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Streszczenie

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) estrogeny sa jednymi z gtéwnych
czynnikéw stymulujagcych wzrost nowotworéw hormonozaleznych, w zwigzku z czym
inhibitory enzymoéw, ktore sg w stanie Kontrolowa¢ produkcje estrogendw mogg mieé
potencjalne znaczenie terapeutyczne w leczeniu chorob nowotworowych. Dlatego tez,
projektowanie oraz synteza nowych, skuteczniejszych srodkow wptywajacych na biosynteze
estrogenéw stanowi ogromne wyzwanie dla wspotczesnej medycyny. W ostatnich latach
liczne osrodki naukowe na calym S$wiecie prowadza intensywne badania zwigzane
z poszukiwaniem nowych, skutecznych inhibitoréw sulfatazy steroidowej (STS), ktora bierze
udzial w biosyntezie estrogenéw, atakze ich =zastosowaniem w terapii przeciwko
hormonozaleznemu rakowi piersi.

W niniejszej pracy opisalem praktyczne metody syntezy, poprzedzone etapem
modelowania molekularnego, czterech serii nowych inhibitorow STS nalezacych do réznych
klas zwigzkow obejmujacych:

a)  amidosiarczanowe pochodne 3-fenylokumaryny zawierajace w swojej konstytucji
ugrupowania fosforowe (zwiazki la-h);

b)  amidosiarczanowe pochodne 3-fenylokumaryny zawierajace w Swojej konstytucji
wigzania C-F (zwiazki lla-g);

c) N-acylowane pochodne 3-(4-aminofenylo)-kumaryny zawierajace w SWOjej
konstytucji ugrupowanie amidosiarczanowe oraz wigzania C-F (zwiazki I11a-k);

d) N-acylowane pochodne tyraminy zawierajace w Swojej konstytucji ugrupowanie
amidosiarczanowe oraz wigzania C-F (zwiazki 1Va-r).

Aktywnos¢ inhibicyjng wszystkich otrzymanych zwigzkéw o0znaczano w tescie
in vitro z wykorzystaniem STS wyizolowanej z tozyska ludzkiego. Dla wyselekcjonowanych
pochodnych  sprawdzono rowniez  wlasciwosci  cytotoksyczne  wobec  dwoch
estrogenozaleznych linii komoérkowych: MCF-7 i T47D oraz dwoéch linii komorkowych,
ktorych wzrost nie zalezy od estrogenow: SkBr3 i MDA-MB-231.

Wyniki opisanych eksperymentow wskazuja, ze wsréd pochodnych zawierajacych
w swojej  konstytucji  zar6wno ugrupowanie amidosiarczanowe jak i fosforowe,
najskuteczniejszym inhibitorem STS okazat si¢ zwigzek le, dla ktorego warto$¢ 1Cso W tescie
enzymatycznym wyniosta 0.19 uM (wartos¢ ICsp dla zwigzku referencyjnego V wyniosta

1.38 uM). W toku przeprowadzonych eksperymentow zaobserwowalem silng korelacje
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pomiedzy parametrem logP a aktywno$cig biologiczng testowanych zwigzkoéw. Najwyzszymi
wiasciwosciami inhibicyjnymi wobec STS charakteryzowaly si¢ pochodne posiadajace
w swojej strukturze silnie hydrofobowy rdzen. W przypadku wszystkich pochodnych
zawierajacych w swojej konstytucji wigzania C-F najwyzszg aktywno$cig w tescie
enzymatycznym charakteryzowaty si¢ pochodne Illc oraz 111j (w obu przypadkach wartos¢
ICso wyniosta 0.18 uM, natomiast warto$¢ ICsg dla inhibitora referencyjnego V oznaczono na
poziomie 1.38 uM). Najwyzsza aktywno$¢ antyproliferacyjng wykazal analog I11j (wartosci
Glsop wobec komoérek MCF-7 i T4A7D wyniosty odpowiednio 15.9 i8.7 uM). Jednakze,
zwigzek ten nie dzialal selektywnie wobec komorek estrogenozaleznych irdéwnie silnie
hamowat wzrost dwdch pozostatych linii komérkowych (wartosci Glsp wobec komorek
SkBr3 i MDA-MB-231 wyniosly odpowiednio 18.8 18.1 uM). Dla poréwnania warto
podkresli¢, ze zwigzek referencyjny V nie wykazywal wlasciwosci cytotoksycznych wobec
zadnej z wykorzystanych nowotworowych linii koméorkowych w zadanych stgzeniach.

Zakres opisanych badan obejmuje rowniez seri¢ eksperymentéw zwigzanych
z selektywng N- i O- fosforylacja uktadéw zawierajacych jednocze$nie w swojej konstytucji
polaczenia Ca-OH oraz Ca-NHy, ktorych zrédlem byly wyniki uzyskane podczas syntezy
fosforowych inhibitorow STS. Ponadto, niniejsza praca zawiera krotkie studium literaturowe
dotyczace sulfatazy steroidowej, jej miejsca aktywnego, roli jaka odgrywa podczas
biosyntezy steroidow estrogenowych oraz postepu w badaniach nad opracowywaniem
inhibitorow tego enzymu. Poruszona zostala roéwniez kwestia wykorzystania technik
modelowania molekularnego w projektowaniu zwigzkoéw o zastosowaniu terapeutycznym,
strategii  fluorowania zwigzkow biologicznie aktywnych oraz fosforylacji fenoli

I aromatycznych amin w kontekscie otrzymywania zwigzkoéw biologicznie czynnych.
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Abstract

The World Health Organization (WHO) lists estrogens as one of the most important
factors inducing the development of hormone-dependent tumors. Inhibitors of enzymes that
are able to control the production of estrogens may have potential therapeutic relevance. One
strategy for the treatment of hormone-dependent breast cancer involves inhibitors to prevent
the synthesis of estrogens in peripheral tissues. In recent years, there has been intensive
research toward finding novel effective inhibitors of steroid sulfatase (STS), an enzyme
involved in the biosynthesis of estrogens in the mammary gland, as well as their application in
therapy against hormone-dependent breast cancer.

The present work describes the computational design and convenient methods for the
synthesis of four different series of STS inhibitors, including:

a)  phosphorylated derivatives of 3-phenyl-coumarin sulfamates (compounds la-h);

b)  fluorinated analogues of 3-phenyl-coumarin sulfamates (compounds lla-g);

c) N-acylated derivatives of 3-(4-aminophenyl)-coumarin sulfamates containing C-F
bonds (compounds Il1a-k);

d) N-acylated derivatives of tyramine sulfamates containing C-F bonds (compounds
IVa-r).

The inhibitory effects of the synthesized compounds were evaluated using in vitro
assay with STS isolated from the human placenta. In addition, selected compounds were
tested against estrogen-dependent MCF-7 and T47D cells, as well as estrogen-independent
MDA-MB-231 and SkBr3 cancer cell lines.

In the course of performed research, it was found that among the phosphorylated
derivatives of 3-phenyl-coumarin sulfamates, the compound le produced the largest inhibitory
effects, with 1Csy values of 0.19 uM (ICso value of compound V was 1.38 uM, used as
a reference). Furthermore, a strong correlation between the 1Cso and calculated LogP values of
tested STS inhibitors was observed, which suggest the substantial participation of
hydrophobic interactions for the enzyme-inhibitor complex stability. Compounds Illc and 111j
demonstrated the highest inhibitory effect in the enzymatic STS assay, both with 1Csy values
of 0.18 uM among the fluorinated analogues (ICsq value of compound V was 1.38 uM, used
as areference). The compound I11j exhibited the highest potency against the MCF-7 and
T47D cell lines of 15.9 uM and 8.7 uM, respectively. However, it was not selective towards

estrogen-dependent cells lines (the Glso values in an assay with SkBr3 and MDA-MB-231
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cells were 18.8 and 8.1 uM, respectively). In comparison, compound V, used as a reference,
was inactive against all of the aforementioned cells.

In addition, the scope of the present work includes series of experiments with selective
N- and O-phosphorylation of compounds containing in their constitutions both Ca-OH and
Car-NH; connections. Furthermore, the present work includes a brief study of the literature on
steroid sulfatase, its active site, the role it plays in the biosynthesis of estrogenic steroids and
progress in research on the development of inhibitors of this enzyme. Also discussed was
the issue of the using of molecular modeling techniques in the design of compounds with
potential therapeutic application as well as a strategy of fluorination and phosphorylation of

the biologically active compounds.



http://mostwiedzy.pl

| CZESC
WPROWADZENIE

/\/\\ MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.p

J——


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rozdzial 1

Wstep

Rak piersi jest jedng z gldéwnych przyczyn zgondéw i najczgsciej diagnozowanym
typem nowotworu wsrdd kobiet na catym $wiecie. Prognozy amerykanskiej agencji National
Cancer Institute (NCI) alarmuja, iz w2016 roku w samych Stanach Zjednoczonych
zdiagnozowanych zostanie okoto 246 tysiecy nowych przypadkow zachorowan na raka piersi
wsrdd kobiet w okresie postmenopauzalnym, a okoto 40 tysigcy kobiet umrze z powodu tej
choroby. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) wymienia estrogeny jako jedne z gtéwnych
czynnikow stymulujacych wzrost nowotworéw hormonozaleznych. Od estrogendéw zalezny
jest rozwdj wigkszosci nowotworow, gldwnie piersi, prostaty i blony $luzowej macicy [1].
Dlatego tez, projektowanie oraz synteza nowych, skuteczniejszych srodkoéw wplywajacych na
biosyntezg estrogendow, stanowi ogromne wyzwanie dla chemii medycznej.

Od 1970 roku, kobietom po menopauzie ze zdiagnozowanym hormonozaleznym
nowotworem piersi podawano tamoksyfen 1, dziatajacy jako antyestrogen blokujacy receptor
estrogenowy. Ponad trzy dekady temu rozwinig¢to inng klase $rodkow, ktore ograniczaly
dostepnos¢ estrogendow dla guza dzigki inhibicji enzymu - aromatazy, przeksztatcajacego
androstendion do estronu w koncowym etapie biosyntezy estrogenéw. Badania nad tymi
zwigzkami doprowadzity do pomyslnego opracowania trzech inhibitorow aromatazy (1A)
trzeciej generacji, niesteroidowych: letrozolu 2 ianastrozolu 3, hamujacych aromataze
selektywnie iodwracalnie oraz steroidowego eksemestanu 4, bedacego inhibitorem
nieodwracalnym (Rys.1.1.). Wszystkie trzy IA sa dobrze tolerowane iszeroko stosowane
w leczeniu klinicznym zaawansowanego raka piersi [2]. Jednakze wiele nowotworéw piersi
nie reaguje na terapie oparte o te leki. Istnieje zatem koniecznos¢ kontynuowania badan nad
nowymi, skutecznymi $rodkami terapeutycznymi [3].

W ostatnich latach prowadzono intensywne badania zwigzane z poszukiwaniem
nowych, skutecznych inhibitorow sulfatazy steroidowej (STS), ktéra bierze udziat
W biosyntezie estrogenéw (poprzez hydrolize ich siarczanowych form), atakze ich
zastosowaniem w terapii przeciwko hormonozaleznemu rakowi piersi. Hipoteze zaktadajaca
udzial STS w uwalnianiu estrogendw potwierdza miedzy innymi fakt, ze dziesigciokrotnie
wigksza ilos¢ estronu (E1) w tkankach nowotworéw piersi pochodzi z siarczanu estronu

(E1S) anie zandrostendionu [4]. Ponadto, ekspresja STS jest waznym czynnikiem
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prognostycznym ludzkiego nowotworu piersi [5, 6]. Wigkszos¢ estrogenéw pochodzacych ze
szlaku aromatazy jest przeksztalcana i magazynowana w organizmie W postaci siarczanow.
Zasob siarczanow estrogenowych, cho¢ biologicznie nieaktywnych, moze znaczaco
przyczyni¢ si¢ do ogélnej estrogennej stymulacji wzrostu nowotworu [2] na drodze,
katalizowanej przez STS, hydrolizy siarczanéw  steroidowych [np., siarczanu
dehydroepiandrosteronu (DHEAS) i E1S], do ich aktywnych form [dehydroepiandrosteronu
(DHEA) i E1] [3].

_\_N NC CN
QO™
— _N

& &

1 2
o]
HyC CH,4 HyC CH,4
<A
N 0
N\\_Z
3 4

Rys.1.1. Struktura chemiczna tamoksyfenu 1, letrozolu 2, anastrozolu 3 i eksemestanu 4.

Ze wzgledu na znaczne podobienstwo do naturalnych substratow (siarczanow
steroidowych), a takze z powodu doskonatego powinowactwa do miejsca aktywnego enzymu,
zwigzki zawierajace w swojej Konstytucji ugrupowanie amidosiarczanowe sa Szeroko
wykorzystywane jako inhibitory STS [7]. Niemniej jednak strategia polegajaca na poprawie
ich wilasciwosci biologicznych poprzez wprowadzenie do struktury zwigzku biologicznie
czynnego atomow fluoru lub ugrupowan fosforoorganicznych nie zostala w peini
wykorzystana.

Powszechnie wiadomo, ze obecnos¢ atomu fluoru w konstytucji zwigzkéw znacznie
wpltywa na ich wlasciwosci fizykochemiczne 1 aktywnos$¢ biologiczng [8], natomiast
pochodne fosforoorganiczne byty juz z powodzeniem wykorzystywane jako skuteczne
inhibitory STS [9].
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Rozdzial 2

Sulfataza steroidowa (STS)

Sulfataza steroidowa dziala poprzez hydrolizowanie arylowych i alkilowych
siarczanow steroidowych, co odgrywa kluczowa role podczas tworzenia aktywnych
biologicznie steroidow. Szerokie rozpowszechnienie STS w catym organizmie powoduje jej
zaangazowanie w liczne procesy fizjologiczne. Chociaz struktura Krystalograficzna sulfatazy
steroidowe] zostata ustalona, to stosunkowo niewiele wiadomo na temat regulacji ekspresji
I aktywnosci tego enzymu. Badania nad regulacjg i inhibicjg STS stymulowane byly przez jej
istotng role w przyczynianiu si¢ do rozwoju hormonozaleznych nowotworow piersi i prostaty.
STS powoduje hydroliz¢ m.in. E1S i DHEAS, odpowiednio do E1 i DHEA, ktore moga by¢
przeksztalcane w organizmie w steroidy wykazujace estrogenne wilasciwosci (estradiol,
androstendiol), indukujace wzrost guzow [3].

Gen dla ludzkiego STS umiejscowiony jest na krotszym ramieniu chromosomu X
i zajmuje obszar 146kb. Jest zbudowany z 10 eksondéw z intronami 0 wielkosci od 102bp do
35kb [3]. Sklonowano i sekwencjonowano ¢cDNA dla sulfatazy steroidowej, ktore koduje
biatko sktadajace si¢ z 583 reszt aminokwasowych z peptydem sygnalnym zawierajacym
21-23 reszty aminokwasowe oraz czteroma potencjalnymi miejscami glikozylacji, z czego
dwa znajduja si¢ na resztach asparaginy 47 i 259 [10, 11]. Inaktywacja genu STS wywotuje
chorobg rybiej tuski X-chromosomalnej. W 80-90% przypadkow, choroba ta jest wynikiem
catkowitej delecji 146kb genu STS oraz istotnych regiondéw towarzyszacych z dalszej czegsci
krotszego ramienia chromosomu X [12]. W niektorych przypadkach przyczyng choroby sa
mutacje w obrebie sekwencji kodujacej gen STS, prowadzace do wytwarzania katalitycznie
nieaktywnej STS [13, 14].

