHs)
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13C NMR: 8¢ (101 MHz, 0,12 M, DMSO-ds): 180,68 (C(5)oksapiazoL), 170,53 (-COO-), 165,97
(C(3)oksapiazoL), 162,85 (Ca-OMe), 153,08 (Car-OH), 152,59 (C(2)rirypYNA), 147,93 (C(6)PIRYDYNA),
146,08 (Car-CH20-), 134,78 (C(4)rirypYna), 132,65 (>C=C(-CHz3)-), 125,76 (C(3)riryDYNA), 124,69
(Ca-CH2-CH=), 122,92 (C(5)pirvovna), 122,46 (>C=C(-CHa)-), 116,25 (Ca-CHs), 107,28 (Car-
COO-), 68,99 (Ar-CH20-), 60,90 (Ar-OCHs), 35,97 (HetAr-CHz-CHz-), 25,08 (HetAr-CHz-CHz-),
22,86 (Ar-CHz-), 16,11 (=C(-CHs)-), 11,38 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C23H23N30s [M + H]*: 422,1710, zmierzone: 422,1703

Czystos¢: 99,40%; Rt npic = 11,93 min

(E)-7-hydroksy-5-metoksy-4-metylo-6-(3-metylo-5-(3-(piryd-4-ylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ylo)pent-2-
en-1-ylo)izobenzofuran-1(3H)-on (1240X_4-Py)

Me
MeO
N-
N/ A\ y Q 0
_ N =
Me oH ©O

Wydajnosé: 22%

Wyglad: kremowy proszek

Eluent: eter naftowy:aceton, 3:1 (v/v)

Re = 0,57 (toluen:aceton, 1:1, v/v)

'H NMR: &+ (500 MHz, 0,10 M, DMSO-de): 9,30 (bs, 1H, Ar-OH), 8,74 (d, J = 5,9 Hz, 2H, Cretar(2,
6)-H), 7,78 (dd, J = 4,5, 1,5 Hz, 2H, Chewr(3, 5)-H), 5,14 (t, J = 6,6 Hz, 1H, >C=CH-), 5,09 (s, 2H,
Ar-CH20-), 3,57 (s, 3H, Ar-OCHj3), 3,22 (d, J =6,9 Hz, 2H, Ar-CH>-), 3,10 (t, J = 7,4 Hz, 2H, HetAr-
CH2-), 2,44 (t, J = 7,3 Hz, 2H, -CH>-), 1,94 (s, 3H, Ar-CHg), 1,77 (s, 3H, -CH3)

13C NMR: 8¢ (126 MHz, 0,10 M, DMSO-ds): 181,07 (C(5)oksapiazoL), 170,48 (-COO-), 166,36
(C(3)oksabiazoL), 162,80 (Car-OMe), 153,04 (Car-OH), 151,19 (2C, C(2, 6)riryDYNA), 146,02 (Car
CH20-), 133,87 (C(4)rirvDYNA), 132,61 (>C=C(-CHs3)-), 124,69 (Car-CH2-CH=), 122,43 (>C=C(-
CHs)-), 121,14 (2C, C(3, 5)rirypyna), 116,21 (Car-CHs), 107,25 (Car-COO-), 68,94 (Ar-CH20-),
60,88 (Ar-OCHs), 35,91 (HetAr-CH2-CHz2-), 25,09 (HetAr-CH2-CHz-), 22,82 (Ar-CH2-), 16,09 (=C(-
CHa)-), 11,36 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C23H23N30s [M + H]*: 422,1710, zmierzone: 422,1704

Czystosé¢: 99,30%; Rt rpic = 11,87 min

Metoda syntezy kwasu hydroksamowego MPA (MPA-CO-NH-OH)

Do kolby okragtodennej wysuszonej w ptomieniu palnika i przedmuchanej strumieniem
argonu, wprowadzono 100 mg MPA (0,312 mmol, 1,0 eq) i zawieszono go w 5 mL suchego
acetonitrylu. Nastepnie, w jednej porcji, dodano 57 mg HOBt-H20 (0,375 mmol, 1,2 eq) i 120 mg
TBTU (0,375 mmol, 1,2 eq). Po 10 min silnego mieszania, wkroplono 110 pyL DIPEA (d = 0,742
g-mL?, 0,624 mmol, 2,0 eq). Mieszano przez noc (okoto 15 godzin), w temperaturze pokojowej,
w atmosferze gazu obojetnego, w celu uzyskania produktu aktywacji grupy karboksylowej. Po

tym czasie, w osobnym naczyniu, zawieszono 44 mg chlorowodorku hydroksyloaminy (0,624
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mmol, 2,0 eq) w 1 mL suchego acetonitrylu, a nastepnie, wkroplono do niej 110 uL DIPEA
(d = 0,742 g'mL%, 0,624 mmol, 2,0 eq). Zawiesine z drugiego naczynia wkroplono przy pomocy
pipety Pasteura do ukfadu zawierajgcego aktywng forme MPA, po uprzednim schtodzeniu go do
0°C przy pomocy fazni lodowej. Gesta zawiesina byta silnie mieszana w temperaturze pokojowej
przez kolejng noc (okoto 15 godzin) i nastepnie rozcienczona 10 mL octanu etylu i 10 mL wody
destylowanej. Warstwe organiczng zachowano i ekstrahowano trzema porcjami po 5 mL octanu
etylu i trzema porcjami po 5 mL dichlorometanu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 1 M
roztworem kwasu solnego i hasycong solankg. Faze organiczng wysuszono znad bezwodnego
siarczanu sodu, odsgczono srodek suszgcy i nastepnie zatezono pod zmniejszonym ciSnieniem.
Surowy produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej w uktadach: toluen:aceton, 2:1
(viv), i eter naftowy.aceton, 2:1 (v/v). Kwas hydroksamowy MPA uzyskano jako zoftawe,
niskotopliwe ciato state o konsystencji smaru, z 33% wydajnosci. Jego czystosé/strukture
potwierdzono stosujgc techniki NMR, MS i HPLC.

Zestawienie wtasciwosci kwasu hydroksamowego MPA (MPA-CO-NH-OH)
(E)-N-hydroksy-6-(4-hydroksy-6-metoksy-7-metylo-3-okso-1,3-dihydroizobenzofuran-5-ylo)-4-
metyloheks-4-enamid (MPA-CO-NH-OH)

Me
OMe
0]
X

O OH Me

Iz

Wydajnosé: 33%

Wyglad: zéttawe ciato state o konsystencji smaru

Eluent: toluene:aceton, 2:1 (v/v)

Re = 0,34 (eter naftowy:aceton, 1:1, v/v)

H NMR: 8K (500 MHz, 0,03 M, DMSO-de): 10,29 (s, 1H, -CO-NH-), 9,37 (s, 1H, Ar-OH), 8,65 (s,
1H, >N-OH), 5,22 (s, 2H, Ar-CH20-), 5,09 (t, J = 6,3 Hz, 1H, -CH=C<), 3,67 (s, 3H, -OCHs), 3,27
(d, J = 6,5 Hz, 2H, Ar-CH2-), 2,15 — 2,08 (m, 2H, -CH2-CH>-CO-), 2,06 (s, 3H, Ar-CHz), 2,01 —
1,94 (m, 2H, -CH2-CH2-CO-), 1,71 (s, 3H, =(C-CHs)-)