Aktywno$¢ STS zostata po raz pierwszy wykryta w mikrosomach watroby szczura
[15]. Dystrybucja tkankowa STS rozni si¢ znaczaco u réznych ssakéw. Zaobserwowano jej
brak u$winki morskiej, atakze w watrobach niektorych torbaczy [3]. Uwaza sie, ze
U czlowieka jest obecna niemal w calym organizmie w niewielkich ilo$ciach, jednakze jej
najwyzsza ekspresje zaobserwowano w jadrach, jajnikach, nadnerczach, kosciach, prostacie,
skorze, mozgu, phlucach ptodu, trzewiach, btonie $luzowej macicy, limfocytach krwi

obwodowej, aorcie, nerkach, tozysku oraz piersiach [16, 17].
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Rozdzial 3

Biologiczna rola STS

Estrogeny odgrywajg wazng role w stymulacji wzrostu nowotworow tkanek zaleznych
od hormon6éw, m.in. piersi i blony $luzowej macicy [18, 19]. Najwigksze ryzyko 1 najwyzsza
zachorowalno$¢ na raka piersi wystepuje u kobiet po menopauzie, gdy zaprzestana zostaje
produkcja estrogenu w jajnikach. Jednakze u pacjentek tych produkcja estrogenow w dalszym
ciggu zachodzi poprzez obwodowa konwersje androstendionu (Adionu) do El1 z udziatem
kompleksu enzymatycznego aromatazy [20, 21]. U kobiet po menopauzie wskazniki
produkcji dla E1 i estradiolu (E2) mogg wynosi¢ odpowiednio 40 pug /24 hi 6 pg /24 h [22].
Duza czg$¢ powstajacych estrogenéw moze by¢ przeksztalcana w pochodne siarczanowe na
skutek dzialania sulfotransferazy estronowej oraz sulfotransferazy fenolowej. Taka
modyfikacja sprawia, ze charakter tych zwigzkow ulega zmianie z hydrofobowego na
hydrofilowy [23-26]. Interesujgce jest to, ze siarczany estrogenowe majg bardzo niskie
powinowactwo do receptoréw estrogenowych (ER) i1 sg one nieaktywne biologicznie, a takze
ich stezenie w krwioobiegu jest o wiele wyzsze niz estrogenow niezwigzanych [27, 28].
Pochodne siarczanowe moga wigzac si¢ z albuming, przez co maja dhuzszy okres pottrwania
we krwi (do 9 godzin) w poréwnaniu z okresem pottrwania E1 oraz E2 [29]. Wysokie
stezenie E1S w krwioobiegu w potaczeniu z wydtuzonym okresem pottrwania daty podstawe
hipotezie, ze to EIS moze by¢ Zzrédtem biologicznie czynnych estrogendéw powstajacych na
drodze szlaku STS [30-33].

Chociaz u kobiet po menopauzie stezenia E1 oraz E2 w ukladzie krazenia sg nizsze, to
zarowno w nowotworowych, jak i prawidlowych tkankach piersi, ste¢zenia estrogenéow sg duzo
wyzsze [34, 35]. Stezenia E1 oraz E2 w nowotworowych tkankach piersi moze by¢ nawet
10-krotnie wigksze niz w osoczu [28]. Interesujacy jest fakt, Ze pomimo znacznie nizszego
poziomu estrogendow w 0S0CzU U kobiet po menopauzie w poréwnaniu z kobietami przed
menopauzg, ich stgzenie w nowotworowych tkankach piersi jest podobne w obu grupach
kobiet [36, 37]. Trwaja badania nad ustaleniem Zrodla estrogenow w nowotworach piersi.
Obecnie rozwazane sg dwie koncepcje, z czego jedna zaklada wychwyt estrogenow z uktadu
krazenia i wigzanie ich z ER, natomiast wedtug drugiej estrogeny sg produkowane in situ
Z r6znych estrogenowych prekursoréw. Chociaz obie teorie sg prawdopodobne, to fakt, ze

zarowno nowotwory ER pozytywne, jak i1 ER negatywne wykazuja podobne stezenia
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estrogenow, wskazuje, ze lokalna synteza wnosi duzy wkiad w catkowity poziom estrogenow
w tkankach nowotworowych [38, 39].

Mozna wyr6zni¢ trzy szlaki enzymatyczne, ktére odpowiadaja za tworzenie E2
Z androgenowych prekursorow w tkankach piersi. Obejmuja one szlak aromatazy, w ktorym
Adion przeksztatcany jest do E1 oraz dehydrogenazy 17B-hydroksysteroidowej (17B-HSD)
typu 1, redukujacej E1 do E2 (Schemat 3.1.). Sulfataza steroidowa jest odpowiedzialna za
hydrolizowanie kilku siarczanéw steroidowych, takich jak E1S, DHEAS czy siarczan
cholesterolu [3]. Wszystkie te enzymy zostaty zidentyfikowane w nowotworowych tkankach
piersi i btony §luzowej macicy [40, 41], jednak aktywno$¢ aromatazy wykrywana jest jedynie
w 40-60% przypadkdéw guzéw piersi, natomiast aktywnos¢ STS jest obecna w wigkszosci
nowotworow [40, 42]. Ponadto, aktywnos¢ STS wsrod tych nowotworéw jest znacznie
wyzsza niz aromatazy [40], co moze thumaczy¢ 10-krotnie wigkszg ilo$¢ E1 pochodzacego ze

szlaku sulfatazy niz ze szlaku aromatazy [4].

Stymulacjf 9 \Stymulacja
OH OH
Komérka
nowotworowa
HO

Estradiol (E2) Androstendiol (Adiol)

HO

17]3 HSD
17p- HSD

Q‘:§% — /(EC@ /Ol;§t§ /OI;@
0,S0

Androstendion (Adion) Estron (E1) Siarczan Androstendiolu Dehydroepiandrosteron (DHEA)

Sulfotransferaza 17B-HS& / STS

o

J@(Sié |
0350 osso/ijlg:t/§

Siarczan Estronu (E1S) Siarczan Dehydroepiandrosteronu (DHEAS)

STS

Schemat 3.1. Szlak biosyntezy steroidow estrogenowych z udziatem STS. Legenda: AR — aromataza,
ST — sulfotransferaza, Adion — androstenedion, Adiol — androstendiol, 173-HSD — dehydrogenaza
17B-hydroksysteroidowa.

Eksperymenty z wykorzystaniem techniki RT-PCR w czasie rzeczywistym wykazaly,
ze ekspresja mRNA STS w nowotworach piersi jest znacznie podwyzszona [43], co jest

zgodne z obserwowang, zwigkszong aktywnoscia STS wtej tkance. Badania kliniczne
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wykazaty, ze ekspresja mRNA STS moze by¢ traktowana jako wskaznik nawrotu u pacjentek
Z guzem piersi [44].

Réwnolegle z hydroliza EIS do El, STS jest zaangazowana roOwniez
w przeksztatcanie DHEAS do DHEA, androgenu, ktory takze moze przyczynia¢ si¢ do
proliferacji komorek raka piersi i prostaty. Dynamiczne badania nad steroidami wykazaty, ze
DHEA i DHEAS moga dziata¢ jako prekursory steroidow z estrogennymi wlasciwosciami,
np. androstendiolu (Adiolu). Ponadto, istnieja dowody sugerujace, ze DHEAS, DHEA oraz
Adiol mogg stymulowaé proliferacje komorek rakowych piersi invitro iwywolywaé
nowotwory in vivo. St¢zenic DHEAS stwierdzone w osoczu jest bardzo wysokie, gdyz jest to
najobficiej wydzielany steroid przez kore nadnerczy [1]. Podobnie jak E1S, DHEAS ma dtugi
okres pottrwania w osoczu (10-20 godzin), ktory jest zdecydowanie dluzszy niz
niezwigzanego DHEA [45, 46]. Po hydrolizie DHEAS przez STS, DHEA moze ulec redukcji
do Adiolu, androgenowego steroidu, zdolnego do wigzania si¢ z ER oraz powodujacego
mitogeneze [47]. Ze wzglgdu na duze st¢zenia prekursorow Adiolu, ten szlak STS moze

odgrywac istotng role w stymulacji rozwoju nowotworu piersi.
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Rozdzial 4

Miejsce aktywne i mechanizm dziatania STS

Sulfataza  steroidowa  jest H
zwigzana z btonami retikulum >
endoplazmatycznego. Silnie His'2 F(,Iys:m O\SIO Lys*®®
hydrofobowy charakter STS przez }T %’NH\
dhugi czas utrudniat oczyszczanie tego s 0 Eg:\ﬁo
biatka. Dopiero  wykorzystanie NHq* z ::2
optymalnych rozpuszczalnikow o ““""::sl‘cf
i detergentow,  ktore  zapewnity Arg?y\/\K "’\Os‘\\\\ OE:O
odpowiednia ~ ochrone  struktury H T_'\f:'f \‘g Asp’®
I funkcjonalnej integralnosci enzymu, Lys'™ " AspS
zapobiegajac niespecyficznym

Rys.4.1. Struktura miejsca aktywnego STS [3].
agregacjom, umozliwilo skuteczna

izolacje i krystalizacj¢ ludzkiej sulfatazy steroidowej [48], a nastepnie ustalenie jej struktury
krystalograficznej [49].

His485

g ThrdB4

Thr180

Phe488

Rys.4.2. Miegjsce aktywne STS ze znajdujacym sie wewnatrz naturalnym substratem E1S.
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Ze wzgledu na bliskie pokrewienstwo sulfatazy steroidowej z arylosulfatazg A
(ARSA) iarylosulfataza B (ARSB), topologia miejsca aktywnego wszystkich trzech
enzymoéw jest podobna. Cechg charakterystyczng wszystkich sulfataz jest podleganie
modyfikacji posttranslacyjnej polegajacej na konwersji jednej zreszt cysteinowych do
formyloglicyny (FGly) [50-52].

Droga A HO’CH‘O Droga B
|
FGlyS o
/T CH/
H—O (I)
O:?:O
o

HSO,

0
i
Ho—ﬁfah

O Eis

CH

-

HO™ "OH

FGly w formie gem-diolowej

Rys.4.3. Proponowany mechanizm enzymatycznej hydrolizy E1S przez STS.

W stanie spoczynkowym STS w jej miejscu katalitycznym wystepuje siarczanowa
forma gem-diolowa formyloglicyny (FGlyS), ktéra koordynuje do dwuwartosciowego kationu
Ca”* (Rys.4.1.). Regiony katalityczne STS oraz ARSA i ARSB wykazuja wysoki stopieh
homologii. Wszystkie trzy enzymy posiadaja dziewie¢ identycznych reszt aminokwasowych,
ktore odgrywajg istotng rolg w katalizowanej reakcji (trzy reszty kwasu asparaginowego, dwie
reszty histydyny, dwie reszty lizyny, a takze reszta argininy i FGlyS). W przypadku sulfatazy
steroidowe] sg to konkretnie reszty: Asp35, Asp36, Asp342, His136, His290, Lys134,
Lys368, Arg79 i FGly75. Jedyng reszta roznigcg region katalityczny STS od ARSA i ARSB
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jest GIn343 (w przypadku ARSA i ARSB wystepuje reszta asparaginy). Dodatkowo, gdy

naturalny substrat np. E1S, znajduje si¢ w miejscu aktywnym STS, reszty aminokwasowe:

Leu74, Arg98, Thr99, Vall101, Leul03, Leul67, Vall77, Phel78, Thr180, Gly181, Thr484,

His485, Val486 i Phe488 otaczaja rdzen steroidowy, co sugeruje, ze niektore z nich moga

bra¢ udzial w rozpoznawaniu substratu za pomoca oddzialywan hydrofobowych (Rys.4.2.)

[3].

Ze wzgledu na to, iz wystgpowanie formyloglicyny w formie gem-diolowej jest
kluczowe podczas hydrolizy siarczanowych substratow przez ARSA 1 ARSB [53],
prawdopodobny mechanizm konwersji E1S do E1 przez STS dobrze obrazuje Rys.4.3..
Pierwszy etap reakcji enzymatycznej polega na utworzeniu wolnej, gem-diolowej formy
formyloglicyny (FGly) z jej O-siarczanowej pochodnej (FGIyS). Moze to nastepowac na dwa
sposoby:

o poczatkowo O-siarczanowa pochodna gem-diolowa formyloglicyny (FGlyS) rozpada
si¢ do formyloglicyny (FGly), a w kolejnym etapie reaguje z czasteczka wody dajac
wolng, gem-diolowg form¢ formyloglicyny (droga A);

o poprzez bezposredni atak czasteczki wody na atom siarki w O-siarczanowej pochodnej
gem-diolowej formyloglicyny (droga B).

W kolejnym etapie jedna z dwoch wolnych grup hydroksylowych FGly w formie
gem-diolowej atakuje atom siarki E1S uwalniajac E1 i w konsekwencji regenerujac strukture

O-siarczanowej pochodnej gem-diolowej formyloglicyny — FGIyS [3].

"
0=$=0
O
AV
H s
o 07" "NH,

o H -ROH )\O/ H
FGly75 A

Rys.4.4. Proponowany mechanizm inhibicji STS przez inhibitory zawierajace w swojej konstytucji
ugrupowanie amidosiarczanowe (np. EMATE).

Duza grupg inhibitorow STS, ktére zostaty odkryte do tej pory, stanowig zwigzki
zawierajagce w Swojej konstytucji ugrupowanie amidosiarczanowe (rozdziat 5). Podstawnik
amidosiarczanowy inhibitorow STS t.j. EMATE czy 667 COUMATE zostat wprowadzony

18


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

aby nasladowac grupe siarczanowg wystepujacg w naturalnych substratach. W zwigzku z tym
prawdopodobny mechanizm inhibicji tego typu zwiazkdéw rdéwniez angazuje reszte
formyloglicyny. Jeden z proponowanych mechanizméw inhibicji STS, (Rys.4.4.) przez
inhibitory zawierajagce w swojej konstytucji podstawnik amidosiarczanowy, zaktada
nukleofilowy atak na atom siarki inhibitora przez grupe hydroksylowa formy gem-diolowej
formyloglicyny w miejscu aktywnym enzymu. Nie jest obecnie jasne, czy struktura (A)
moglaby by¢ koncowym produktem inaktywacji enzymu, czy tez podlega jeszcze
dodatkowym modyfikacjom [3]. Na Rys.4.5. pokazano jeden z inhibitorow (667 COUMATE)
znajdujacy sie¢ w miejscu aktywnym STS.

Val101

His136

Leul6?7

Rys.4.5. Miejsce aktywne STS ze znajdujagcym si¢ wewnatrz 667 COUMATE.
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Rozdzial 5

Inhibitory STS

Badania nad inhibicjg sulfatazy steroidowej nadal znajduja si¢ na wczesnym etapie
rozwoju, a kliniczne wykorzystanie zwiagzkoéw skierowanych przeciwko temu enzymowi jest
ograniczone. Jednakze na $wiecie mozna zaobserwowaé duze zainteresowanie tym
zagadnieniem i znaczna liczba zaréwno steroidowych, jak i niesteroidowych, potencjalnych

inhibitorow STS jest projektowana oraz badana, rowniez na etapie badan klinicznych [54].

5.1. Alternatywne substraty

Inhibitory, ktore zawieraja co najmniej jedng grupe siarczanowg w SWojej strukturze
sa projektowane aby wspotzawodniczy¢ w wigzaniu si¢ do miejsca aktywnego sulfatazy
steroidowej z naturalnymi substratami tego enzymu, np. E1S, co w konsekwencji utrudnia
jego hydroliz¢ do El. Zwiazki takie sg w zasadzie alternatywnymi substratami dla STS
i oczekuje sie, ze ich grupa siarczanowa jest hydrolizowana przez enzym. Struktury
chemiczne inhibitorow STS dziatajacych jako alternatywne substraty przedstawitem na

(Rys.5.1.).

CF3
Na*0,S0 N
F
R
F F R: Ry Ry
5 0SO;3 6 OH 0SO; 8
. . OH 7 0SO3 0SO; 9

OH OH 10

Rys.5.1. Struktury chemiczne przyktadowych inhibitorow STS dziatajacych jako alternatywne
substraty.