13C NMR: 8¢ (126 MHz, 0,12 M, DMSO-dg): 170,56 (-COOCH?2-), 169,07 (-CH2-CO-NH-), 162,99
(Car-OMe), 153,12 (Car-OH), 146,24 (Car-CH20-), 134,30 (>C=C(-CHs3)-), 123,09 (Car-CH2-CH=),
122,84 (>C=C(-CHas)-), 116,40 (Car-CHs), 107,39 (Ca-COO-), 69,04 (Ar-CH-0O-), 61,08 (Ar-
OCHs), 35,39 (-CH2-CH2-CO-NH-), 31,60 (-CH2-CH2-CO-NH-), 22,86 (Ar-CH>-), 16,39 (=C(-CHg)-
), 11,49 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C17H21N106 [M + Na]*: 358,1261, zmierzone: 358,1247

Czystos¢: 98,00%; Rt HpLc = 8,54 min

Bezposrednia metoda syntezy hydrazydu MPA (MPA-CO-NH-NH>)

W kolbie okragtodennej, zaopatrzonej w mieszadto magnetyczne, zawieszono 100 mg
MPA (0,312 mmol, 1,0 eq) w 4 mL suchego acetonitrylu (kilka kropel suchego DMF moze
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wspoméc rozpuszczanie). Nastepnie, wkroplono 13 pL hydratu hydrazyny (c = 80%, d = 1,02
g-mL?, 0,312 mmol, 1,0 eq), a w dalszej kolejnosci — 109 uL DIPEA (d = 0,742 g-mL-%, 0,624
mmol, 2,0 eq). Ukfad schtodzono do 0°C przy pomocy tazni lodowej, a pézniej dodano 48 mg
HOBt-H20 (0,312 mmol, 1,0 eq) i 102 mg TBTU (0,312 mmol, 1,0 eq) w jednej porcji. Zawiesina
byta silnie mieszana przez noc (okoto 15 godzin) w temperaturze pokojowej i w atmosferze gazu
obojetnego. Nastepnie, rozcienczono jg 10 mL octanu etylu i ekstrahowano 1 M roztworem
weglanu sodu i nasycong solankg. Warstwe organiczng wysuszono bezwodnym siarczanem
sodu, srodek suszgcy odsgczono, i rozpuszczalnik odgoniono pod zmniejszonym cisnieniem.
Produkt otrzymano jako biaty proszek z 71% wydajnoscig. Jego struktura oraz czysto$¢ zostaty

okreslone w dalszej czesci opracowania.

Niebezposrednia metoda syntezy hydrazydu MPA (MPA-CO-NH-NH>)
Synteza chronionego hydrazydu MPA (MPA-CO-NH-NHBoc)

Do wysuszonej w ptomieniu palnika i przedmuchanej strumieniem argonu kolby
okragtodennej wprowadzono 200 mg MPA (0,624 mmol, 1,00 eq) i 86 mg karbazanu t-butylu*
(P = 98%, 0,637 mmol, 1,02 eq). Substraty rozpuszczono w 6 mL suchego dichlorometanu.
Nastepnie, dodano 124 mg EDC-HCI (0,643 mmol, 1,03 eq), w jednej porcji. Uklad mieszano
w temperaturze pokojowej przez noc (okoto 15 godzin), w atmosferze gazu obojetnego. Po tym
czasie, roztwor rozcienczono 10 mL chlorku metylenu, warstwe organiczng odmyto nasyconym
roztworem wodoroweglanu sodu i nasycong solankg. Faze organiczng wysuszono nad
bezwodnym siarczanem magnezu, srodek suszacy odsaczono, i zatezono pod zmniejszonym
cisnieniem. Mieszanine oczyszczano na kolumnie chromatograficznej z wykorzystaniem eluentu
skfadajgcego sie z eteru naftowego:acetonu, jak 3:1 (v/v). Produkt otrzymano w postaci szklistych
krysztatow z 75% wydajnoscig. Jego czystosC i strukture potwierdzono na podstawie technik
NMR i MS.

* — jest to nazwa handlowa produktu; bardziej wilasciwa nazwa to:

N-(t-butyloksykarbonylo)hydrazyna

Zestawienie wtasciwosci chronionego hydrazydu MPA (MPA-CO-NH-NHBoc)
(E)-2-(6-(4-hydroksy-6-metoksy-7-metylo-3-okso-1,3-dihydroizobenzofuran-5-ylo)-4-metyloheks-
4-enoilo)hydrazynokarboksylan t-butylu (MPA-CO-NH-NH-Boc)

Me

OMe
0 H
N

o)
X N/ \n/ j<
o OH Me H o

Wydajnosé: 75%
Wyglad: szkliste krysztaty
Eluent: eter naftowy:aceton, 3:1 (v/v)

Re = 0,69 (eter naftowy:aceton, 1:1, v/v)
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H NMR: 8+ (500 MHz, 0,12 M, DMSO-de): 9,41 (s, 1H, -CO-NH-), 9,36 (bs, 1H, Ar-OH), 8,63 (s,
1H, -CO-NH-), 5,22 (s, 2H, Ar-CH20-), 5,11 (t, J = 6,7 Hz, 1H, -CH=C<), 3,67 (d, J = 6,1 Hz, 3H,
-OCHg), 3,28 (d, J = 6,8 Hz, 2H, Ar-CHz-), 2,16 — 2,04 (m, 7H, -CH2-CH2- + Ar-CH3), 1,71 (d, J =
7,8 Hz, 3H, =(C-CHs)-), 1,34 (d, J = 16,3 Hz, 9H, -C(CHs3)3)

13C NMR: &c¢ (126 MHz, 0,12 M, DMSO-dg): 171,82 (-CH2-CO-NH-), 170,56 (-COOCH2-), 163,00
(Car-OMe), 155,66 (-NH-COO-t-Bu), 153,14 (Car-OH), 146,24 (Car-CH20-), 134,31 (>C=C(-CH3)-
), 123,07 (Car-CH2-CH=), 122,83 (>C=C(-CHz3)-), 116,39 (Car-CHs3), 107,40 (Car-COO-), 79,39 (-
C(CHs)3), 69,04 (Ar-CH20-), 61,09 (Ar-OCHs), 35,08 (-CH2-CH2-CO-NH-), 32,53 (-CH2-CH2-CO-
NH-), 28,40 (d, J = 19,8 Hz, 3C, -C(CHa)z3), 22,86 (Ar-CH>-), 16,44 (=C(-CH?3)-), 11,50 (Ar-CHz3)
HRMS (m/z) obliczone dla C22H30N207 [M + H]*: 435,2126, zmierzone: 435,2136