Pierwszymi  tego typu inhibitorami  byly zwigzki zserii  siarczandéw
2-(hydroksyfenylo)-indolu, z ktorych jeden t.j. zwigzek 5 wykazywal wartos¢ ICsp na
poziomie 80 uM [55]. Zdolnos¢ do inhibicji STS zostata stwierdzona wsrod kilku
syntetycznych I naturalnie wystepujacych steroidow, m.in. 3-siarczanu
5-androsten-3p,17p-diolu 6 (stata inhibicji: K;=2 uM) [56]. Flawonoidy, takie jak

4’-siarczan daidzeiny 8 oraz 4’,7-disiarczan daidzeiny 9, réwniez hamowaty aktywno$¢
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sulfatazy steroidowej w sposob kompetytywny (K; odpowiednio 5,9 i 1 uM) [57]. Znaczenie
kliniczne zwigzkow 6, 8 oraz 9 w leczeniu hormonozaleznych nowotworow piersi jest jednak
niewielkie, gdyz ich metabolity - androstendiol 7 oraz daidzeina 10 - wykazuja wtasciwos$ci

estrogenowe [3].

5.2. Inhibitory odwracalne

Jedna z pierwszych, przyjetych przez badaczy strategii dotyczacych projektowania
potencjalnych inhibitoréw sulfatazy steroidowej bylo zastepowanie ugrupowania
siarczanowego, wystepujacego W E1S, resztami  fosforanowymi, fosfonianowymi,
sulfonianowymi, metylenosulfonianowymi, atakze halogenkami sulfonylowymi oraz
grupami: sulfonamidowg i metylosulfonowa. Wiekszos¢ =z uzyskanych wten sposob
pochodnych E1 byta projektowana, aby konkurowa¢ z E1S w wigzaniu si¢ z miejscem
aktywnym enzymu ipozostawa¢ w nim w formie stabilnej, nie ulegajac przemianie
enzymatycznej [3]. Struktury chemiczne inhibitorow STS dziatajacych odwracalnie
przedstawitem na Rys.5.2..

Po odkryciu EMATE [rozdziaf 5.3] oraz w wyniku dalszych prac syntetycznych nad
tym zwigzkiem otrzymano pochodne 11 i 12, ktore jednak w niewielkim stopniu hamowaty
odwracalnie aktywno$¢ STS [58], [59]. Zastgpujac w EMATE atom tlenu w potozeniu
3 innymi heteroatomami [np. S 13 i N 14] otrzymano jedynie stabe inhibitory tego typu [60].
Z drugiej za$ strony pochodne 17a-benzyloestradiolu 15 zawierajace podstawniki 4°-t-butylo
16, 3’-bromo 17 oraz 4’-benzyloksy 18 okazaly si¢ jednymi z najsilniej dziatajacych
inhibitorow odwracalnych STS, jakie zostaty odkryte do tej pory (wykazujac ICso pomigdzy
22 128 nM wobec komorek JEG-3) [61], [62]. Stwierdzono, ze zwigzek 16 jest jedynie
7-krotnie stabszym inhibitorem od EMATE w testach na transfekowanych komorkach
HEK-293 [62]. Ze wzgledu na wystgpowanie niepozadanych wilasciwosci estrogenowych
wsérod wielu 17a-podstawionych zwigzkow opartych na strukturze EMATE, zaprojektowano
seri¢ pochodnych androstenu i pregnenu z grupa amidosiarczanowg 19-21. Najlepszym
inhibitorem odwracalnym STS w tej grupie byt zwigzek 21 (ICsp = 46 nM wobec komorek
HEK-293), ktory dodatkowo nie wykazywal wlasciwosci estrogenowych ani androgenowych
w warunkach in vitro [63].

Inhibitorami  kompetycyjnymi ~ STS  okazaly si¢ pochodne (E)- oraz
(Z2)-4-hydroksytamoksyfenu zawierajace ugrupowanie amidosiarczanowe 22 i23. Badania
z wykorzystaniem preparatu mikrosomalnego z watroby szczurow wykazaty, ze dla izomeru
(E) 22 K;=235.9 uM natomiast dla izomeru (Z) 23 K; przekracza 500 uM [64], co moze
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$wiadczy¢, ze grupa amidosiarczanowa nie jest aktywowana podczas inhibicji jak to ma

miejsce w przypadku EMATE.

OH
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| —R
7
R
R, © X Ry Ry
N—a— O H CHy11 HO H 15
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CN 27
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Rys.5.2. Struktury chemiczne przyktadowych inhibitoréw odwracalnych STS.

Jako potencjalne inhibitory STS =zaprojektowano zwigzki oparte o strukture
2-fenyloindolu 24 i 25, ktére hamowaty konwersje E1S do E1 w komérkach MCF-7 z ICs
rownym odpowiednio 0.3 pM 10.2 uM [65]. Pomimo obecnosci ugrupowania
amidosiarczanowego, mechanizm dzialania tych zwigzkéw okazal si¢ odmienny niz
w przypadku innych inhibitoréw posiadajacych te grupe w swojej konstytucji.

Badania nad tiosemikarbazonowymi pochodnymi madurahydroksylaktonu skutkowaty
otrzymaniem serii inhibitoréw, z ktorych najlepszy - zwigzek 26 - hamowat aktywnos¢ STS

w tozyskowym preparacie mikrosomalnym z K; =0.35 uM i 1C5p = 0.46 pM [66]. Rowniez
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chemicy zfirmy Bayer zidentyfikowali w swojej bibliotece zwigzkéw pochodne
arylopiperazyny 27 i 28, ktore wykazaly zdolno$¢ do inhibicji STS w preparacie biatkowym
z 1C50 na poziomie odpowiednio 48 i 78 nM [3].

Oprécz wymienionych wyzej zwigzkow, ktore zostaty zaprojektowane specjalnie
wcelu hamowania aktywno$ci STS, roéwniez inne eksperymentalne i klinicznie
wykorzystywane $rodki tj. danazol, octan nomegestrolu, demegeston i octan chlormadinonu,
etynyloestradiol, 16a-karbonitryl pregnenolonu, atakze tibolon itamoksyfen oraz ich

metabolity wykazujg wlasciwosci inhibicyjne w stosunku do sulfatazy steroidowej [3].

5.3. Inhibitory nieodwracalne

Wigkszo$¢ dotychczas odkrytych inhibitorow STS dziata w sposéb nieodwracalny.
Jednym z pierwszych inhibitorow, ktory wykazywat taki mechanizm inhibicji byt EMATE
29. Pomimo jego wyjatkowej sity dziatania oraz utrzymywania wysokiej aktywno$ci po
podaniu doustnym, nie moze by¢ stosowany w leczeniu hormonozaleznego raka piersi ze

wzgledu na jego wlasciwosci estrogenowe [67].

5.3.1. Steroidowe inhibitory nieodwracalne

Po odkryciu EMATE, woparciu 0jego struktur¢ projektowano inne steroidowe
inhibitory nieodwracalne sulfatazy steroidowej, ktore wykazywatyby zredukowane
wlasciwo$ci  estrogenowe Ww porOwnaniu ze zwigzkiem macierzystym, a jednocze$nie
hamowalyby aktywno$¢ STS na podobnym poziomie. Struktury chemiczne steroidowych
inhibitorow STS dziatajacych nieodwracalnie przedstawitem na Rys.5.3..

Poczatkowo, podczas projektowania analogbw EMATE przyjeto strategie
wprowadzania dodatkowych ugrupowan (np. 2-propenylo-, n-propylo-, nitro-, metoksy-,
cyjano- oraz halogenkéw) do pierscienia A W pozycje 2 i/lub4 [68]. Analogi EMATE
zawierajace podstawniki elektronoakceptorowe w pierscieniu A wykazywaty podobng lub
wyzszg aktywno$¢ in vitro (np. dla zwigzku 30 1Cso = 30 nM w badaniach na mikrosomalnym
preparacie pochodzacym ztozyska), w przeciwienstwie do pochodnych z duzymi
podstawnikami alifatycznymi, ktore hamowaly aktywno$¢ STS w mniejszym stopniu.
Najlepszymi inhibitorami opartymi o strukture EMATE ze zmodyfikowanym pier§cieniem A
byty zwiazki 31 132, dla ktérych ICsp wynosito odpowiednio 30 nM [69] 139 nM [70]

w badaniach na lozyskowym preparacie mikrosomalnym.
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Rys.5.3. Struktury chemiczne steroidowych inhibitorow nieodwracalnych STS.

Rowniez steroidowe 2°,3’- 1 3°,4’-oksatiazyny skutecznie hamowaty sulfatazg
steroidowa [71]. W serii tych zwigzkow, inhibitorem o najwyzszej aktywno$ci okazal sig
zwigzek 33 (ICso =9 nM przeciwko STS w testach na linii komérkowej MCF-7), ktory
jednoczesnie wykazywat zredukowane wlasciwosci estrogenowe. Mechanizm dziatania tego
inhibitora nie zostat dokfadnie poznany, jednakze prawdopodobnie jest on hydrolizowany
badz metabolizowany in situ do 2-formylo-EMATE 34, ktory inaktywuje enzym W sposob
podobny do EMATE.

Poszukujac analogbw EMATE, wykazujacych ograniczone wtasciwos$ci estrogenowe,
poddano modyfikacji takze pierécien D steroidowego rdzenia. Pierwszy tego typu inhibitor
uzyskano przez redukcje grupy karbonylowej znajdujacej si¢ w pozycji 17. Zwigzek 35
hamowal aktywno$¢ STS na podobnym poziomie jak EMATE 1 wykazywat stabsze

wiasciwosci estrogenowe [69].
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Wprowadzenie podstawnikow hydrofobowych do pierscienia D EMATE rowniez
doprowadzito do otrzymania inhibitorow o znacznie zredukowanych wlasciwosciach
estrogenowych przy zwigkszonym potencjale inhibicyjnym. Pochodne 36 i37, ktore
zawieraly n-heptylowy tancuch alifatyczny bardzo silnie hamowaly aktywnos¢ STS
(w przypadku obu zwigzkéw ICso=0.4nM w testach na komoérkach MDA-MB-231).
Badania na komodrkach MCF-7, ktorych proliferacja jest stymulowana obecno$cig
estrogenoéw, wykazaty brak znaczacych wlasciwosci estrogenowych zwigzkow 36 i 37, nawet
w stezeniach 2000-krotnie wyzszych niz ich 1Csy. Dodatkowy tancuch hydrofobowy zostat
zaprojektowany, aby pomodc zakotwiczy¢ inhibitory w blonach komoérkowych, w ktorych
wystepuje STS [72].

Jak opisatem wczesniej [rozdziat 5.2] modyfikacja estradiolu podstawnikami
hydrofobowymi prowadzi do otrzymania odwracalnych inhibitorow STS. Gdy do dwoch
takich zwigzkow (17a-benzylo-E2 15 oraz 17a-(4’-t-butylo)-benzylo-E2 16) wprowadzono
dodatkowe ugrupowanie amidosiarczanowe (zwiazki 38 i 39) otrzymano pochodne dziatajace
nieodwracalnie w sposob podobny do EMATE. Okazaly si¢ one odpowiednio 5- i 14-krotnie
silniej hamowa¢ in vitro konwersj¢ E1S do E1 w homogenacie transfekowanych komorek
HEK-293 niz EMATE [73]. Testy wykazaty, ze zwiazki 38 i 39 hamuja aktywno$¢ STS,
z odpowiednio 600 i 55 razy wicksza skutecznoscig niz ich fenolowe zwiazki macierzyste 15
i 16, co potwierdza kluczowa role ugrupowania amidosiarczanowego w inaktywacji sulfatazy
steroidowej. Ze wzgledu na znaczny potencjal inhibicyjny pochodnych fenolowych,
przypuszcza si¢, ze po inaktywacji STS przez inhibitor 39, uwolniony zwigzek 16 hamuje
odwracalnie pozostatg ilo$¢ sulfatazy steroidowej, ktora po inhibicji nieodwracalnej pozostata
jeszcze aktywna. Niestety, zwigzek 39 wykazuje wlasciwos$ci estrogenowe, co uniemozliwia
jego ewentualne wykorzystanie terapeutyczne [63, 74].

Po odkryciu, iz wprowadzenie do struktury EMATE grupy metoksylowej w pozycji 2
skutkuje redukcja estrogenowosci [69], zaprojektowano zwigzki 40 i 41 [75], ktore okazaty
si¢ rownie silnymi inhibitorami jak ich odpowiedniki pozbawione tego podstawnika: 38 i 39.
Ponadto inhibitor 41 nie wykazywat wtasciwosci estrogenowych w testach in vivo.

Dalszy rozwdj analogdéw estradiolu jako inhibitoréw STS doprowadzit do otrzymania
dwoch serii 17a-piperazynometylowych pochodnych zawierajacych w pozycji 3 wolna grupe
hydroksylowa lub ugrupowanie amidosiarczanowe. W obu seriach, najwyzsza aktywnos¢
wykazaty zwiazki posiadajacych ten sam rdzen 42 i43. Przy stgzeniu 1 nM pochodna 43

hamowata dziatanie sulfatazy steroidowej w 94 %, podobnie jak inhibitory 38 i 39. Analog
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z wolng grupg hydroksylowa 42 okazat si¢ przy tym mniej skuteczny od inhibitorow 15 i 16
[76].

Kolejna modyfikacja zwigzana byla zrozmiarem pierscienia D EMATE, co
doprowadzito do otrzymania szeregu N-podstawionych pochodnych piperydynodionu. Dwa
zwigzki: 44 i 45 charakteryzowaly sie wyjatkowo wysoka aktywnoscig inhibicyjng przeciwko
STS zICsp na poziomie 1nM w testach na preparacie mikrosomalnym pochodzacym
z tozyska (wtym samym badaniu ICsy dla EMATE wyniosto 18 nM) [77]. Analogiczna
pochodna niepodstawiona na atomie azotu 46 takze hamowata dziatanie STS w sposob
poréwnywalny z EMATE (ICso =20 nM), co $wiadczy o tym, iz piperydynodion dobrze
nasladuje pierscien D EMATE. W wyniku badan na szczurach ustalono, ze po podawaniu
doustnym przez 5 dni zwigzkow 44 i45 w dawce 10 mg/kg/d, inhibicja STS w watrobach
wyniosta 99 % [78]. Stwierdzono roéwniez, iz wspomniane inhibitory sa pozbawione

wiasciwosci estrogenowych.

5.3.2. Niesteroidowe inhibitory nieodwracalne

Od dawna wiadomo, ze $rodki niesteroidowe oraz ich metabolity, zaprojektowane do
potencjalnego wykorzystania terapeutycznego, w mniejszym stopniu wywotuja niepozadane
efekty endokrynologiczne invivo niz ich steroidowe odpowiedniki. Poczatkowa strategia
projektowania niesteroidowych inhibitorow nieodwracalnych sulfatazy steroidowej (Rys.5.4.)
byta synteza zwigzkow, zawierajacych w swojej strukturze elementy nasladujace pierScienie
A i B EMATE. Przyktadami inhibitorow STS otrzymanych na drodze takiego podejscia byly
pochodne tetrahydronaftalenu oraz  dietylostilbestrolu  posiadajace  ugrupowania
amidosiarczanowe: 47-49. Analiza inhibicji wywotywanej przez te zwigzki doprowadzita do
wniosku, iz skondensowany uktad wielu pierScieni nie jest niezbedny aby skutecznie
hamowa¢ aktywnos¢ STS [3].

Jako skuteczne inhibitory STS zaprojektowano rowniez n-alkanoilowane pochodne
tyraminy z ugrupowaniem amidosiarczanowym. Najlepszy z tej serii, zwigzek 50, hamowat
aktywnos$¢ sulfatazy steroidowej pochodzacej =z ludzkich mikrosomow tozyskowych
Z 1C50 =55.8 nM [79]. Przypuszcza si¢, ze fenylowy pierscien tych pochodnych nasladuje
pierscien A EMATE, podczas gdy ugrupowanie amidowe wpltywa na inhibicje poprzez
generowanie wigzan wodorowych [80]. Inne otrzymane analogii nalezace do tej klasy
inhibitorow 51-54 cechowaly si¢ jedynie umiarkowang zdolnosciag do hamowania aktywnosci

STS w mikrosomach tozyskowych (obserwowano ICsy na poziomie 10-40 uM) [69].
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Stwierdzono, ze inhibicje STS moga wywola¢ réwniez proste estry kwasu
benzoesowego, pochodne  benzenu I ketonow  fenylowych  z ugrupowaniem
amidosiarczanowym. Jeden ztakich zwiazkéw, posiadajacy dodatkowy pierscien
cyklooktylowy 55, hamowal aktywno$¢ STS z ICso =170 nM w tozyskowym preparacie
mikrosomalnym [81].

Inhibitorami, ktoérych rdzen mial nasladowac pierscienie A i B EMATE, byly
bicykliczne kumaryny zawierajace ugrupowanie amidosiarczanowe. Jeden z prostszych tego
typu zwigzkow, 56, hamowal aktywnos¢ STS w komoérkach MCF-7 z ICsp na poziomie
380 nM (3-krotnie silniej niz zwigzek 47). Podczas projektowania tej klasy inhibitorow, po
raz pierwszy zwrdocono uwage na zalezno$¢ pomiedzy wartosciami pKa macierzystych fenoli,
a aktywnoscig ich pochodnych amidosiarczanowych. Stwierdzono, ze obserwowana
w przypadku amidosiarczanéw kumaryny zwiekszona zdolno$¢ do inhibicji STS - w stosunku
do amidosiarczanu tetrahydronaftalenu - jest spowodowana obecno$cig nienasyconego
pierscienia laktonowego, ktéry obniza wzgledng wartos¢ pKa reszty fenolowej uwalnianej po
inaktywacji enzymu [82].

Kolejne badania nad amidosiarczanowymi pochodnymi kumaryny doprowadzily do
wniosku, iz wprowadzenie hydrofobowych podstawnikow w pozycje 3 i/lub 4 kumarynowego
rdzenia prowadzi do otrzymania bardziej aktywnych inhibitorow sulfatazy steroidowe;j.
Dlatego tez zostala opracowana seria tricyklicznych kumaryn zawierajacych ugrupowanie
amidosiarczanowe. Najskuteczniejszy w tej serii, zwigzek 57 (667 COUMATE), hamowat
STS w tozyskowym preparacie mikrosomalnym z ICsp =8 nM (okoto 3-krotnie bardziej
efektywnie niz EMATE) [83, 84]. Stwierdzono, ze wartos¢ K; dla zwigzku 57 wynosi 40 nM
I jest znacznie mniejsza niz w przypadku EMATE (K;=670 nM) [84]. Odkrycie to
doprowadzito do wniosku, iz zredukowana wartos¢ ICso dla tego niesteroidowego inhibitora
w porownaniu z EMATE, jest spowodowana wyzszym powinowactwem 667 COUMATE do
miejsca aktywnego enzymu. Ponadto stwierdzono, ze fenolowy prekursor kumarynowy 58
(pKa = 8.5) jest lepsza grupa opuszczajaca od E1 (pKa = 10).

Powigkszenie alifatycznego pier§cienia tricyklicznych pochodnych kumaryny
zawierajacych ugrupowanie amidosiarczanowe, doprowadzito do otrzymania zwigzku 59
(ICs0 =1 nM w badaniach na mikrosomach tozyskowych) [85], ktéry w warunkach in vivo
nieznacznie skuteczniej hamowat aktywno$¢ STS w watrobie szczuréw w poréwnaniu
z 667 COUMATE (odpowiednio 89 % i 86 % inhibicji STS przy dawce doustnej 1 mg/kg).

Niespodziewanie pochodna 60, ktorej ICsp w testach in vitro byto 370-krotnie wyzsze niz dla
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zwigzku 59, okazata si¢ najsilniejszym inhibitorem invivo z calej serii tricyklicznych
kumaryn (94 % inhibicji STS przy dawce doustnej 1 mg/kg) [85].

Ze wzgledu na podobienstwo strukturalne naturalnie wystepujacych flawonoidéw do
estrogenow, zaprojektowano seri¢ pochodnych flawondéw, izoflawondéw i flawononow
z ugrupowaniem amidosiarczanowym. Otrzymane inhibitory 61-63 okazaty sie jednak
hamowac¢ aktywno$¢ STS w sposob umiarkowany [69, 86]. Badania nad tg klasg zwigzkow
daty poczatek serii amidosiarczanow z rdzeniem chromenonowym i tiochromenonowym,
wsérod  ktorych  zwigzek 64 wyrdznial si¢  warto$cig 1Cso=0.34 nM  w testach na
oczyszczonym enzymie [87, 88]. Jednakze w badaniach komoérkowych, stwierdzono
wlasciwosci estrogenowe testowanego zwiazku, gdyz stymulowat on wzrost komérek MCF-7
[89].

Ze wzgledu na wysoka skuteczno$¢ inhibitoréw opartych na strukturze E2, t.j. zwigzek
39, opracowano szereg niesteroidowych analogéw zawierajacych reszte arylowa podstawiong
w pozycji 4. Najlepszy inhibitor w tej serii, 65, hamowatl aktywno$¢ sulfatazy steroidowej
Z 1C50 = 0.4 nM i okazat si¢ znacznie skuteczniejszy niz EMATE (ICsp = 0.9 nM) w badaniu
na homogenacie komorek HEK-293 transfekowanych STS [74].

Stabymi inhibitorami sulfatazy steroidowej okazaly si¢ rowniez pochodne bifenylu
zawierajagce w Swojej strukturze ugrupowanie amidosiarczanowe. Zwigzek 66 hamowat
aktywno$¢ STS w lozyskowym preparacie mikrosomalnym z ICso = 3.5 uM [90].

Aktywnos$¢ inhibicyjng wobec STS wykazuja pochodne benzofenonu zawierajace
w swojej strukturze jedng lub dwie reszty amidosiarczanowe. Zwigzek 67 (Rys.5.5.) okazat
si¢ hamowac¢ aktywnos$¢ STS na poziomie 98.7 % w tescie in vitro z liniami komorkowymi
MCF-7 oraz 84 % w tescie in vivo W watrobie szczuréw [91]. Pomimo, ze wprowadzenie do
struktury benzofenonu jednego ugrupowania amidosiarczanowego sprzyja inhibicji enzymu to
obecnos¢ dwoch znacznie poprawia skuteczng inaktywacje STS [92].

Stosunkowo silnymi inhibitorami STS okazaly si¢ takze pochodne winylobenzenu
Z resztg amidosiarczanowa wprowadzona w pozycje para, ktorych przyktadem jest analog 68.
Wartosci ICso dla wszystkich zwigzkow w serii zawieraty si¢ w przedziale od 12 do 99 nM
w tescie na rekombinowanej ludzkiej STS [93].

Wiele pochodnych benzotiofenu zawierajacych w swojej konstytucji ugrupowanie
amidosiarczanowe zostalo otrzymanych jako inhibitory STS. Ponad 60 tego typu zwigzkéw
przebadano pod katem zdolno$ci do hamowania aktywnosci STS w tescie z linia komorkowa

JEG-3 bedacg zrodlem enzymu (wartosci ICso miescity si¢ w zakresie od 2.5 do 744 nM).
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| tak na przyktad aktywnos$¢ analogu 69 byla wysoka izblizona do 667 COUMATE 57
uzytego jako zwigzek odniesienia [94, 95].
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Rys.5.5. Struktury chemiczne niesteroidowych inhibitoréw nieodwracalnych STS.

W ostatnim czasie otrzymano seri¢ inhibitorow STS na bazie N-podstawionych
pochodnych 1,2,3,4-tetrahydroizochinoliny zawierajacych w swojej konstytucji ugrupowanie
amidosiarczanowe. Najskuteczniejszym inhibitorem okazat si¢ analog 70, ktory hamowat
aktywno$¢ STS z 1Csp na poziomie 3.9 nM w tescie z transfekowanymi komorkami HEK-293.
Ponadto stwierdzono, ze zarowno zwigzek 70, jak ijego fenolowy odpowiednik 71 nie
wykazuja niepozadanych wlasciwosci estrogenowych wobec komorek T47D [96].

Wysoka aktywno$¢ inhibicyjng wobec STS stwierdzono rowniez dla N-acylowanych
pochodnych 4-aminofenolu zawierajacych w strukturze ugrupowania amidosiarczanowe.
Najwyzsza aktywno$¢, W tescie enzymatycznym na lizacie z komorek JEG-3 Z podwyzZszong
ekspresja STS, oznaczono dla analogu 72, ktéry hamowat prace enzymu w 72.0 % oraz
55.7 % w stezeniach odpowiednio 20 uM oraz 10 pM. Ponadto, w eksperymencie z zywymi
komoérkami JEG-3, zwigzek 72 hamowatl aktywno$¢ STS na poziomie 86.1 % przy stezeniu
10 uM, awarto$¢ ICso wyniosta 0.421 uM, co $wiadczy o skutecznej penetracji bion
biologicznych komorek nowotworowych JEG-3 [97].
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5.4. Inhibitory fosforowe.

Strategia projektowania inhibitorow, polegajagca na zastgpieniu ugrupowania
siarczanowego znajdujgcego si¢ w strukturze naturalnych substratow STS, nie ograniczyta si¢
jedynie do wprowadzania podstawnika amidosiarczanowego. Do bardzo licznej klasy
zwigzkow, ktora jest obecnie intensywnie rozwijana W zespole prof. Rachonia w Katedrze
Chemii Organicznej Wydzialu Chemicznego Politechniki Gdanskiej, nalezg pochodne
zawierajagce w swojej konstytucji rozmaite grupy fosforowe, m.in. fosforanowe,

amidofosforanowe, tiofosforanowe i amidotiofosforanowe.
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W ostatnich  latach  otrzymano pokazng biblioteke nowych, fosforowych
I tiofosforowych estrow tricyklicznych kumaryn 73 [98, 99], N-alkanoilowanych tyramin 74
[100], bifenyli 75 [101] i flawonoéw 76 [102] jako potencjalnych inhibitorow STS (Rys.5.6.).
Wsrod szerokiej gamy otrzymanych analogdéw, najwyzsza aktywnos¢ inhibicyjng wobec
enzymu wyizolowanego z tozyska ludzkiego oznaczono dla zwigzku 77, dla ktorego warto$¢
ICs0 wyniosta 390 nM. Chociaz mechanizm inhibicji wywotywanej przez analog 77 nie zostal
poznany, to analizy z zakresu modelowania molekularnego wskazaty na mozliwos$¢ migracji
calej grupy fosforanowej inhibitora lub metylacji jednej z reszt aminokwasowych (FGly75 —
rozdziat 3) biorgcych udziat w reakcji enzymatycznej co prowadzi do inaktywacji STS [100].

W 2015 roku wtym zespole otrzymano dwie serie tiofosforowych pochodnych
bikumaryn 78 [103] oraz biflawonéw 79 [102]. Najwyzsza aktywnos¢ inhibicyjna
zaobserwowano dla zwigzku 80, ktéory hamowal STS zICsp = 860 nM, w teScie na
oczyszczonym enzymie. Wyniki dokowania molekularnego sugerowaty, ze tego typu zwiazki
moga by¢ wigzane do miejsca aktywnego STS w sposob odmienny od pozostatych
fosforowych inhibitorow STS — zwiazkow 73-77. Wyniki modelowania molekularnego
wskazaty, ze pochodne 78 i 79 moga wigzac si¢ i catkowicie wypetnia¢ miejsce aktywne

enzymu, zapobiegajac hydrolizie naturalnych substratow [103].
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Rozdzial 6

Dokowanie molekularne

Obecnie liczba bialek, dla ktérych poznana zostata struktura trojwymiarowa szybko
rosnie. Jest to spowodowane rozwojem technik umozliwiajacych wyznaczanie struktur
przestrzennych biomolekut, t.j. rentgenografia krystalograficzna [104].

Metody obliczeniowe staty si¢ kluczowym etapem projektowania nowych srodkow
terapeutycznych, zarowno podczas identyfikacji zwigzkéw wiodgcych, jak iich
optymalizacji, atakze jako element wirtualnego przeszukiwania struktur. Jedna z technik —
dokowanie matych czgsteczek do miejsc aktywnych biomolekut — byta intensywnie rozwijana
we wczesnych latach 80-tych XX wieku i nadal jest szeroko wykorzystywana przez $wiat
nauki. Dokowanie molekularne stosuje si¢ przede wszystkim podczas identyfikacji zwigzkow
wiodacych, gdy znana jest jedynie struktura celu molekularnego, np. biatka i jego miejsca
aktywnego. Podobne obliczenia sg wykonywane w celu okreslenia wtasciwosci i1 zachowania
si¢ struktur wiodgcych poddawanych procedurom optymalizacji w miejscu aktywnym
biomolekut przed ich synteza [104].

Procedura dokowania molekularnego obejmuje przewidywanie konformacji ligandu
oraz jego orientacji w obrebie miejsca wigzania biomolekul. Mozna wyrdézni¢ dwa
podstawowe cele dokowania: mozliwie dokladne modelowanie struktur oraz poprawne
przewidywanie aktywnosci. Jednakze okreslanie wtasciwos$ci odpowiedzialnych za dziatanie
biologiczne ligandow a takze wplywu modyfikacji strukturalnych na te wilasciwosci jest
czgsto ztozone itrudne do przewidzenia, szczegodlnie podczas symulacji komputerowych.
W zwigzku ztymi ograniczeniami dokowanie jest zazwyczaj wieloetapowym procesem,
w ktorym kazdy nastepny etap wprowadza dodatkowa liczbe stopni ztozonosci.

Procedura rozpoczyna si¢ od wykorzystania odpowiedniego algorytmu dokujacego,
ktory umieszcza ligand w miejscu aktywnym. Etap ten jest do§¢ skomplikowany, gdyz nawet
stosunkowo proste czgsteczki organiczne mogag charakteryzowaé si¢ wieloma stopniami
swobody konformacyjnej. Prébkowanie stopni swobody musi by¢ przeprowadzone
z doktadnos$cia umozliwiajaca identyfikacje konformacji najlepiej dopasowanej do struktury
receptora w mozliwie krotkim czasie, aby oceni¢ tysigce konformacji podczas jednej analizy.
Algorytmy dokujace zwigzane sg z funkcjami (tzw. scoring functions), ktore s3 odpowiednio

definiowane, tak aby mozliwie doktadnie okres§li¢ potencjalng aktywnos$¢ biologiczng na
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podstawie oddzialtywan pomiedzy ligandem a celem molekularnym. Pierwsze tego typu
funkcje opieraty si¢ na przyblizonych obliczeniach dotyczacych ksztattu molekut oraz
komplementarno$ci elektrostatycznej. Po wstepnej selekcji optymalnych struktur sg one
analizowane z wykorzystaniem bardziej zlozonych systemow punktujgcych, ktore
uwzgledniajag m.in. oddzialywania elektrostatyczne i van der Waalsa oraz efekty entropowe
i solwatacyjne.  Dodatkowe  problemy, t].: ograniczona  rozdzielczo$¢  struktur
krystalograficznych, naturalna elastyczno$¢ i zmiany konformacyjne wystepujace podczas
wigzania liganda oraz oddzialywania z czasteczkami wody sprawiaja, iz dokowanie
molekularne jest procedurg wyjatkowo ztozong [104].