Usuwanie grupy ochronnej Boc z chronionego hydrazydu MPA

W kolbie okrggtodennej rozpuszczono 559 mg chronionego hydrazydu MPA (1,269
mmol, 1,0 eq) w 10 mL suchego dichlorometanu. Roztwor schtodzono do 0°C, a nastepnie
wkraplano 0,972 mL kwasu trifluorooctowego (TFA) (d = 1,489 g-mL%, 12,692 mmol, 10,0 eq)
przez 15 minut. Gdy ukfad osiggngt ponownie temperature otoczenia, kolbe mieszano przy
pomocy mieszadta magnetycznego przez dodatkowe 3 godziny i 45 min, kontrolujgc postep
reakcji przy pomocy TLC. Po tym czasie, nadmiar rozpuszczalnika odgoniono, a oleistg
pozostatos¢ przedmuchano strumieniem gazu obojetnego (w celu doktadniejszego odgonienia
TFA mozliwe jest wspotodparowywanie go z wysokowrzgcym rozpuszczalnikiem, np. toluenem).
Mieszanine ponownie rozpuszczono w chlorku metylenu, roztwér schtodzono w tazni lodowej,
a nastepnie wkraplano nasyconym roztworem wodoroweglanu sodu. Faze organiczng odmywano
nasycong solankg, oddzielono od warstwy wodnej, wysuszono nad bezwodnym siarczanem
sodu, srodek suszacy odsgczono, a rozpuszczalnik odgoniono na wyparce prézniowej. Surowy
produkt oczyszczano na kolumnie chromatograficznej w uktadach: toluen:octan etylu, 1:1 (v/v),
oraz dichlorometan:metanol, 50:1 (v/v). Produkt otrzymano jako biaty proszek z 28%

wydajnoscig. Jego czystos¢ oraz strukture potwierdzono przy uzyciu technik NMR, MS i HPLC.

Zestawienie wiasciwosci hydrazydu MPA (MPA-CO-NH-NHy)
(E)-6-(4-hydroksy-6-metoksy-7-metylo-3-okso-1,3-dihydroizobenzofuran-5-ylo)-4-metyloheks-4-
enohydrazyd (MPA-CO-NH-NH>)

Me
OMe
(0]

N _NH,

O OH Me

Iz

Wydajnosé: 28%
Wyglad: biaty proszek
Eluent: toluen:octan etylu, 1:1 (v/v), oraz dichlorometan:metanol, 50:1 (v/v)

Re = 0,56 (toluen:aceton, 1:1, v/v)
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'H NMR: &+ (500 MHz, 0,12 M, DMSO-ds): 8,88 (s, 1H, -CO-NH-), 5,22 (s, 2H, Ar-CH20-), 5,08
(t, J=6,3 Hz, 1H, -CH=C<), 4,29 (bs, 2H, -CO-NH-NH>), 3,67 (s, 3H, -OCH?3), 3,26 (d, J = 6,6 Hz,
2H, Ar-CHz-), 2,20 — 1,95 (m, 7H, -CH2-CH2- + Ar-CHs), 1,70 (s, 3H, =(C-CHs)-)

13C NMR: &¢ (126 MHz, 0,12 M, DMSO-dg): 171,60 (-CH2-CO-NH-), 170,56 (-COOCH>-), 162,97
(Car-OMe), 153,14 (Car-OH), 146,23 (Car-CH20-), 134,40 (>C=C(-CH3)-), 123,00 (Car-CH2-CH=),
122,87 (>C=C(-CHa)-), 116,38 (Car-CH3), 107,39 (Ca-COO-), 69,03 (Ar-CH20-), 61,06 (Ar-
OCHpa), 35,47 (-CH2-CH2-CO-NH-), 32,72 (-CH2-CH2-CO-NH-), 22,84 (Ar-CH>-), 16,42 (=C(-CHp3)-
), 11,49 (Ar-CHa)

HRMS (m/z) obliczone dla C17H22N20s [M + H]*: 335,1601, zmierzone: 335,1599

Czystosé: 99,30%; Rt Hpeic = 8,12 min

Metoda syntezy pierwszorzedowego amidu MPA (MPA-CO-NHy)

Do kolby okrggtodennej wysuszonej w ptomieniu palnika i przedmuchanej strumieniem
gazu obojetnego, wprowadzono 100 mg MPA (0,312 mmol, 1,0 eq) i 5 mL suchego acetonitrylu.
Nastepnie, do uzyskanej zawiesiny dodano 57 mg HOBt-H20 (0,375 mmol, 1,2 eq) i 120 mg
TBTU (0,375 mmol, 1,2 eq), w jednej porcji. Po 10 minutach silnego mieszania, dodano 110 pL
DIPEA (d = 0,742 g-mL, 0,624 mmol, 2,0 eq). Uktad mieszano przez noc (okoto 15 godzin)
w celu uzyskania aktywnej formy MPA. Po tym czasie, w osobnym naczyniu zmieszano 34 mg
chlorku amonu (0,624 mmol, 2,0 eq), 218 pyL DIPEA (d = 0,742 g-mL™, 1,248 mmol, 4,0 eq) i 0.5
mL suchego DMF. Zawiesing wkroplono przy pomocy pipety Pasteura do aktywowanego MPA,
a nastepnie mieszano przez kolejng noc, w atmosferze gazu obojetnego. Uzyskang zawiesine
rozcienczono 10 mL octanu etylu i 10 mL wody destylowanej. Faze organiczng zachowano.
Warstwe wodng ekstrahowano trzema porcjami 5 mL octanu etylu, a takze trzema porcjami
chlorku metylenu, tez po 5 mL kazda. Zebrane warstwy organiczne odmywano 1 M roztworem
weglanu sodu, 1 M roztworem kwasu solnego i nasycong solanka. Faze organiczng osuszono
nad bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem.
Surowy produkt oczyszczono (w razie potrzeby) za pomocg chromatografii kolumnowej
w ukfadach: toluen:aceton, 2:1 (v/v), i eter naftowy:aceton, 2:1 (v/v). Produkt otrzymano w postaci
biatego proszku z wydajnoscig 72%. Jego czystosc¢ i strukture scharakteryzowano za pomoca
technik NMR, MS i HPLC.

Zestawienie wtasciwosci pierwszorzedowego amidu MPA (MPA-CO-NH>)
(E)-6-(4-hydroksy-6-metoksy-7-metylo-3-okso-1,3-dihydroizobenzofuran-5-ylo)-4-metyloheks-4-
enoamid (MPA-CO-NHy)
Me
OMe
0
A NH,
O  OH Me

Wydajnosé: 72%
Wyglad: biaty proszek
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Eluent: toluen:aceton, 2:1 (v/v), oraz eter naftowy:aceton, 2:1 (v/v)

Re = 0,26 (eter naftowy:aceton, 1:1, v/v)

H NMR: dx (500 MHz, 0,14 M, DMSO-de): 9,38 (s, 1H, Ar-OH), 7,20 (s, 1H, NH=C-OH), 6,67 (s,
1H, NH=C-OH), 5,22 (s, 2H, Ar-CH-20-), 5,09 (t, J = 6,8 Hz, 1H, -CH=C<), 3,67 (d, J = 1,8 Hz, 3H,
-OCHs3), 3,27 (d, J = 6,8 Hz, 2H, Ar-CH>-), 2,13 — 2,03 (m, 7H, -CH2-CH>- + Ar-CHg), 1,71 (s, 3H,
=(C-CHs)-)

13C NMR: &¢ (126 MHz, 0,14 M, DMSO-ds): 174,27 (-CH2-CO-NHz2), 170,57 (-COOCH2-), 162,99
(Car-OMe), 153,14 (Car-OH), 146,22 (Car-CH20-), 134,56 (>C=C(-CH?3)-), 122,91 (Car-CH2-CH=),
122,78 (>C=C(-CHas)-), 116,37 (Car-CHs), 107,38 (Car-COO-), 69,04 (Ar-CH-0-), 61,07 (Ar-
OCHps), 35,26 (-CH2-CH2-CO-NHz2), 34,32 (-CH2-CH2-CO-NH2), 22,85 (Ar-CH3-), 16,51 (=C(-CHs)-
), 11,49 (Ar-CHs)