Jednym z programéw zaprojektowanych z mysla o dokowaniu molekularnym oraz
wirtualnych analizach przesiewowych jest AutoDock Vina. Wykorzystanie zaawansowanego
algorytmu optymalizacji prowadzi do generowania struktur charakteryzujacych si¢ coraz
doktadniejszym dopasowaniem. Ponadto, dzigki wielowatkowosci, AutoDock Vina
umozliwia znaczne skrocenie czasu analizy angazujac w obliczenia wiele procesorow.
Formatem plikow strukturalnych w AutoDock Vina jest PDBQT, bgdacy rozszerzeniem
formatu PDB, ktory wykorzystywany jest rowniez w AutoDock 4. Ta kompatybilnos¢
umozliwia tatwe uzytkowanie Vina obejmujace m.in. przygotowanie plikow startowych,
definiowanie przestrzeni przeszukiwania i wizualizacj¢ wynikdw za pomocg oprogramowania
opracowanego na potrzeby programu AutoDock (t.j. AutoDock Tools). Dodatkowo, reczne
wybieranie typow atomow i tworzenie plikéw mapowych z siatka wspotrzednych, a takze
okreslanie parametréw przeszukiwania nie jest konieczne, gdyz AutoDock Vina oblicza je
szybko i automatycznie, a wyniki analizy sg odpowiednio grupowane przez program [105].

Jednym  z pierwszych etapow poprzedzajagcych procedure dokowania jest
przygotowanie odpowiednich modeli receptorow oraz zaprojektowanie  struktur
molekularnych ligandow.

Odpowiednie przygotowanie receptora do procedury dokowania sktada si¢ z wielu
etapow. Podstawowa struktura biomolekuly najczeSciej zapisana jest jako plik w formacie
PDB, w ktorej brak jest zdefiniowanych wspotrzednych dla atoméw wodoru. Ponadto
znajduja si¢ wnim informacje dotyczace ligandow wykrystalizowanych wspdlnie
z receptorem [106]. Typowa procedura przygotowawcza obejmuje:

1. Import struktury receptora wraz z wszystkimi ligandami do odpowiedniego programu.
2. Lokalizacje czasteczek wody, ktore biora udzial w wigzaniu ligandéw i usunigcie
wszystkich pozostatych.

3. Uproszczenie multimerycznych kompleksow:
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e Okreslenie czy kompleks receptor — ligand jest dimerem lub innym multimerem,
e Usunigcie zbednych miejsc wigzania i duplikatow tancuchow (jesli struktura jest
multimeryczna).

4. Modyfikacje receptora, jonow metali 1 kofaktorow:

e Naprawe¢ powaznych btedow w strukturze receptora (szczegdlnie gdy wystepuja

W poblizu miejsca aktywnego).

e Sprawdzenie struktury receptora pod katem jonow metali 1 kofaktorow.
e Usunigcie wigzan z jonami metali i poprawa ich formalnych tadunkow.
e Definiowanie fadunkéw i1 typow atomédw dla jondw metali.

¢ Definiowanie dlugosci wigzan i tadunkéw dla kofaktorow.

e Korekcje¢ orientacji grup funkcyjnych reszt aminokwasowych.

5. Kontrole i korekcje dtugosci wigzan i formalnych tadunkow dla ligandow.

6. Kontrolg i korekcj¢ standw jonizacji oraz tautomeryzacji dla receptora i liganda.

7. Optymalizacj¢ struktury — relaksacja wszelkich naprezen wywotanych modyfikacjami
struktury.

8. Koncowa kontrole przygotowanej struktury: sprawdzenie formalnych tadunkéw, stopnia
sprotonowania i orientacji grup funkcyjnych tj. grup hydroksylowych czy amidowych oraz
wody [106].

Wiele z wymienionych wyzej etapow przygotowania receptora mozna wykonaé
automatycznie za pomocg m.in. modulu Protein Preparation Wizard bedacego czescia
programu Maestro. Modut ten umozliwia modyfikacje surowej struktury receptora
(m.in. uzupetnienie brakujacych atomow wodoru, korekcje dtugosci wiazan, tadunkow oraz
orientacji grup funkcyjnych) do stanu pozwalajacego na wykorzystanie podczas procedury
dokowania przeprowadzanej przez program AutoDock Vina [106].

Wiele programow zaprojektowanych na potrzeby modelowania molekularnego
umozliwia przygotowanie struktur ligandow, ktére maja by¢ dokowane do miejsc wigzania
receptordow podczas procedury dokowania. Jednym znich jest HyperChem, ktory jest
wszechstronnym  programem  umozliwiajacym  modelowanie  1edycje  struktur
z wykorzystaniem obliczen z zakresu mechaniki molekularnej i kwantowej. HyperChem
pozwala w sposob tatwy budowa¢ molekuty, atakze monitorowac efekty pracy dzieki
prostemu interfejsowi graficznemu. Za pomoca odpowiednich narzedzi (Drawing Tool)
mozliwe jest konstruowanie dwuwymiarowej reprezentacji ligandow, a nastepnie

generowanie ich trojwymiarowej struktury. Panel Model Builder umozliwia uzupenianie

35


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

atoméw wodoru, manipulacj¢ parametrami wigzan i katow oraz tadunkami podczas budowy
modelu. Ponadto HyperChem wyposazony jest W baze aminokwasow 1kwasow
nukleinowych dzigki czemu mozna bardzo szybko tworzy¢ polimery zbudowane z wielu
podjednostek [107].

Program HyperChem umozliwia réwniez obliczenia wlasciwosci, wygenerowanych
i dobrze zdefiniowanych strukturalnie molekul. Obliczenia te czgsto wymagaja
doprowadzenia struktury liganda do stanu odpowiadajgcemu minimum energetycznemu na
powierzchni energii potencjalnej, dlatego tez HyperChem jest wyposazony w szereg modutow
optymalizujacych geometri¢ czasteczek. Odpowiednio przygotowane struktury molekut mogag
by¢ wykorzystywane w obliczeniach z zakresu dynamiki molekularnej czy dokowania
molekularnego [107].

Chociaz AutoDock Vina moze by¢ uzytkowany z wykorzystaniem oprogramowania
AutoDock Tools, ktore umozliwia analize i wizualizacje wynikow dokowania, to istnieje
szereg narzedzi komputerowych zaprojektowanych z myslg o graficznej reprezentacji struktur
molekularnych, np. program VMD.

VMD jest programem graficznym, stuzacym do wizualizacji systemow
molekularnych, zwtaszcza biopolimeréw tj. biatka i kwasy nukleinowe. VMD umozliwia
jednoczesng prace nad dowolng liczbg struktur z wykorzystaniem szeregu stylow
obrazowania i metod koloryzacji. Czasteczki sg wyswietlane w postaci jednej lub wigkszej
liczby ,reprezentacji”, definiujacych podzbiory atomow. Kazdej zreprezentacji mozna
przypisa¢ indywidualny styl wizualizacji i kolory, akontrola nad programem moze by¢
prowadzona zar6wno poprzez interfejs graficzny, jak 1 tekstowy. VMD umozliwia réwniez
tworzenie wysokiej jako$ci obrazow, atakze animacji symulacji dynamiki molekularnej

[108].
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Rozdzial 7

Atom fluoru w zwigzkach biologicznie czynnych

Wprowadzanie podstawnikéw zawierajacych atomy fluoru do struktury zwigzkow
biologicznie aktywnych stalo si¢ powszechng praktyka w rozwoju potencjalnych srodkow
terapeutycznych. Chociaz do 1957 roku nie zostal opracowany zaden lek zawierajacy
w swojej konstytucji atom fluoru to obecnie w sprzedazy dost¢pnych jest wiele Srodkow
terapeutycznych posiadajagcych w swojej strukturze atom fluoru, stanowiacych okoto 20 %
wszystkich farmaceutykéw [109-111]. Do 2007 roku najczesciej stosowanymi lekami
zawierajacymi w Strukturze atom fluoru sa: antydepresyjny Prozak 81, obnizajacy poziom
cholesterolu Lipitor 82 oraz antybakteryjny Ciprobay 83 (Rys.7.1.) [8].
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Rys. 7.1. Struktura chemiczna lekéw zawierajacych w strukturze atom fluoru.

Obecnos¢ atomu fluoru w konstytucji potencjalnego leku wptywa nie tylko na jego
wlasciwos$ci fizykochemiczne lecz rowniez w duzym stopniu na wchtanianie, dystrybucje
oraz wydalanie z organizmu. W ostatnim czasie stwierdzono rowniez, ze fluorowe analogi
zwigzkow biologicznie czynnych charakteryzuja si¢ poprawiong stabilno$cig metaboliczng
W organizmie (co ma zwigzek z obnizeniem podatnosci na utlenianie grup funkcyjnych
znajdujacych si¢ w sasiedztwie atomu fluoru na drodze enzymatycznej oksydacji
przeprowadzanej przez cytochrom P450) [112]. Chociaz efekty indukcyjne zwigzane
z wprowadzeniem fluorowanych podstawnikéw (powodujagce m.in. zmiany we
wiasciwosciach kwasowo-zasadowych) sg bardzo dobrze poznane, to dopiero w ostatnim

czasie zaobserwowano wptyw wigzan C-F na zdolno$¢ do wigzania si¢ czasteczki w miejscu
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aktywnym celu molekularnego na drodze efektéw stereoelektronowych lub bezposredniego

kontaktu z resztami aminokwasowymi biatka [8].

7.1. Aspekt syntetyczny

Chociaz elementarny F, zostal otrzymany juz w 1886 roku, to jego wysoka
reaktywnos¢ na dlugo ograniczata mozliwosci fluorowania zwigzkéw w preparatyce
organicznej. Sytuacja ta ulegta zmianie dopiero w latach siedemdziesigtych XX wieku, kiedy
to opracowano selektywne $rodki fluorujgce, ktére mogly by¢ bezpiecznie wykorzystane
w laboratoriach [113-115].
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Rys. 7.2. Struktura chemiczna wybranych srodkéw fluorujacych.

Obecnie na rynku mozna odnalez¢ wiele $rodkéw fluorujacych dostepnych
komercyjnie. Przykladami nukleofilowych reagentéw wykorzystywanymi do tworzenia
wigzan C-F sg zwigzki DAST 84 [116], DFI 85 [117] oraz Deoxofluor 86 [118] (Rys.7.2.).
Odczynniki te pozwalaja na transformacje alkoholi w monofluorki, atakze zwigzki
karbonylowe w gem-difluorki. Opracowano réwniez odczynniki fluorujace o charakterze
elektrofilowym zawierajace w konstytucji ugrupowania RoN-F lub R3N*-F, do ktorych naleza
Slectfluor 87 oraz NFSI 88 [113]. Dogodng metodg wprowadzania grupy trifluorometylowej
do konstytucji zwigzkéw organicznych jest zastosowanie trimetylo-trifluorometylosilanu 89

[113] lub niedawno opracowanych reagentdow na bazie trifluoroacetamidow, ktorych
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przyktadem moze by¢ analog 90 [119]. Niestety, wiekszo$¢ z tych reagentow jest do$¢ droga
I wykorzystywana jedynie w skali laboratoryjne;j.

1.2. Wilasciwosci fizykochemiczne oraz farmakokinetyczne fluorkow
organicznych

Ze wszystkich wystepujacych pierwiastkow, fluor charakteryzuje si¢ najwyzsza
elektroujemnoscia. Wigzanie C-F jest jednym 2z najsilniejszych wsréd wszystkich
wystepujacych wigzan chemicznych. Obecnos¢ atomu fluoru powoduje réwniez wzmocnienie
sity sgsiadujacych wigzan pojedynczych C-C oraz ostabienie podwojnych wigzan allilowych
C=C [120]. Bardzo niska polaryzowalnos$¢ tego atomu wptywa réwniez na sit¢ oddzialywan
miedzyczasteczkowych [121].

Obecnie atom wodoru bardzo czgsto zastgpuje si¢ atomem fluoru w zwiagzkach
organicznych o aktywnosci biologicznej. Wprowadzenie atomu fluoru do struktury czasteczki
wplywa znacznie na zmiany dlugosci wiazan, objeto$¢ i1 promienie van der Waalsa. Diugos¢
wigzania C-F (1.41 A) jest w rzeczywistoéci o wiele bardziej zblizona do wigzania C-O
(1.43 A) niz C-H (1.09 A). Objetosé¢ van der Waalsa ugrupowania trifluorometylowego (CFs)
mozna porownaé¢ do tej obserwowanej w przypadku grupy etylowej (CHsCH,), jednakze
ksztalt obu tych podstawnikow jest znaczgco odmienny [8]. Pomimo doniesien [120]
0 zamiennos$ci grupy CF3 i izopropylowej ((CH3),CH), nalezy mie¢ na uwadze, ze podstawnik
izopropylowy ma znacznie wigksza objetosc [122].

Bardzo waznym elementem optymalizacji zwigzkow wiodacych podczas
projektowania potencjalnych lekow jest bioizosteria. Odnosi si¢ ona do mozliwo$ci wymiany
poszczegolnych atomow lub grup funkcyjnych na inne 0 podobnych rozmiarach i ksztattach,
bez zasadniczego wplywu na dziatanie biologiczne czy powinowactwo do celu
molekularnego [123]. Przykladem bioizosterii podstawnikow, w ktorej wykorzystuje sie
obecno$¢ ugrupowan fluoroorganicznych jest fragment fluorowinylowy (C=CHF) stosowany
jako zamiennik wigzania peptydowego, dobrze dopasowany pod wzgledem wielkosci
i geometrii [124]. Atom fluoru zajmuje w tym przypadku pozycje karbonylowego atomu
tlenu, aplanarnos¢ podstawnika zapewnia uktad winylowy. Roéwniez potaczenie C-CF;
z powodzeniem stosowano jako zamiennik fragmentu C=O, co doprowadzito do wzrostu
aktywnosci biologicznej w przypadku inhibitoréw katepsyny K [125]. Mozliwos¢ efektywne;j
wymiany dipoli C-F oraz C-O wynika z faktu, ze podlegaja one podobnym polarnym

interakcjom z sasiadujacymi dipolami.
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Bioizosteryzm uktadow C-F oraz C-OH [126] i C-OCH3; zaobserwowano roéwniez
podczas optymalizacji inhibitorow trombiny (proteazy serynowej osocza krwi) bioracej udziat
w procesie krzepniecia krwi [127]. Podobng aktywnos¢ zwigzkow obserwowano w przypadku
gdy kazda z wyzej wymienionych grup znajdowala si¢ w analogicznej, centralnej czgsci
rdzenia inhibitora, co pozwalato im oddziatywa¢ z resztami aminokwasowymi budujacymi
miejsce katalityczne enzymu. Jednakze, uktady C-F, C-OH oraz C-OCH3 moga wykazywaé
charakter bioizosteryczny wowczas gdy spetnione sg trzy warunki: 1) atomy fluoru i tlenu, na
ktorych zlokalizowana jest wysoka gesto$¢ elektronowa, oddziatujg z ugrupowaniami
o0 niskiej gestosci elektronowej nalezacymi do reszt aminokwasowych tworzgcych miejsce
aktywne biatka lub kationami (ktore czgsto wystepuja w regionach katalitycznych enzymow);
2) grupa CH3 nie wywotuje niekorzystnych oddzialywan sterycznych; 3) grupa OH znajdzie

si¢ w sgsiedztwie akceptora wigzania wodorowego [8].

7.3. Efekty steroelektronowe atomu fluoru oraz jego wplyw na
konformacje czgsteczki

Wymiana atomu wodoru na atom fluoru moze wywola¢ glebokie zmiany
konformacyjne zwlaszcza niewielkich czasteczek organicznych. Zmiany te moga wynikac nie
tylko z rozmiaru atomu fluoru, ale rowniez z wywotywanych efektow stereoelektronowych.
Wplyw obecnosci atomu fluoru na konformacje czasteczki jest bardzo dobrze widoczny
podczas poroéwniania struktury geometrycznej ugrupowania metoksyfenylowego oraz
trifluorometoksyfenylowego. Grupa metoksylowa lezy w plaszczyznie pier§cienia
fenylowego, poniewaz orbital p atomu tlenu o hybrydyzacji sp? jest m-sprzezony z uktadem
n-elektronowym pierscienia aromatycznego [8]. W odréznieniu od grupy metoksylowej,
grupa trifluorometoksylowa znajduje si¢ poza plaszczyzng pierscienia, co wynika nie tylko
zjej wigkszego rozmiaru, ale przede wszystkim z wystepujacych  efektow
stereoeletronowych. Orientacja antiperiplanarna wiazan C-F w stosunku do wolnych par
elektronowych atomu tlenu (wtym przypadku o hybrydyzacji sp®) skutkuje sprzezeniem
No-0*cr Z jednoczesnym wydluzeniem wigzan C-F [128]. Efekt ten zaburza sprzgzenie
pomiedzy atomem tlenu a uktadem m-elektronowym pierscienia aromatycznego, co eliminuje
preferencje czasteczki do przyjmowania konformacji ptaskie;.