HRMS (m/z) obliczone dla C17H21N10s [M + H]*: 320,1492, zmierzone: 320,1493

Czystosé: 98,70%; Rt HpLc = 8,69 min

Inne syntezy
Inne amidoksymy

Inne amidoksymy zostaty otrzymane t3 samg metodg co wczesniej. Ich charakterystyka
jest bardziej zawezona, gdyz nie postuzyty do uzyskania docelowych bioizosteréw w toku prac

prowadzonych w czasie stazu w KU Leuven.
N'-hydroksymetylokarboksyimidoamid
NH,

G o

Wydajnosé: 14%
'H NMR: &+ (400 MHz, DMSO-dg): 8,66 (bs, 1H, =N-OH), 5,62 — 5,14 (bs, 2H, -NH2), 1,62 (s, 3H,
CHzs-)

N'-hydroksy(1-fenylomet-1-ylo)karboksyimidoamid

H
\N 0
Wydajnosé: 86%

IH NMR: 81 (400 MHz, CDCls): 8,75 (bs, 1H, =N-OH), 7,50 — 7,15 (m, 5H, Car-H), 4,54 (bs, 2H, -
NHz2), 3,49 (s, 2H, Ar-CH2-)
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N'-hydroksy(2-fenyloeten-1-ylo)karboksyimidoamid

NH,

X \N,OH

Wydajnosé: 61%

'H NMR: 3+ (400 MHz, DMSO-ds): 9,74 (s, 1H, =N-OH), 7,53 — 7,46 (m, 2H, Car(2, 6)-H), 7,37 (t,
J=7,5Hz, 2H, Ca(3, 5)-H), 7,31 - 7,25 (m, 1H, Car(4)-H), 7,08 (d, J = 16,8 Hz, 1H, Ar-CH=CH-
), 6,41 (d, J = 16,8 Hz, 1H, Ar-CH=CH-), 5,60 (bs, 2H, -NH>)

N'-hydroksypirymid-2-ylokarboksyimidoamid

Wydajnosé: 20%
H NMR: &+ (400 MHz, DMSO-dg): 10,22 (s, 1H, =N-OH), 8,90 (dd, J = 44,1, 4,9 Hz, 2H, CHet(4,
6)_H)1 7152 (t! ‘] = 419 sz 1H, CHetAr(S)-H), 5,85 (bS, 2H, 'NHZ)

N'-hydroksypirazyn-2-ylokarboksyimidoamid

.OH
N

|
NN)\NHZ
bN

Wydajnosé: 47%

'H NMR: 81 (400 MHz, DMSO-ds): 10,24 (s, 1H, =N-OH), 9,07 (d, J = 1,4 Hz, 1H, Crenr(3)-H),
8,76 — 8,52 (m, 2H, Chear(5, 6)-H), 5,96 (bs, 2H, -NH>)

Otrzymywanie bioizosterycznej pochodnej RS-ibuprofenu (1340X_lbu)
Izolacja RS-ibuprofenu z produktu farmaceutycznego

W kolbie okrggtodennej umieszczono 9,783 g zmielonych tabletek leku Ibuprom® (USP
Zdrowie, Warszawa, Polska), pochodzgcych ze zmielenia w mozdzierzu 20 tabletek powlekanych
tego preparatu (20 x 200 mg). W celu unikniecia przedostania sie substancji barwnych (Opacode
Black S-1-17823) z nazwy leku umieszczonej na tabletkach do roztworu, zmazano jg uprzednio
z wykorzystaniem acetonu i recznika papierowego. Uzyskany proszek zadano 30 mL chloroformu
i mieszano w temperaturze pokojowej, przy uzyciu mieszadta magnetycznego, przez co najmniej
1 godzine. Po tym czasie, zawiesine przesgczono na lejku spiekowym, a przesgcz zatezono na
prozniowym, rotacyjnym aparacie wyparnym. Uzyskany produkt uzywano w dalszym etapie bez
dodatkowego oczyszczania. rac-Ibuprofen otrzymano jako biaty proszek z wydajnoscig odzysku

99% (3,94 g). Jego czystos¢ i strukture okreslono przy uzyciu techniki *H NMR.
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Zestawienie wlasciwosci RS-ibuprofenu
kwas rac-2-(4-izobutylofenylo)propanowy (Ibu)

Me
OH

)

Wydajnos¢ ekstrakcji cialo state-ciecz: 99%

Rr = 0,78 (eter naftowy:aceton, 1:1, v/v); 0,15 (dichlorometan)

H NMR: d+ (500 MHz, 0,20 M, CDCls): 11,45 (bs, 1H, -COOH), 7,23 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ca(2,
6)-H), 7,11 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Ca(3, 5)-H), 3,71 (q, J = 7,2 Hz, 1H, >CH-CH3), 2,45 (d, J = 7,2
Hz, 2H, Ar-CHz-), 1,85 (dp, J = 13,5, 6,8 Hz, 1H, -CH-(CHs)2), 1,50 (d, J = 7,2 Hz, 3H, >CH-CHba),
0,90 (d, J = 6,6 Hz, 6H, -CH-(CHa)2)

Metoda syntezy estru metylowego RS-ibuprofenu

W kolbie okrggtodennej, zaopatrzonej w chiodnice zwrotng z rurkg zabezpieczajgcy
przed dostepem wilgoci, umieszczono 2,02 g rac-ibuprofenu (9,793 mmol, 1,0 eq) i zawieszono
w 50 mL bezwodnego metanolu. Nastepnie, wkroplono 0,6 mL stezonego kwasu siarkowego (VI)
(c = 96%), stale mieszajgc. Uktad ogrzewano w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez co
najmniej noc (okoto 15 godzin). Po tym czasie, kolbe schtodzono do temperatury pokojowej,
a rozpuszczalnik odgoniono na wyparce prézniowej. Do oleistej mieszaniny dodawano porcjami
nasycony roztwér wodoroweglanu sodu, az do odczynu obojetnego, co sprawdzono przy pomocy
papierka wskaznikowego, a nastepnie mieszanine ekstrahowano kilkukrotnie octanem etylu.
Warstwe organiczng odmyto nasycong solankg. Faze organiczng wysuszono nastepnie nad
bezwodnym siarczanem magnezu, srodek suszgcy odsgczono, a przesgcz zatezono pod
zmniejszonym cisnieniem. Produkt otrzymano w postaci zéttego oleju o zapachu cytruséw,
z wydajnoscig 97% (2,1 g), i uzyto w takiej formie w kolejnym etapie. Jego czystos¢ i strukture

potwierdzono przy pomocy techniki *H NMR.
Zestawienie wlasciwosci estru metylowego RS-ibuprofenu
rac-2-(4-izobutylofenylo)propanian metylu (Ibu-COzMe)

Me
OMe

)

Wydajnosé: 97%

Rr = 0,73 (dichlorometan)

H NMR: 8+ (500 MHz, 0,19 M, CDCls): 7,20 (d, J = 8,0 Hz, 2H, Car(2, 6)-H), 7,10 (d, J = 8,0 Hz,
2H, Car(3, 5)-H), 3,73 — 3,67 (m, 1H, >CH-CHj3), 3,66 (s, 3H, -COOCHzs), 2,45 (d, J = 7,2 Hz, 2H,
Ar-CHy-), 1,85 (dp, J = 13,5, 6,7 Hz, 1H, -CH-(CHa)2), 1,49 (d, J = 7,2 Hz, 3H, >CH-CHs), 0,90 (d,
J = 6,6 Hz, 6H, -CH-(CHz)2)
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Metoda syntezy hydrazydu RS-ibuprofenu

Zwigzek ten otrzymano tg samg metodg co inne hydrazydy. llosci uzytych reagentow:
2,04 g rac-2-(4-izobutylofenylo)propanianu metylu (9,264 mmol, 1,0 eq), 1,46 mL hydratu
hydrazyzyny (¢ = 80%, d = 1,02 g-mL-, 37,057 mmol, 4,0 eq), 5 mL 96% etanolu. Uktad
ogrzewano w temperaturze wrzenia przez okoto 40 godzin. W zwigzku z potencjalng hydrolizg
estru przez wydtuzony czas ogrzewania wraz z hydrazyng, wykonano ekstrakcje w srodowisku
zasadowym (nasycony roztwér wodoroweglanu sodu wobec octanu etylu). Produkt otrzymano
jako biaty proszek z wydajnoscig 80% (1,63 g). Czystos¢ i strukture substratu okreslono przy

pomocy techniki 'H NMR.
Zestawienie wlasciwosci hydrazydu RS-ibuprofenu

hydrazyd kwasu rac-2-(4-izobutylofenylo)propanowego (Ibu-CO-NH-NH3)

“NH,
(0]

Wydajnosé: 80%

Re = 0,34 (eter naftowy:octan etylu, 1:1, v/v)

H NMR: du (500 MHz, 0,12 M, DMSO-ds): 9,15 (s, 1H, -CO-NH-NH>), 7,20 (t, J = 6,8 Hz, 2H,
Ca(2, 6)-H), 7,04 (d, J = 7,9 Hz, 2H, Car(3, 5)-H), 4,16 (s, 2H, -CO-NH-NHz), 3,47 (q, J = 7,0 Hz,
1H, >CH-CHz3), 2,41 — 2,34 (m, 2H, Ar-CHz-), 1,82 — 1,71 (m, 1H, -CH-(CH3)2), 1,29 (d, J = 7,0
Hz, 3H, >CH-CHg), 0,82 (d, J = 6,6 Hz, 6H, -CH-(CHs)2)

Synteza bioizosteru

1340X_lbu uzyskano w podobny sposdb co pozostate bioizostery. Rdznica polega na
uzyciu roztworu T3P w DMF, a nie w octanie etylu, jak w pozostatych przypadkach. llosci uzytych
reagentow: 200 mg MPA (0,624 mmol, 1,0 eq), 137,5 mg hydrazydu kwasu rac-2-(4-
izobutylofenylo)propanowego (0,624, 1,0 eq), 350 L trietyloaminy (d = 0,726 g-mL-, 252,7 mg,
2,497 mmol, 4,0 eq), 912 pL 50% roztworu T3P w DMF (c = 50%, d = 1,09 g'mL, 496,6 mg, 2,5
eq), 5 mL suchego toluenu, 1 mL suchego 1,4-dioksanu. Surowy zwigzek oczyszczano na
kolumnie chromatograficznej z uzyciem eluentu: eter naftowy:octan etylu, 2:1 (v/v). Produkt
otrzymano jako zotty olej z wydajnoscig 26% (84 mg). Jego czystos¢ i strukture okreslono przy

pomocy techniki 'TH NMR.
Zestawienie wtasciwosci pochodnej bioizosterycznej (1340X_lbu)

rac-(E)-7-hydroksy-6-(5-(5-(1-(4-izobutylofenylo)etylo)-1,3,4-oksadiazol-2-ylo)-3-metylopent-2-
en-1-ylo)-5-metoksy-4-metyloizobenzofuran-1(3H)-on (1340X_lbu)
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Me Me
N-N MeO
7 \ O
Me 0 =
Me oH ©O

Wydajnosé: 26%

Wyglad: z6tty olej

Eluent: eter naftowy:octan etylu, 2:1 (v/v)

Re = 0,24 (eter naftowy:octan etylu, 2:1, v/v)

IH NMR: 84 (500 MHz, 0,04 M, DMSO-ds): 9,37 (s, 1H, MPA: Ar-OH), 7,07 (g, J = 8,2 Hz, 4H,
lbu: Car-H), 5,22 (s, 2H, MPA: Ar-CH20-), 5,07 (t, J = 6,3 Hz, 1H, MPA: >C=CH-), 4,27 (4, J= 7,1
Hz, 1H, Ibu: >CH-CHs), 3,60 (s, 3H, MPA: Ar-OCHza), 3,22 (d, J = 6,8 Hz, 2H, MPA: Ar-CH-),
2,84 (t, J = 7,4 Hz, 2H, HetAr-CH»-CHz2-), 2,36 (d, J = 7,2 Hz, 2H, Ibu: Ar-CHz-), 2,26 (t, J =7,3
Hz, 2H, HetAr-CH2-CH3-), 2,05 (s, 3H, MPA: Ar-CHz), 1,80 — 1,71 (m, 1H, Ibu: -CH-(CHs3)2), 1,69
(s, 3H, MPA: =(C-CHa)-), 1,50 (d, J = 7,2 Hz, 3H, Ibu; >CH-CHs), 0,81 (d, J = 6,6 Hz, 6H, Ibu: -
CH-(CHs)2)

7.3.5. Badania biologiczne

Badania przesiewowe na serii linii komérek nowotworowych

Hodowla komérkowa i zwigzki referencyjne

Linie komdrek nowotworowych Capan-1, HCT-116, NCI-H460, LN-229, HL-60, K562 oraz
Z-138 byly pozyskane od American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA), a linia
DND-41 zostata zakupiona od Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ Leibniz-Institut, Niemcy). Wszystkie linie komérkowe byly hodowane zgodnie
z zaleceniami producenta. Pozywka zostata pozyskana od Gibco Life Technologies i wzbogacona
0 10% ptodowa surowice bydlecg (HyClone, GE Healthcare Life Sciences).

Test proliferacyjny

Komorki adherentne (Capan-1, HCT-116, NCI-H450, LN-229) zostaty wysiane w stezeniu
mieszczgcym sie pomiedzy 500 a 1500 komorek/dotek w tescie 384-dotkowym (Greiner). Po
catonocnym inkubowaniu, komorki zostaty potraktowane réznymi stezeniami badanych
substanciji.

Komorki zawiesinowe (DND-41, HL-60, K562, Z-138) byly zasiane w stezeniach 2,5-
5,5-10% komorek/dotek, takze w hodowli 384-dotkowej. Komorki te zostaty potraktowane tymi
samymi stezeniami bioizosterycznych pochodnych MPA.