Rowniez wprowadzenie atomu fluoru do pierScienia piperydyny wplywa na
konformacj¢ czasteczki oraz zmniejsza zasadowo$¢ atomu azotu [129]. Konformacja
czasteczki w protonowanej 3-fluoropiperydynie oraz 3,5-difluoropiperydynie sprzyja utozeniu

atomow fluoru w pozycji aksjalnej, podczas gdy w analogach deprotonowanych atomy fluoru
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zajmuja pozyje ekwatorialne [130, 131]. W orientacji aksjalnej polarne uktady C-F oraz N*-H
ulegaja migdzy soba Korzystnym oddziatywaniom dipolarnym. Te wewnatrzczasteczkowe
oddzialywania sg na tyle silne, ze atomy fluoru znajdujace si¢ w pozycji 3 protonowanej
piperydyny preferuja pozycje aksjalng pomimo wystepowania pewnych naprezen

sterycznych.

7.4. Wplyw atomu fluoru na LogP oraz pKa czgsteczki

Wchtanianie oraz dystrybucja potencjalnego leku w organizmie w duzej mierze zalezy
od stanu jonizacji czasteczki oraz réwnowagi lipofilowo-hydrofilowej. Wzmocnienie
wiasciwosci lipofilowych zwigzku biologicznie czynnego moze poprawi¢ jego zdolno$¢ do
wigzania si¢ z celem molekularnym w wyniku bardziej korzystnego podziatu pomigdzy
wysoce polarnym S$rodowiskiem wodnym oraz mniej polarng cze$cig receptora. Dogodng
miarg lipofilowo$ci jest logarytmiczny wspotczynnik podziatu (logP) migdzy oktanolem
awoda przy pH = 7.4. Zazwyczaj wymiana atomu wodoru na atom fluoru prowadzi do
wzrostu lipofilowosci czasteczki [132], przy czym, pojedyncze podstawienie podnosi wartos¢
logP o0 okoto 0.25 jednostki. Wigkszy wzrost logP obserwuje si¢ zwykle, gdy atom fluoru
wprowadzany jest w poblizu zasadowego atomu azotu. Efekt indukcyjny wywolywany przez
atom fluoru wptywa na obnizenie zasadowosci, przez co wzrasta stosunek liczby czasteczek
0 charakterze neutralnym wobec tych, ktore ulegty protonowaniu.

Jednakze istnieja pewne wyjatki, w przypadku ktorych dodatkowy atom fluoru
wplywa na obnizenie parametru logP czasteczki. W niektorych przypadkach wartos¢ logP
ulega obnizeniu gdy atom fluoru wprowadzany jest w poblizu atomu tlenu [132]. Spadek logP
moze wystapi¢ wowczas gdy odleglos¢ O--F jest mniejsza niz 3.1 A. Nie jest to jednak
reguta idla przykladu zastapienie grupy metoksylowej potaczonej z pierscieniem
aromatycznym podstawnikiem trifluorometoksylowym skutkuje wzrostem lipofilowosci (np.
warto$¢ logP dla trifluorometoksybenzenu jest o 1.1 jednostki wigksza niz w przypadku
metoksybenzenu) [8].

Obecno$¢ ugrupowan fluorowanych w konstytucji zwiazkéw moze powodowac
drastyczng zmiang wilasciwosci kwasowo-zasadowych. Wprowadzenie atomu fluoru do
struktury chemicznej zwigzku silnie obniza wlasciwosci zasadowe amin, co moze znacznie
wptywa¢ na jego zdolno$¢ do przenikania przez blony biologiczne [133]. Obecnie
opracowano skuteczne metody przewidywania zmian warto$ci pKa (gdzie Ka to stala
dysocjacji sprzgzonego kwasu) zasadowych ukladow aminowych pod wplywem interakcji

z grupami funkcyjnymi zawierajagcymi atomy F, O, N oraz S [129, 134]. Dla przyktadu,
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wartosci pKa systematycznie malejg po wprowadzeniu do struktury kolejnych atomoéw fluoru
w serii zwigzkéw CH3CH,NH; (10.7), FCH,CH,;NH> (9.0), F,CHCH,NH; (7.3), FsCCH,NH;
(5.7) [129]. Odpowiednia ilo$¢ atomow fluoru sgsiadujacych z podstawnikiem aminowym
moze sprawi¢, ze przy fizjologicznym pH grupa NH, wystepowaé bedzie w formie
niesprotonowanej, co moze zapewni¢ wickszg biodostgpnos¢ zwigzku chemicznego
W organizmie.

Zwigzkami chemicznymi o aktywnosci biologicznej, dla ktorych bardzo dobrze
poznano wplyw zmian wilasciwosci kwasowo-zasadowych na zdolno$¢ do wigzania si¢
z miejscem aktywnym celu molekularnego na skutek wprowadzenia atoméw fluoru sg
inhibitory anhydrazy weglanowej II (CAIl) na bazie alifatycznych oraz aromatycznych
sulfonamidéw [135, 136]. Obecnos¢ atomu fluoru w bliskiej odleglosci do ugrupowania
sulfonamidowego (RSO,NH,) powoduje wzrost kwasowosci wigzania N-H, ulatwiajac
deprotonacje czasteczki oraz silniejsze wigzanie si¢ powstalego anionu do jonu Zn**
obecnego w regionie katalitycznym enzymu. Dla przyktadu, jeden z inhibitorow CAIl —
metanosulfonamid (dla ktérego warto$¢ pKa =~ 10.5) hamuje prace enzymu z K; =10 M,
natomiast dla jego bardziej kwasnego, fluorowanego analogu — trifluorometanosulfonamidu
(dla ktérego pKa ~ 5.8) wartosé K; = 2 * 10° M [137].

7.5. Selektywne oddzialywania biatko-ligand z udziatem wigzan C-F

Obecnie, wydaje si¢ oczywiste, ze wprowadzenie atomu fluoru do struktury
chemicznej farmaceutyku moze wzmocnic jego selektywnos¢ oraz zdolno$¢ do specyficznego
wigzania si¢ z celem molekularnym. Ze wzgledu na niewielkie rozmiary oraz wysoka
elektroujemnos¢, podstanik fluorowy zazwyczaj wykazuje preferencje¢ do orientowania si¢
w bliskiej odlegtosci do dodatnio natadowanych regionow receptora [8]. Chociaz wigzanie
C-F pod wzglgedem réznic w elektroujemnosci atomow jest zblizone do wigzan C-O oraz C-N,
to ugrupowanie C-F jest stabszym akceptorem wigzania wodorowego [138]. Organiczne
fluorki charakteryzuja si¢ niewielkim powinowactwego do protonéw. Pomimo to, mozliwe
jest tworzenie potaczen C-F---H-X (gdzie X = O, N, S), C-F---H-Ca (gdzie Ca jest weglem o
reszty aminokwasowej) oraz C-F---C=0 zaréwno w obrgbie wigzan peptydowych glownego
szkieletu aminokwasowego biatka, jak itancuchow bocznych reszt aminokwasowych (np.
reszt Asn, Glu oraz Arg) na bazie oddziatywan polarnych [8, 139]. Wyst¢epowanie tych
dodatkowych oddziatywah moze wplywac korzystnie na stabilizacj¢ powstalych kompleksow
receptor-ligand. Sposréd duzej liczby struktur znajdujacych si¢ w bazie PDB, zawierajacych

wigzania C-F, mozna znalez¢ liczne przyklady, w ktorych potwierdzono wystgpowanie
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polarnych oddziatywan z udziatem atomu fluoru (na co wskazujg odpowiednie odlegtosci
pomiedzy atomami oraz katy pomiedzy wigzaniami) [8].

Z drugiej jednak strony, obecnos¢ atomu fluoru we fragmencie czasteczki, ktory
zajmuje w miejscu aktywnym enzymu region o wysokiej gestosci elektronowej, moze
niekorzystnie wplywa¢ na zdolno$¢ wigzania z receptorem. Ponadto, wprowadzenie
podstawnikéw fluoroalkilowych do struktury potencjalnego leku, ktéore w obrgbie miejsca
aktywnego receptora maja zajmowac kieszenie lipofilowe bogate w uktady aromatyczne, nie
powodujg istotnej poprawy w powinowactwie W porownaniu z alkilowymi fancuchami
0 poréwnywalnych rozmiarach [8].

Nalezy jednak pamigta¢, ze wprowadzenie atomu fluoru do konstytucji zwigzku
0 potencjalnej aktywnos$ci biologicznej wplywa nie tylko na zmiang w sposobie i sile
wigzania si¢ z celem molekularnym, ale rowniez oddzialuje na wlasciwosci fizykochemiczne

czasteczki, a takze jej absorpcje, dystrybucj¢, metabolizm oraz wydalanie z organizmu.
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Rozdzial 8

Cel i zakres pracy

W ramach realizacji swej pracy doktorskiej w zespole naukowym prof. dr. hab. inz.
Janusza Rachonia w Katedrze Chemii Organicznej Wydzialu Chemicznego Politechniki

Gdanskiej, otrzymatem zadanie:

o Dokonania przegladu literatury z zakresu wiedzy na temat budowy i mechanizmu
dziatania sulfatazy steroidowej (STS), a takze funkcji jakg pelni w regulacji tworzenia
biologicznie czynnych steroidow,

J Zebrania literatury dotyczacej znanych inhibitorow STS oraz ich wykorzystania jako
potencjalnych lekéw w terapii hormonozaleznego raka piersi,

o Dokonania literaturowego przegladu zwiagzanego z zastosowaniem nowoczesnych
technik modelowania molekularnego w projektowaniu zwigzkéw o zastosowaniu
terapeutycznym oraz strategii wprowadzania atomu fluoru do struktur zwigzkow
biologicznie aktywnych w kontek$cie otrzymywania potencjalnych lekow,

o Zaprojektowania  struktur  potencjalnych  inhibitorow STS na  bazie
amidosiarczanowych, fosforowych oraz fluorowych pochodnych kumaryny i tyraminy
z wykorzystaniem technik modelowania molekularnego,

o Przeprowadzenia syntez wybranych modeli amidosiarczanowych, fosforowych oraz
fluorowych pochodnych kumaryny i tyraminy,

o Zbadania aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych zwigzkow wobec STS wyizolowane;j
z tozyska ludzkiego, a nastepnie selekcji i 0znaczenia wlasciwosci cytotoksycznych
dla wybranych pochodnych wobec nowotworowych linii komoérkowych MCEF-7,
T47D, MDA-MB-231 oraz SkBr3,

o Przeprowadzenia szeregu eksperymentow zwigzanych z selektywna
N- i O-fosforylacja czasteczek chemicznych, w ktorych strukturze wystepuja

jednoczesnie polaczenia Ca-OH oraz Car-NH,.
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Rozdzial 9

Uzasadnienie oraz opis podjetych badan

Dotychczasowe badania przeprowadzone przez zespot prof. Janusza Rachonia
z Katedry Chemii Organicznej Wydzialu Chemicznego Politechniki Gdanskiej nad nowymi
inhibitorami STS (patrz rozdziat 5.4.) jednoznacznie wskazaty, ze wsrdd szerokiej biblioteki
otrzymanych zwigzkow najwyzszg aktywnoscig inhibicyjng wobec STS charakteryzowaty si¢
zwigzki oparte ordzen kumaryny ityraminy. W zwigzku z powyzszym w toku podjetych
przeze mnie badan realizowanych wramach Studium Doktoranckiego Wydziatu
Chemicznego Politechniki Gdanskiej, dysponujac strukturg krystalograficzng miejsca
aktywnego enzymu STS, w pierwszym etapie przeprowadzitlem badania z zakresu dokowania
molekularnego wybranych pochodnych kumaryny i tyraminy zawierajacych w Swojej
konstytucji ugrupowania fosforowe (zwiazki la-h) lub wigzania C-F (zwiazki lla-g, 1l1a-k
i IVa-r) jako potencjalnych inhibitorow STS. Ogolne struktury badanych pochodnych

przedstawitem na Rys.9.1..

Rys. 9.1. Strukura ogélna otrzymanych amidosiarczanowych, N-fosforylowanych pochodnych 3-(4-
aminofenylo)-kumaryny la-h (R; = Me, Et, i-Pr, n-Bu, Ph, Bn; R, = H, Me); amidosiarczanowych
pochodnych 3-fenylokumaryny lla-g (R1, Rz, Rs, R4, Rs = H, F, CF3, OCF3); amidosiarczanowych, N-
acylowanych pochodnych 3-(4-aminofenylo)-kumaryny Illa-k (R;, R, Rs, R4, Rs = H, F, CF;, OCF;;
n =0, 1) oraz amidosiarczanowych, N-acylowanych pochodnych tyraminy IVa-r (R;, Ry, Rs, R4, Rs =
H, F, CF;, OCF3;n=0,1;,m=8,9).
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9.1. Modelowanie molekularne

Etap projektowania oraz syntezy chemicznej wszystkich serii zwigzkéw poprzedzitem
kazdorazowo wiasnymi badaniami z zakresu dokowania molekularnego, ktore pozwolity mi
na wstepng ocen¢ zdolnosci do wigzania si¢ danej klasy zwigzkow do miejsca aktywnego STS
oraz selekcje zdefiniowanych struktur chemicznych potencjalnych inhibitorow w oparciu
0 wyznaczong, wolna energi¢ wigzania (bedaca wynikiem pracy programu dokujacego
AutoDock Vina 1.1.2). Ponadto, wyniki w formie graficznej pozwolily mi wytlumaczy¢
wjaki sposob zaprojektowane zwigzki moga wigza¢ si¢ zenzymem, atakze na
zidentyfikowanie potencjalnych miejsc wystgpowania oddzialywan pomigdzy atomami
inhibitorow aresztami aminokwasowymi budujacymi miejsce aktywne STS. Dane te
stanowily rowniez wsparcie na etapie interpretacji wynikow badan biologicznych.

Procedura dokowania molekularnego obejmowata cztery odrebne etapy:
a) Odpowiednie przygotowanie struktury ludzkiej sulfatazy steroidowej dostepnej
w bazie PDB pod kodem 1P49.

b) Przygotowanie struktur chemicznych ligandow (potencjalnych inhibitorow) oraz

optymalizacja ich geometrii.

¢) Dokowanie molekularne zoptymalizowanych ligandow do przygotowanej

struktury receptora.

d) Zestawienie otrzymanych wynikow a nastepnie ich analiza oraz graficzna

wizualizacja.
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9.1.1. Modelowanie molekularne amidosiarczanowych pochodnych
3-fenylokumaryny zawierajgcych w swojej konstytucji ugrupowania fosforowe

Biorgc pod uwage swoje doswiadczenie w projektowaniu inhibitorow STS na bazie
pochodnych fosforoorganicznych, ktorych wysoka aktywno$¢ biologiczna zostata
udokumentowana w licznych naszych publikacjach naukowych [98-103], postanowitem
przeprowadzi¢ badania modelowania molekularnego nad serig zwigzkow zawierajacych
W swojej konstytucji zarowno ugrupowanie amidosiarczanowe jak i reszty fosforowe. Jako
rdzen dla zaprojektowanych zwigzkow wybratlem kumaryne, ktéra byla juz wczesniej
wykorzystywana w otrzymywaniu inhibitorow STS. Ponadto, aby jak najbardziej przyblizy¢
geometri¢ czasteczki kumaryny do uktadéw steroidowych, w pozycje 3 wprowadzilem
dodatkowy pierscien fenylowy zawierajacy ugrupowanie aminowe. Dzieki obecnosci
podstawnika NH,, mogtem w bardzo szybki i sprawny sposob wprowadza¢ do konstytucji
rdzenia szereg roznych reszt fosforowych.