Po 72 godzinach inkubowania wraz ze zwigzkami, okreslono przezywalnosc komorek
z wykorzystaniem testu CellTiter 96® AQueous One Solution Cell zgodnie z zaleceniami
producenta. Absorbancja roztworéw zostata zmierzona przy dtugosci fali réwnej 490 nm

wykorzystujgc spektrofotometr SpectraMax Plus 384, a warto$ci gestosci optycznej postuzyty do
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okreslenia 50% stezenia cytotoksycznego (CCso). Kazdy zwigzek byt poddany testom dwukrotnie,

w niezaleznych eksperymentach.
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Zatacznik B. Chromatogramy wysokosprawnej chromatografii cieczowej
dla wybranych zwigzkéw (HPLC)
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HPLC: MPA
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HPLC: MMF
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HPLC: MP9
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HPLC: P1
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HPLC: P4
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HPLC: 1340X_3-Py

Sample Name:

1340X_3-Py (+ 1 mg/mL)

Me
Sample ID: 601LCMS0D0036 N MeO
Method: DA_25-100-100_15-5min_+ Q/( {\l o}
Injection volume: 1pL N= 0 =
Acquisition date: 03/05/2024 Me oH O
Instrument: Shimadzu LCMS-2020
PDA detector (190-800 nm)
Total absorption chromatogram
5—5 10.35; 95.9%
43
= 10.01;0.2% _ —
13 8.75,0.2% e
E B.14: 0.2% 8.50:0.1% _ — -
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HPLC: 1240X_Fur

Sample Name:
Sample ID:
Method:
Injection volume:
Acquisition date:
Instrument:

601LCMS00037
DA_25-100-100_15-5min_z

03/05/2024
Shimadzu LCMS-2020

PDA detector (190-800 nm)

Total absorption chromatogram

pe 10’

1240X_Fur (+ 1 mg/mL) Me
M
N-o eO
N 7 O
\ —
o N =
Me oH ©
12.07; 67 6%
09794885 o —
a' 5 ' -I:, 1'- I -Ig ' 1I3 I |4 1I5 I 'IE II? I 'IB Re‘.en'.lion 1I'irnr.-l {mim




HPLC: MPA-CONH-OH

Sample Name:
Sample ID:
Method:
Injection volume:
Acquisition date:
Instrument:

MPA-NH-OH (+ 1 mg/mL) Ve

601LCMS00042 OMe
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Zatacznik C. Widma mas wysokiej rozdzielczosci dla wybranych zwigzkow
(HR-MS)
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HR-MS: MPA
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MS: Sesamol mycophenolate (P1):
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MS: Raspberry ketone mycophenolate (P7):
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HR-MS: 1340X_3-Py
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HR-MS: MPA-CONH-OH
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Zatacznik D. Cele badawcze

Na trakcie realizacji pracy doktorskiej pod opieka dr. hab. inz. Grzegorza Cholewinskiego,
profesora Politechniki Gdanskiej, w Katedrze Chemii Organicznej Wydzialu Chemicznego

Politechniki Gdanskiej, okreslonych zostato kilka zadan badawczych.
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Rysunek 1ZD. Zestawienie omawianych w niniejszej pracy pochodnych MPA

1. Przeprowadzenie przegladu literaturowego zwigzanego z kwasem mykofenolowym, jego
bioaktywnosciami i wyszczegodlnieniem serii pochodnych, ktére dotychczas udato sie
otrzymac i zbadac ich aktywnosé biologiczng.
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Przeprowadzenie przegladu literaturowego zwigzanego z naturalnie wystepujacymi
fenolami, podkreslajgcego ich pierwotnie przeciwutleniajgcy charakter, a takze
wskazanie zbioru technik umozliwiajgcych okreslanie charakteru antyoksydacyjnego
czgsteczek.

Przeprowadzenie przegladu literaturowego na temat technik otrzymywania wybranych
klas zwigzkéw heteroaromatycznnych oraz wyszczegdlnienie interesujgcych
bioaktywno$ci, ktére te zwigzki wykazuja.

Przeprowadzenie przegladu literatury na temat witasciwosci deacetylaz histonowych,
z wyrdznieniem enzymu HDACG6, oraz wskazaniem wtasciwosci typowych inhibitoréw tej
klasy enzymaow.

Dokonanie odpowiednich analiz oraz przygotowan w ramach poszczegdlnych klas
pochodnych kwasu mykofenolowego (Rysunek 1ZD):

a. Amidowe pochodne MPA — przeprowadzenie analizy dokowania
molekularnego dla planowanej serii pochodnych amidowych, zawierajgcych
w swej budowie fragment pochodzacy od aminy aromatycznej, w stosunku do
enzymu IMPDH2, a takze synteza projektowanych zwigzkéw z okresleniem ich
wiasciwosci biologicznych w stosunku do komérek T-Jurkat i PBMC oraz
wskazaniem mechanizmu dziatania na podstawie testu GMP.

b. Estrowe pochodne MPA — synteza nowej klasy estrowych pochodnych
zawierajgcych w swej budowie fragment pochodzgcy od naturalnie
wystepujacych  fenoli, okreslenie  wtasciwosci przeciwutleniajgcych
z wykorzystaniem testu kolorymetrycznego DPPH, a takze wykazanie
wiasciwosci biologicznych tych koniugatéw wobec linii komérek T-Jurkat i PBMC,
a takze AsPC-1 (dla wybranych, najbardziej aktywnych przeciwutleniaczy).
Dodatkowo, wskazanym jest zdefiniowanie jego mechanizmu dziatania na
podstawie testu GMP.

c. Bioizosteryczne pochodne MPA — znalezienie nowego celu molekularnego
dla nowej klasy pochodnych bioizosterycznych z wykorzystaniem techniki
odwrotnego dokowania i pdzniejsza weryfikacja sity oddziatywania tej klasy
ligandow z nakreslonym w tych badaniach enzymem HDACG, a takze enzymem
IMPDH2 (odniesienie do pierwotnej aktywnosci), bazujgc na dokowaniu
molekularnym. W kolejnym kroku zaplanowana zostata synteza projektowanych
czgsteczek w oparciu o procedure odwadniajgcej cyklizacji oraz prostych reakc;ji
dehydratacji. Nastepnie, konieczne jest zweryfikowanie opracowan
komputerowych zwigzanych z nowym celem molekularnym przy pomocy testu
enzymatycznego HDACG6. Ostatnim elementem analizy powinny by¢
eksperymenty biologiczne pokrywajgce badania przesiewowe na szeregu linii
komodrek nowotworowych, a takze weryfikacja bioaktywnosci na linii komorek

T-Jurkat i PBMC, z wyznaczeniem mechanizmu dziatania testem GMP.
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Ponadto, okreslone zostaty hipotezy badawcze, ogdlne dla wszystkich rodzajow

pochodnych MPA. Zostaty one zebrane ponizej.

Mozliwe jest otrzymanie nieskomplikowanych pochodnych MPA na drodze prostej,
bezposredniej transformacji, ktéra nie wymaga ochrony wolnej grupy fenolowe;j,
wystepujgcej w ramach rdzenia strukturalnego MPA.

W ramach badan bioaktywnosci projektowanych zwigzkéw, mozliwe jest wskazanie co
najmniej jednego w kazdej serii pochodnych, ktéry charakteryzuje sie obnizong
cytotoksycznoscig wobec komorek PBMC i istotng aktywnoscig antyproliferacyjng wobec
komorek T-Jurkat, osiggajgc tym samym lepsze parametry niz wejsciowy MPA.