W celu okreslenia sposobu oraz sily wigzania do miejsca aktywnego enzymu,
zaprojektowane struktury potencjalnych inhibitorow dokowatem do odpowiednio
przygotowanej struktury krystalograficznej STS. Na podstawie danych obliczonych przez
program AutoDock Vina 1.1.2 wyselekcjonowatem osiem struktur o najnizszej energii
wigzania (zwigzki la-h). Szczegoétowe dane otrzymane podczas eksperymentéw dokowania
molekularnego przedstawitem w Tabeli 9.1.. Wyznaczone przez program wartoSci energii
wigzania wybranych analogdw okazaly si¢ bardzo korzystne (w zakresie od -6.2
do -8.3 kcal/mol). W tym miejscu nalezy zwrdci¢ uwage, ze warto$Ci energii wigzania dla
zwigzkow referencyjnych V oraz VI wyniosty odpowiednio -2.9 oraz -4.1 kcal/mol.
Najlepszym dopasowaniem charakteryzowat si¢ zwigzek If, dla ktorego warto$¢ energii

wigzania wyniosta -8.3 kcal/mol.

48


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Tabela 9.1. Wyniki analiz dokowania molekularnego z wykorzystaniem programu AutoDock Vina

1.1.2 zaprojektowanych zwigzkéw la-h oraz zwigzkow referencyjnych Vi VI.
H 0 H O

N/ N\Iél
P , 0
/ "ORy 0
R0
X 0 N
o. O N/
N\ \\S/ R,
-5, o X0 H,N" "0 o~ o Ry

H,N
la-f lg-h
O\\//O m O\ A
H,N" 0 0~ o HN" 0 o~ o
V VI
Energia
I.\Ir R R, wiqza?zia
AL [kcal mol™]
la Me - -6.4
Ib Et - -6.6
Ic i-Pr - -6.2
Id n-Bu - -6.3
le Ph - -6.7
If Bn - -8.3
Ig - H 7.8
Ih - Me -7.9
Vv - - -2.9
Vi - - -4.1

Na Rys.9.2. oraz Rys.9.3. przedstawitem prawdopodobny sposob wigzania w miejscu
aktywnym STS dla trzech zaprojektowanych czasteczek 1d (z6tty), le (kolorowany CPK) oraz
If (czerwony) wykazujacej najnizszg warto$¢ energii wigzania. Wyniki badan dokowania
molekularnego sugeruja, ze w przypadku tej klasy zwigzkow ugrupowanie amidosiarczanowe
znajduje sie w bliskiej odlegtosci do koordynowanej przez jon Ca* reszty FGly75, podobnie
jak ma to miejsce w przypadku zwigzku referencyjnego VI (zielony). Wysoce hydrofobowe
rdzenie zaprojektowanych pochodnych wraz z ugrupowaniem fosforowym sa dobrze
dopasowane do miejsca aktywnego STS (ktore tworza liczne reszty aminokwasowe
o charakterze lipofilowym: Leul03, PhelO4, Leul67, Vall77, Phel78, Phel82, Leul85,
Phe230, Phe233, Phe237, Thr484, VVal486, Phe488, Trp550 i Phe553). Ponadto, jak wida¢ na
Rys.9.2. oraz Rys.9.3., ugrupowania fosforowe zaprojektowanych czasteczek Id, le ilIf
znajduja si¢ w odlegtosciach umozliwiajacych tworzenie wigzan wodorowych z grupami NH

reszty aminokwasowej Arg98, co moze stabilizowa¢ powstale kompleksy enzym-inhibitor.
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His136

Rys.9.2. Miejsce aktywne STS ze znajdujacymi si¢ wewnatrz zwigzkami Id (zotty), If (czerwony)
oraz VI (zielony).

Arg98

FCly75 3 D

79  Lys134
Leul6 Leu103
# he230 Leu185
Phe237

His136
Trp550
Phe553

Rys.9.3. Migjsce aktywne STS ze znajdujacymi si¢ wewnatrz zwigzkiem le.
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9.1.2. Modelowanie molekularne amidosiarczanowych pochodnych
3-fenylokumaryny zawierajgcych w swojej konstytucji wigzania C-F

W kolejnym etapic badan przeprowadzilem analiz¢ 2z zakresu modelowania
molekularnego dla zwigzkéw, ktore w strukturze 3-fenylokumaryny posiadaty dodatkowo
ugrupowanie amidosiarczanowe oraz wigzania C-F, jako potencjalnych inhibitorow STS.
Efektem mojej pracy bylo zaprojektowanie pochodnych 3-fenylokumaryny posiadajacych
wswojej  konstytucji  atomy  fluoru,  ugrupowanie trifluorometylowe  oraz

trifluorometoksylowe, t.j. zwiagzkow lla-g (Tabela 9.2.).

Tabela 9.2. Wyniki analiz dokowania molekularnego z wykorzystaniem programu AutoDock Vina
1.1.2 zaprojektowanych zwigzkoéw lla-g oraz zwigzku referencyjnego V.

H,N~ H,NT "0 o~ Yo
\Y
N Lk
i | B | B | R | R R e
lla H H H H H -6.7
b H F F H H -6.7
llc H F F F H -6.8
Id F F F F F -6.9
Ile CF; H H CF; H 6.9
1 H CF, F H H -6.2
g H H OCF; H H -7.5
Vv - - - - - -2.9

Badania z zakresu dokowania molekularnego potwierdzity dobre dopasowanie
zaprojektowanych czasteczek do miejsca aktywnego STS. Uzyskane wyniki sugerowaly, ze
potencjalne inhibitory STS na bazie amidosiarczanowych pochodnych 3-fenylokumaryny
zawierajace wigzania C-F, wigza si¢ z enzymem w sposob analogiczny, jak ma to miejsce
w przypadku opisanego w literaturze zwigzku referencyjnego V (Rys.9.4.). Ugrupowanie
amidosiarczanowe analizowanych czasteczek skierowane jest w strone reszty FGly75,
koordynowanej do jonu Ca?" iznajduje si¢ w poblizu innych katalitycznie istotnych reszt
aminokwasowych: Asp35, Asp36, Arg79, Lys134, His136, His290, Asp342 oraz Lys368.

Ponadto, podstawiony atomami fluoru pierScien fenylowy kumarynowych rdzeni jest
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otoczony przez kilka lipofilowych reszt aminokwasowych (Leu74, Arg98, Leul03, Leul67,
Vall77, Phel78, Thr484, His485, Val486 oraz Phe488), ktéore moga odpowiadaé za

rozpoznawanie potencjalnych substratow.

Lys368

Asp36
His290

Rys.9.4. Miejsce aktywne STS ze znajdujacymi si¢ wewnatrz zwigzkami lla (zo6tty), l1c (niebieski),
11d (czerwony) oraz inhibitorem referencyjnym V (zielony).

Wyniki badan modelowania molekularnego wskazuja, ze zwigkszenie wiasciwosci
hydrofobowych zaprojektowanych czasteczek (co wynika z wprowadzenia podstawionego
atomami fluoru pierscienia fenylowego) utatwia ich wigzanie do miejsca aktywnego enzymu
na skutek tworzenia oddziatywan z lipofilowymi resztami aminokwasowymi. Na podstawie
warto$ci energii wigzania (bg¢dacej wynikiem pracy programu AutoDock Vina 1.1.2) nalezy
stwierdzi¢, ze wszystkie badane zwigzki charakteryzowaty si¢ bardzo dobrym dopasowaniem
do miejsca aktywnego enzymu. Wyniki tych eksperymentow przedstawitem w Tabeli 9.2..
Dla wszystkich zaprojektowanych pochodnych lla-g energie wigzania byly wyjatkowo
korzystne (w zakresie od -6.2 do -7.5 kcal/mol) i zdecydowanie lepsze w poréwnaniu ze
zwigzkiem referencyjnym V (-2.9 kcal/mol), w ktorego konstytucji brak jest pier§cienia
fenylowego, odpowiedzialnego za tworzenie dodatkowych oddzialywan hydrofobowych
W obrebie miejsca aktywnego STS. Najnizszg energie¢ wigzania wynoszaca -7.5 kcal/mol
wyznaczylem dla analogu Ilg. Ponadto, uzyskane wyniki wskazuja na niewielka odlegtos¢

pomig¢dzy atomami fluoru potencjalnych inhibitoréw, a dwoma resztami aminokwasowymi
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(Thr484 oraz Arg98), sugerujagc mozliwos¢ istnienia oddziatywan elektrostatycznych.
Zwigkszone wlasciwosci lipofilowe oraz wystepowanie potencjalnych interakcji
elektrostatycznych, w ktorych bierze udziat atom fluoru, moga odpowiada¢ za wzrost
stabilno$ci kompleksu enzym-inhibitor i mie¢ kluczowy wplyw na aktywno$¢ inhibitoréw

l1a-g.

9.1.3. Modelowanie molekularne N-acylowanych pochodnych
3-(4-aminofenylo)-kumaryny zawierajgcych w swojej konstytucji ugrupowanie
amidosiarczanowe oraz wigzania C-F

Zachecony dobrymi wynikami fluorowanych inhibitorow opartych o rdzen
3-fenylokumaryny, postanowitem w dalszym ciggu prowadzi¢ badania nad rozwojem tej
klasy zwigzkow. Wyniki analiz modelowania molekularnego sugerowaly, ze istnieje
mozliwo$¢ poprawy dopasowania potencjalnych inhibitoréw do miejsca aktywnego enzymu
poprzez wprowadzenie kolejnego pier§cienia aromatycznego do struktury badanych modeli.
Biorgc to pod uwage, jak rowniez majac na uwadze ewentualne przysze syntezy
zaprojektowanych zwigzkow postanowilem wykorzysta¢é rdzen 3-(4-aminofenylo)-7-
hydroksy-kumaryny. Efektem mojej pracy bylo zaprojektowanie zwigzkow Illa-k
(Tabela 9.3.).

Na podstawie wyznaczonych przez program AutoDock Vina 1.1.2 wartos$ci energii
wigzania wyselekcjonowatem jedenascie N-acylowanych pochodnych 3-(4-aminofenylo)-
kumaryny zawierajacych w swojej konstytucji ugrupowanie amidosiarczanowe oraz wigzania
C-F (zwiazki Illa-k). Wartosci energii wigzania zwiazkow (Tabela 9.3.) okazaly si¢
zdecydowanie korzystniejsze (w zakresie od -7.6 do -9.5kcal/mol) w poréwnaniu
zinhibitorami lla-g oraz zwiazkiem referencyjnym V. Sposrod N-benzoilowanych
pochodnych 3-fenylokumaryny najnizsza energia wigzania charakteryzowat si¢ zwigzek Illc
(-8.9 kcal/mol), natomiast wsérod N-fenyloacetylowanych pochodnych 3-fenylokumaryny

najnizsza energie wyznaczytem dla zwigzku I11h (-9.5 kcal/mol).
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Tabela 9.3. Wyniki analiz dokowania molekularnego z wykorzystaniem programu AutoDock Vina

1.1.2 zaprojektowanych zwigzkéw llla-k oraz zwigzku referencyjnego V.
Ry

H n
N

‘ (0]
o. 0 N Rg Rs
Y
/S\ R4
HN" 0 0" o

R2

Ila-k
" Energia
wigzku S Rs Re Re [I?(): zz;’gﬁ]

Ila H H H H H -7.6
b 0 H H F H H -8.6
Ilic H F F H H -8.9
Iid F F F F F -8.8
Ille H H H H H -8.2
Hif H F F H H -8.7
g H F F F H -7.8
I1h 1 F F F F F -9.5
i H CF; F H H -8.9
11j CF; H H CF; H -8.6
Ik H H OCF; H H -8.4
Vv - - - - - - -2.9

Na Rys.9.5. oraz Rys.9.6. przedstawitem prawdopodobne kompleksy enzym-ligand
utworzone w miejscu aktywnym STS bezposrednio przed inaktywacja enzymu dla trzech
wybranych, potencjalnych inhibitoréw Illc (niebieski), 111h (czerwony), I11j (kolorowany
CPK). W toku swoich badan zauwazylem, Zze podobnie jak miato to miejsce przypadku
zwigzkow lla-g, rowniez N-acylowane pochodne 3-fenylokumaryny dokuja si¢ w sposob
podobny, jak ma to miejsce w przypadku opisanego w literaturze zwigzku referencyjnego V
(zielony). Ugrupowanie amidosiarczanowe inhibitorow skierowane jest w strone reszty
FGly75, koordynowanej do jonu Ca®* oraz pozostatych Katalitycznie istotnych reszt
aminokwasowych. W przypadku wszystkich potencjalnych inhibitorow Illa-k odlegtos¢
pomiedzy atomem siarki ijednej z grup hydroksylowych FGly75 byta niewielka (ponizej
3 A). Ponadto, aromatyczne rdzenie zaprojektowanych zwiazkow byty doskonale dopasowane
do miejsca wigzania enzymu tworzonego przez lipofilowe reszty aminokwasowe. Wyniki
modelowania molekularnego wskazaty, ze wysoka hydrofobowo$¢ rdzeni zwigzkow llla-k,
wynikajaca z obecnosci licznych ukladéw aromatycznych, moze sprzyja¢ ich wigzaniu do

miejsca aktywnego enzymu poprzez utworzenie licznych oddziatywan hydrofobowych
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z wickszg iloscig reszt aminokwasowych o charakterze lipofilowym (LeulO3, Phel04,
Leul67, Vall77, Phel78, Phel82, Leul85, Phe230, Phe233, Phe237, Thr484, Val486,
Phe488, Trp550 oraz Phe553).

Rys.9.5. Miejsce aktywne STS ze znajdujacymi si¢ wewnatrz zwigzkami Il1c (niebieski), 111h
(czerwony) oraz V (zielony).

Phe488

Thr484

Val486

Rys.9.6. Miejsce aktywne STS ze znajdujacymi si¢ wewnatrz zwigzkiem I11j.
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Co wiecej, jak wida¢ na przyktadzie zwigzku I11j (Rys.9.6.), zaréwno uktad amidowy,
jak iatomy fluoru potencjalnego inhibitora (w tym przypadku grupy —CF3) znajdujag sig¢
w bardzo bliskiej odlegtosci od uktadu NH reszty aminokwasowej Arg98, co wskazuje na
mozliwos¢ tworzenia oddziatywan stabilizujagcych kompleks enzym-ligand. Wystepowanie
tych dodatkowych interakcji moze mie¢ kluczowe znaczenie w wigzaniu potencjalnego

inhibitora do miejsca aktywnego enzymu.

9.1.4. Modelowanie molekularne N-acylowanych pochodnych tyraminy
zawierajgcych w swojej konstytucji wigzania C-F

Kolejng klasg zwigzkoéw, dla ktérych analizowatem wplyw atoméw fluoru na
aktywnos$¢ inhibicyjng wobec STS byly pochodne tyraminy. Zaréwno amidosiarczanowe jak
i fosforowe analogii tyraminy byly juz z powodzeniem wykorzystywane jako inhibitory STS
[100]. Biorac to po uwagg zaprojektowatem seri¢ pochodnych IVa-r (Tabela9.4.)
zawierajacych  wswej strukturze atomy fluoru, ugrupowanie trifluorometylowe,
trifluorometoksylowe lub grupg¢ nitrowa.