Istnieje klasa czgsteczek, w ramach omawianych pochodnych, zdolnych do wykazywania

innej aktywnosci biologicznej niz podstawowa wiasciwos¢ immunosupresyjna MPA.

Dodatkowo, postawiony zostal szereg szczegdétowych pytan roboczych dla

poszczegolnych klas pochodnych MPA. Majg one na celu doprowadzi¢ do bardziej krytycznej

analizy prezentowanego watku.

Amidowe pochodne MPA

Jakie interakcje molekularne migdzy amidowymi pochodnymi MPA a wybranymi biatkami
docelowymi mogg odpowiada¢ za ich potencjalng aktywnos¢ biologiczng?
Czy pochodne amidowe MPA wykazujg selektywng aktywnos¢ cytotoksyczng wobec

komorek T-Jurkat w poréwnaniu z PBMC w warunkach in vitro?

Estrowe pochodne MPA

Dlaczego nie zostata przeprowadzona synteza estrowych pochodnych MPA
z wykorzystaniem ochrony wolnej grupy fenolowej i pdzniejsza selektywna deprotekcja,
bez jednoczesnego zachodzenia hydrolizy estru arylowego?

W jakim stopniu test enzymatyczny DPPH przekfada sie na rzeczywiste wtasciwosci

przeciwutleniajgce czgsteczek?

Bioizosteryczne pochodne MPA

Jakie strukturalne cechy pochodnych MPA korelujg z ich zdolnoscig do inhibicji HDAC6
w testach enzymatycznych?
Czy modyfikacje strukturalne w pochodnych MPA mogg prowadzi¢ do selektywnego

dziatania na linie komérkowe nowotworowe w poréwnaniu z PBMC?

365




	Wykaz oznaczeń i skrótów
	1. Wstęp
	2. Kwas mykofenolowy (MPA)
	2.1. Informacje ogólne
	2.2. Metody otrzymywania
	2.2.1. Synteza totalna
	2.2.1.1. Metoda A. Covarrubias-Zuniga (2003)
	2.2.1.2. Metoda A. Barretta (2013)
	2.2.1.3. Metoda D. Churchilla (2018)

	2.2.2. Biologiczne metody otrzymywania

	2.3. Mechanizm działania
	2.3.1. Ogólny mechanizm działania
	2.3.2. Zależność struktura-aktywność w aktywności immunosupresyjnej
	2.3.3. Izoformy enzymu IMPDH

	2.4. Właściwości biologiczne
	2.4.1. Aktywność przeciwdrobnoustrojowa
	2.4.1.1. Właściwości przeciwbakteryjne
	2.4.1.2. Właściwości przeciwgrzybowe
	2.4.1.3. Właściwości przeciwwirusowe

	2.4.2. Właściwości przeciwnowotworowe
	2.4.3. Mykofenolan mofetylu jako modyfikator stresu oksydacyjnego

	2.5. Zastosowanie kliniczne
	2.5.1. Mykofenolan sodu (MPS)
	2.5.2. Mykofenolan mofetylu (MMF)
	2.5.3. Metabolizm leków opartych na MPA
	2.5.4. Skutki uboczne
	2.5.5. Kwas mykofenolowy a inne immunosupresanty
	2.5.6. Kwas mykofenolowy w chorobach autoimmunologicznych

	2.6. Wybrane pochodne o właściwościach biologicznych
	2.6.1. Nukleotydy adeninowe związane z rdzeniem kwasu mykofenolowego
	2.6.2. Anilidy kwasu mykofenolowego jako inhibitory CpIMPDH i HsIMPDH
	2.6.3. Aminokwasowe pochodne kwasu mykofenolowego
	2.6.4. Pochodne kwasu mykofenolowego z motywem strukturalnym kwasu hydroksamowego
	2.6.5. Koniugat kwas mykofenolowy-kwas chinowy
	2.6.6. Grzyby występujące w morzu jako źródło penicykwasów strukturalnie powiązanych z MPA
	2.6.7. Estrowe i sililowe pochodne kwasu mykofenolowego w kostniakomięsaku


	3. Fenolowe związki pochodzenia naturalnego
	3.1. Wstęp
	3.2. Zależność struktura-aktywność a właściwości przeciwutleniające
	3.2.1. Dominujące mechanizmy w aktywności przeciwutleniającej
	3.2.2. Podstawowy podział antyoksydantów ze względu na motyw strukturalny

	3.3. Chemiczne metody określania potencjału przeciwutleniającego
	3.3.1. Test DPPH
	3.3.2. Test ABTS
	3.3.3. Test FRAP
	3.3.4. Test CUPRAC
	3.3.5. Test ORAC
	3.3.6. Test TRAP

	3.4. Enzymatyczne metody określania właściwości przeciwutleniających
	3.4.1. Analiza aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)
	3.4.2. Analiza aktywności peroksydazy glutationowej (GPx)
	3.4.3. Analiza aktywności katalazy (CAT)
	3.4.4. Analiza aktywności oksydazy askrobinianowej

	3.5. Aktywność biologiczna, występowanie i otrzymywanie wybranych związków fenolowych
	3.5.1. Metoksylowane fenole
	3.5.1.1. Gwajakol
	3.5.1.2. Syringol
	3.5.1.3. Aldehyd syryngowy
	3.5.1.4. Wanilina
	3.5.1.5. Dehydrozingeron
	3.5.1.6. Zingeron
	3.5.1.7. Kwas ferulowy
	3.5.1.8. Eugenol i izoeugenol

	3.5.2. Związki fenolowe
	3.5.2.1. Sezamol
	3.5.2.2. Tymol
	3.5.2.3. Bakuchiol
	3.5.2.4. Kwasy kumarowe
	3.5.2.5. 4-Hydroksybenzaldehyd
	3.5.2.6. Dehydroframbinon
	3.5.2.7. Keton malinowy



	4. Heterocykliczne motywy strukturalne
	4.1. Wstęp
	4.2. Metody syntezy i omówienie mechanizmów tworzenia
	4.2.1. Tiazole
	4.2.2. Benzotiazole
	4.2.3. Benzoksazole
	4.2.4. Benzimidzole
	4.2.5. Pirymidyny
	4.2.6. 1,2,4-Oksadiazole
	4.2.7. 1,3,4-Oksadiazole

	4.3. Wybrane właściwości biologiczne układów heterocyklicznych
	4.3.1. Tiazole
	4.3.2. Benzotiazole
	4.3.3. Benzoksazole
	4.3.4. Benzimidazole
	4.3.5. Pirymidyny
	4.3.6. 1,2,4-Oksadiazole
	4.3.7. 1,3,4-Oksadiazole


	5. Deacetylazy histonowe (HDACs)
	5.1. Informacje ogólne
	5.2. Podział HDACs
	5.3. Ogólny mechanizm działania HDACs
	5.4. Zestawienie informacji o HDACs
	5.5. Dualna inhibicja HDAC6-Hsp90
	5.6. Inhibitory HDACs
	5.6.1. Trichostatyna A (TSA)
	5.6.2. Worynostat (SAHA)
	5.6.3. Panobinostat


	6. Dyskusja wyników
	6.1. Uzasadnienie podjęcia tematu
	6.2. Amidowe pochodne MPA
	6.2.1. Dokowanie molekularne
	6.2.2. Synteza
	6.2.2.1. Amidy zbudowane z rdzenia MPA i amin heteroaromatycznych
	6.2.2.2. Amidy zbudowane z rdzenia MPA i amin aromatycznych lub alifatycznych
	6.2.2.3. Inne syntezy

	6.2.3. Badania biologiczne
	6.2.3.1. Aktywność cytotoksyczna w odniesieniu do linii komórek T-Jurkat oraz PBMCs
	6.2.3.2. Aktywność antyproliferacyjna w odniesieniu do linii komórek T-Jurkat oraz PBMCs
	6.2.3.3. Analiza apoptozy komórkowej na PMBCs
	6.2.3.4. Test GMP

	6.2.4. Podsumowanie

	6.3. Estrowe pochodne MPA
	6.3.1. Synteza
	6.3.1.1. Estry zbudowane z rdzenia MPA oraz komponentu fenolowego
	6.3.1.2. Synteza wybranych komponentów fenolowych

	6.3.2. Test DPPH
	6.3.3. Badania biologiczne
	6.3.3.1. Aktywność cytotoksyczna w odniesieniu do linii komórek AsPC-1
	6.3.3.2. Aktywność cytotoksyczna w odniesieniu do linii komórek T-Jurkat oraz PMBCs
	6.3.3.3. Aktywność antyproliferacyjna w odniesieniu do linii komórek T-Jurkat oraz PMBCs
	6.3.3.4. Wskaźnik Selektywności (SI)
	6.3.3.5. Test GMP

	6.3.4. Podsumowanie

	6.4. Bioizosteryczne pochodne MPA
	6.4.1. Odwrotne dokowanie
	6.4.2. Dokowanie molekularne
	6.4.2.1. HDAC6
	6.4.2.2. IMPDH2

	6.4.3. Komputerowe szacowanie właściwości fizykochemicznych i biologicznych
	6.4.3.1. Parametry bazowe
	6.4.3.2. Rozpuszczalność
	6.4.3.3. Właściwości biologiczne

	6.4.4. Synteza
	6.4.4.1. Hydrazydy
	6.4.4.2. Amidoksymy
	6.4.4.3. Pochodne bioizosteryczne MPA oparte na rdzeniu 1,3,4-oksadiazolu
	6.4.4.4. Pochodne bioizosteryczne MPA oparte na rdzeniu 1,2,4-oksadiazolu
	6.4.4.5. Niecykliczne bioizostery MPA
	6.4.4.6. Inne

	6.4.5. Badania biologiczne
	6.4.5.1. Profilowanie na szeregu linii komórek nowotworowych
	6.4.5.2. Aktywność biologiczna bioizosterów w odniesieniu do linii komórek T-Jurkat oraz PBMC
	6.4.5.3. Test enzymatyczny HDAC6

	6.4.6. Podsumowanie

	6.5. Podsumowanie
	6.5.1. Omówienie wyników
	6.5.2. Dotychczasowe osiągnięcia naukowe
	6.5.2.1. Publikacje
	6.5.2.2. Publikacje spoza tematyki pracy doktorskiej
	6.5.2.3. Planowana aktywność publikacyjna związana z pracą doktorską
	6.5.2.4. Zaangażowanie w projekty
	6.5.2.5. Udział w stażach naukowych
	6.5.2.6. Udział w konferencjach
	6.5.2.7. Działalność i osiągnięcia dodatkowe



	7. Część eksperymentalna
	7.1. Amidowe pochodne MPA
	7.1.1. Dokowanie molekularne
	Przygotowanie ligandów
	Przygotowanie białka
	Dokowanie molekularne

	7.1.2. Synteza
	Informacje ogólne
	Dane eksperymentalne zebrane dla MPA
	Metoda A — synteza pochodnych MPA z wykorzystaniem amin heteroaromatycznych
	Metoda B — synteza pochodnych MPA z wykorzystaniem amin alifatycznych lub aromatycznych
	Zestawienie właściwości otrzymanych pochodnych amidowych (A1-A18)
	Inne syntezy

	7.1.3. Badania biologiczne
	Materiały badawcze
	Pożywka
	Przygotowanie pochodnych MPA do badań
	Izolacja PBMCs
	Test cytotoksyczności in vitro z barwnikiem XTT
	Test proliferacji in vitro na bazie barwnika VPD450
	Analiza apoptozy komórkowej
	Test GMP
	Analiza statystyczna


	7.2. Estrowe pochodne MPA
	7.2.1. Synteza
	Informacje ogólne
	Dane eksperymentalne zebrane dla MPA
	Dane eksperymentalne zebrane dla MMF
	Ogólna metoda syntezy pochodnych estrowych MPA
	Zestawienie właściwości pochodnych metoksylowanych fenoli (MP1-MP9)
	Zestawienie pochodnych fenoli (P1-P7)
	Inne procedury

	7.2.2. Aktywność antyoksydacyjna (test DPPH)
	Materiały badawcze
	Metodologia
	Analiza statystyczna

	7.2.3. Badania biologiczne
	Linia komórek AsPC-1
	Linia komórek T-Jurkat i PBMCs


	7.3. Bioizosteryczne pochodne MPA
	7.3.1. Odwrotne dokowanie
	Przygotowanie ligandów
	Odwrotne dokowanie
	Analiza danych

	7.3.2. Dokowanie molekularne
	HDAC6
	IMDPH II

	7.3.3. Komputerowe szacowanie właściwości fizykochemicznych i biologicznych (SwissADME)
	7.3.4. Synteza
	Informacje ogólne
	Metoda syntezy hydrazydów
	Zestawienie właściwości hydrazydów
	Metoda syntezy amidoksymów
	Zestawienie właściwości amidoksymów (N’-hydroksylowanych karboksyimidoamidów)
	Metoda syntezy pochodnych bioizosterycznych
	Zestawienie właściwości pochodnych 1,3,4-oksadiazolu (134OX)
	Zestawienie właściwości pochodnych 1,2,4-oksadiazolu (124OX)
	Metoda syntezy kwasu hydroksamowego MPA (MPA-CO-NH-OH)
	Zestawienie właściwości kwasu hydroksamowego MPA (MPA-CO-NH-OH)
	Bezpośrednia metoda syntezy hydrazydu MPA (MPA-CO-NH-NH2)
	Niebezpośrednia metoda syntezy hydrazydu MPA (MPA-CO-NH-NH2)
	Zestawienie właściwości chronionego hydrazydu MPA (MPA-CO-NH-NHBoc)
	Zestawienie właściwości hydrazydu MPA (MPA-CO-NH-NH2)
	Metoda syntezy pierwszorzędowego amidu MPA (MPA-CO-NH2)
	Zestawienie właściwości pierwszorzędowego amidu MPA (MPA-CO-NH2)
	Inne syntezy

	7.3.5. Badania biologiczne
	Badania przesiewowe na serii linii komórek nowotworowych



	Literatura
	Wykaz rysunków
	Wykaz schematów
	Wykaz tabel
	Załącznik A. Widma 1H i 13C NMR wybranych związków
	Załącznik B. Chromatogramy wysokosprawnej chromatografii cieczowej dla wybranych związków (HPLC)
	Załącznik C. Widma mas wysokiej rozdzielczości dla wybranych związków (HR-MS)
	Załącznik D. Cele badawcze