Korzystajac z programu AutoDock Vina 1.1.2 wyznaczylem wartos$ci energii wigzania
dla siedemnastu zaprojektowanych N-acylowanych pochodnych tyraminy (zwigzki 1Va-r).
Szczegotowe dane otrzymane podczas etapu dokowania molekularnego przedstawitem
w Tabeli 9.4.. Wartosci energii wigzania wybranych zwigzkow okazaty si¢ satysfakcjonujace
i mieScity sie w zakresie od -4.4 do -6.7 kcal/mol (warto$¢ energii wigzania dla zwigzku
referencyjnego V wyniosta -2.9 kcal/mol). Najnizszg energig wigzania charakteryzowal si¢
analog 1Vr, dla ktorego warto$¢ energii wigzania wyniosta -6.7 kcal/mol. Na szczegdlng
uwage zashuguje fakt, ze zwigzek 4g jak rowniez 40 (tj. zwigzki zawierajagce w SWOjej
konstytucji ugrupowanie nitrowe) wykazywaly wartodci energii wigzania na poziomie
odpowiednio -6.1 i-4.4 kcal/mol, awiec wartosci porownywalne =z pochodnymi

zawierajacymi atomy fluoru w projektowanych modelach.
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Tabela 9.4. Wyniki analiz dokowania molekularnego z wykorzystaniem programu AutoDock Vina
1.1.2 zaprojektowanych zwigzkow I1Va-r oraz zwigzku referencyjnego V.

n R F
o ‘ . /@N mj )
N, \\//
HoN >\S/\O/ﬂj/\/ © Rg R3 \V]
IVa-o p-r
Ra
Nr Energia
P Ri R; Rs Ri Rs : I:t(’:?lz;lglt_ll]

IVa H H H H H 5.5
Vb H H F H H -5.3
Ve H F F H H -5.6
Ivd 0 F H F F H -6.3
Ve F F F F F -6.0

Ivf H H CF; H H -5.7

Vg H H NO, H H -6.1
IVh - | H H H H H 5.1

Vi H F F H H 5.4

1Vj H F F F H -5.3
IVK 1 F F F F F -5.9

VI H CF; F H H -6.0
IVm CF H H CF; H -6.3
1IVn H H OCF H H -55
Vo H H NO, H H -4.4
1Vp -8 - - - - - -5.9
IVr -19 - - - - - -6.7

\Y/ - - - - - - -2.9

Prawdopodobne kompleksy enzym-ligand dla wybranych, potencjalnych inhibitorow
IVd (niebieski), 1Vm (czerwony) oraz I1Vr (kolorowany CPK) przedstawilem na Rys.9.7.
oraz Rys.9.8.. Rowniez dla tej klasy zwiazkéw zaobserwowalem, ze ugrupowanie
amidosiarczanowe (podobnie jak ma to miejsce w przypadku zwigzku referencyjnego V)
znajduje si¢ w bezposrednim kontakcie zkoordynowang do jonu ca®* resztg FGly75
(odlegtosci pomigdzy atomami siarki zaprojektowanych analogéw oraz grupy hydroksylowej
FGly75 wynosity okoto 3 A) oraz pozostatymi katalitycznie istotnymi resztami
aminokwasowymi (Asp35, Asp36, Arg79, Lys134, Hisl36 and Lys368). Doskonale
dopasowanie do miejsca wigzania enzymu odpowiada za bliski kontakt fluorowanych,
niepolarnych rdzeni potencjalnych inhibitorow z wieloma resztami aminokwasowymi
o charakterze lipofilowym (Leul03, Phel0O4, Leul67, Vall77, Phel78, Phel82, Leul85,
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Phe230, Phe233, Phe237, Thr484, Val486, Phe488, Trp550 oraz Phe553), co sugeruje

mozliwos¢ wystepowania licznych oddziatywan hydrofobowych.

| Phet78

Leu103 / Phe182

Rys.9.7. Miejsce aktywne STS ze znajdujacymi si¢ wewnatrz zwigzkami 1VVd (niebieski), IVm
(czerwony) oraz V (zielony).

Val486

_Phet78 Phe2 0
s / Phe182

Rys.9.8. Miejsce aktywne STS ze znajdujacymi si¢ wewnatrz zwigzkiem 1Vr.
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Ponadto, mozna zauwazy¢ (Rys.9.8.), ze po zwigzaniu potencjalnego inhibitora 1Vr
przez enzym, atomy fluoru znajduja si¢ w niewielkiej odlegtosci do heteroatoméw nalezacych
do dwéch reszt aminokwasowych budujacych miejsce aktywne STS (ugrupowan NH reszty
Arg98 oraz OH reszty Thr484). Ta niewielka odleglto$¢ moze $wiadczy¢ o wystepowaniu

dodatkowych, elektrostatycznych oddziatywan stabilizujacych kompleks enzym-inhibitor.

9.2. Synteza

W Kkolejnym etapie badan przystgpitem do syntezy czterech serii potencjalnych
inhibitorow STS, t.j. zwigzkéw la-h, lla-g, Illa-k oraz IVVa-r. Syntez¢ zaprojektowanych
pochodnych rozpoczatem od otrzymania amidosiarczanowych pochodnych 3-fenylokumaryny
zawierajacych w swojej konstytucji ugrupowania fosforowe la-h. W zwiagzku z tym, ze jeden
zZ etapow syntezy zwiazkoéw la-h polegal na fosforylacji grupy -NH,, swoja prace syntetyczng
poprzedzitem badaniami zwigzanymi z selektywna N- oraz O-fosforylacja uktadow

zawierajacych jednocze$nie w swojej konstytucji potaczenia Ca-OH oraz Car-NHa.

9.2.1. Selektywna N- i O- fosforylacja

Pochodne fosforoorganiczne stanowig liczng grupe zwigzkéw, o ktorych wiadomo, ze
wykazuja roznoroda aktywnos¢ biologiczng. Czasteczki, w ktérych strukturze wystepuje
ugrupowanie fosforowe byly nie tylko z powodzeniem wykorzystywane w opracowywaniu
terapii leczenia osteoporozy, ale rowniez chorob wirusowych czy nowotworowych [9, 140].
W zwiazku z powyzszym, badania nad metodami selektywnego wprowadzania ugrupowan
fosforowych do konstytucji zwigzkéw biologicznie aktywnych, wydajg si¢ niezwykle istotne
W kontekscie otrzymywania nowych terapeutykow.

Jednym z etapow zaplanowanej syntezy pierwszej serii potencjalnych inhibitorow STS
la-h byla selektywna fosforylacja grupy aminowej w obecno$ci uktadu fenolowego
w czasteczce 3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 91 (bedacej jednym z potproduktow
w syntezie zwigzkoéw la-h - rozdziat 9.2.2.).

Istnieje wiele metod wprowadzania grup fosforowych do konstytucji zwigzkow
organicznych. Moga si¢ one opiera¢ na bezposredniej fosforylacji (z wykorzystaniem chemii
fosforu  czterokoordynacyjnego) lub  fosfitylacji  (poprzez  chemi¢  fosforu
trojkoordynacyjnego), a nastepnie utlenianiu powstalego fosforynu. Jedng z najczesciej
wykorzystywanych metod wprowadzania podstawnikow fosforowych jest zastosowanie

chlorofosforan6éw i chlorofosforynow.
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Powodem mojego zainteresowania si¢ tematem selektywnej fosforylacji uktadow,
w ktérych obok funkcji fenolowej wystepuje jednoczenie aromatyczna amina, byla
obserwacja poczyniona podczas syntezy analogu 92a. Podczas fosforylacji 3-(4-
aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 91 chlorofosforanem dimetylu w obecno$ci weglanu
potasu w acetonie z mieszaniny reakcyjnej wyizolowatem produkt O-fosforylacji 93
(Schemat 9.1.) z wydajnoscia 50 %. Sytuacja ta zmusita mnie do opracowania innej,
skutecznej metody fosforylacji aromatycznej aminy w obecnosci uktadu fenolowego (bez

koniecznosci ochrony funkcji fenolowe;j).

O NH2
e
HO o~ ~o
o) 91 o)

\ _ClI \ _CI

H co/P\ H,CO™ R
8 OCH,4 s OCH,4
K,COs PY

aceton

H o

NH, N~ g7

~

O | ~OCH;,
H;CO
o ~ ~ ?
H3CO\P//
\O fo) o) HO (0] (e}
92a
93

/
H;CO

Schemat 9.1. Fosforylacja 3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 91.

Przedstawiony powyzej problem stal si¢ powodem przeprowadzenia przeze mnie
szeregu eksperymentow zwigzanych z selektywng fosforylacja prostego uktadu
aromatycznego zawierajacego w SWojej konstytucji grupy —OH oraz —NH,. Jako model do
eksperymentow wybratem 3-aminofenol 94, ktoéry w réznorodnych warunkach poddawatem

reakcjom z odpowiednimi pochodnymi chlorofosforandéw i chlorofosforynow.

(0]
OH OH \\\/OEt o _OEt
e
cl B 7 o 0" okt
1ekw. 2° o}
1 ekw. + - _R” = —— W\ _OEt +
Et07 \ Rozp. C P + 0. oEt
NH, OEt o N7\ \
24 h/20°C H OEt NH P
94 2 H/ OEt
95 96 97

Schemat 9.2. Selektywna fosforylacja 3-aminofenolu 94 chlorofosforanem dietylu przez 24 godziny
w temperaturze pokojowej wobec réznych zasad i rozpuszczalnikow.
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Poczatkowo, jako Srodek fosforylujacy zastosowatem chlorofosforan dietylu, ktory
poddawatem reakcjom z 3-aminofenolem 94 przez 24 godziny w temperaturze pokojowej
wobec roznych zasad oraz rozpuszczalnikow otrzymujac produkty 95, 96 i 97 (Schemat 9.2.).

Uzyskane w toku przeprowadzonych eksperymentow wyniki zestawitem w Tabeli 9.5..

Tabela 9.5. Wyniki reakcji 4-aminofenolu 94 z chlorofosforanem dietylu przez 24 godziny
W temperaturze pokojowej wobec réznych zasad oraz rozpuszczalnikow.

Wydajnos¢  Wydajnos¢  Wydajnosé

Nr Zasada Rozp. produktu produktu produktu

ksp.
eKSP B ¢ 95 9 97
2.05 ekw.
- 0, 0,
1 K,CO; Aceton 28 % 30 %
2 - PY 78 % - -
1.05 ekw.
0fH* - -
3 NEt, THF 81 %

* wydajno$¢ wyznaczona na podstawie widma *P NMR

W pierwszym etapie, przeprowadzitem eksperyment polegajacy na fosforylacji uktadu
3-aminofenolu 94 jednym ekwiwalentem chlorofosforanu dietylu w bezwodnym acetonie
wobec K,COjz; w temperaturze pokojowej. Po 24 godzinach prowadzenia reakcji
w mieszaninie reakcyjnej powstat produkt O-fosforylacji 96, ktory udato mi si¢ wyizolowaé
z wydajnoscia 28 %. Jednakze, poza pochodng 96, na drodze chromatografii kolumnowej
udato mi si¢ wyizolowa¢ z wydajnoscig 30 % drugi produkt reakcji, t.j. zwigzek 97,
fosforylowany zar6wno na atomie tlenu jak i azotu. Struktury otrzymanych pochodnych 96
i 97 potwierdzitem na podstawie widm *H NMR i 3P NMR [§ (ppm): -6.41 dla zwiazku 96
oraz & (ppm): 1.58, -6.48 dla zwigzku 97].

Nastepnie, przeprowadzitem eksperyment polegajacy na reakcji 3-aminofenolu 94
z jednym ekwiwalentem chlorofosforanu dietylu w bezwodnej pirydynie (PY) prowadzac
reakcje przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Ztej mieszaniny reakcyjnej
wyizolowatem na drodze chromatografii kolumnowej produkt N-fosforylacji 95
z wydajnoscig 78 %. Struktur¢ zwigzku potwierdzilem na podstawie widm 'H NMR
i P NMR [8 (ppm): 2.27].

W kolejnym kroku, 3-aminofenol 94 traktowatem przez 24 godziny w temperaturze
pokojowej jednym ekwiwalentem chlorofosforanu dietylu wobec trietyloaminy (NEts)
w bezwodnym tetrahydrofuranie (THF). Przebieg reakcji monitorowatem technikg
chromatografii cienkowarstowej (TLC) na zelu krzemionkowym w ukladzie metanol :

dichlorometan (1 : 20). Po 3 godzinach prowadzenia reakcji obraz chromatograficzny
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mieszaniny reakcyjnej przedstawiat dwie plamy (pochodzace od nieprzereagowanego
3-aminofenolu 94 oraz produktu N-fosforylacji 95). Analiza widma **P NMR mieszaniny
reakcyjnej (Rys. 9.9.) po 24 godzinach wskazata na obecnos¢ pigciu sygnatow fosforowych
przy wartosci przesuniecia chemicznego 4.21, 2.00, 1.51., -6.58, -13.22 ppm. Zdecydowanie
najbardziej intensywny sygnat przy & (ppm): 2.27 odpowiadal produktowi N-fosforylacji 95
(dodatek wzorca 95 do rurki NMR spowodowal wzrost intensywnosci tego sygnatu).
Produktow powyzszej reakcji nie izolowatem, jednakze wydajnos¢ powstalej pochodnej 95

oszacowalem na 81 % (na podstawie widma *'P NMR mieszaniny reakcyjnej po 24

godzinach).
— (= % Rj
v e ® %
|
L |
N u J I
T T T T
2 83 =i 3
o — O [=] o
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
7 5 4 3 2 1 0 1 -7 -G -9 -0 -11 -12 -13 -14 -15  -16

3 -4 5
f1 {ppm)

Rys.9.9. Widmo *P NMR po 24 godzinach reakcji 4-aminofenolu 94 z jednym ekwiwalentem
chlorofosforanu dietylu wobec NEt; w bezwodnym THF w temperaturze pokojowej.

Biorac pod uwage wynik eksperymentu foforylacji 3-aminofenolu 94 wobec K,COs,
postanowitem sprawdzi¢ czy zwigkszenie wlasciwosci nukleofilowych grupy —OH wptywnie
na wydajnos¢ tworzenia si¢ produktu O-fosforylacji 96. W tym celu w pierwszej kolejnosci
rozpuszczony w bezwodnym THF 3-aminofenol 94 potraktowatem wodorkiem sodu (NaH)
generujac w ten sposob anion fenolanowy (Schemat 9.3.). Nastgpnie, po utworzeniu

fenolanu, do mieszaniny wprowadzitlem jeden ekwiwalent chlorofosforanu dietylu. Reakcje
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fosforylacji prowadzitem przez 1 godzine w temperaturze 20 °C, po ktorej to wykonatem
widmo *'P NMR mieszaniny reakcyjnej. Zgodnie z oczekiwaniami na widmie manifestowat
si¢ jeden glowny sygnal rezonansowy odpowiadajacy grupie fosforowej produktu

O-fosforylacji 96 przy wartosci przesuni¢cia chemicznego —6.52 ppm (Rys. 9.10.).

\ _OEt
OH ONa* C\ o o\
1 ekw. NaH 1 etow. /P\/ i Ot
ekw. Na EtO OEt
NH, THF lub DMF NH, 1h/20°C NH,
94 30 min/ 20 °C 926

Schemat 9.3. Reakcja fosforylacji 3-aminofenolu 94 chlorofosforanem dietylu z wykorzystaniem
NaH.

—-5,52

12 3
f1 (ppm)

Rys.9.10. Widmo **P NMR po 1 godzinie reakcji fenolanu 4-aminofenolu 94 z jednym ekwiwalentem
chlorofosforanu dietylu w bezwodnym THF w temperaturze pokojowe;j.
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Analogiczng reakcj¢ fosforylacji grupy fenolanowej przeprowadzilem gdy jako
rozpuszczalnik wykorzystatem N,N-dimetyloformamid (DMF) (Schemat 9.3.). W tym
przypadku roéwniez juz po 1 godzinie od wprowadzenia chlorofosforanu dietylu do roztworu
zgenerowanego fenolanu na widmie **P NMR obecny byt jeden gléwny sygnat rezonansowy
odpowiadajagcy grupie fosforowej produktu O-fosforylacji 96 przy warto$ci przesunigcia

chemicznego —6.79 ppm (Rys. 9.11.).

-6.79

Rys.9.11. Widmo **P NMR po 1 godzinie reakcji fenolanu 4-aminofenolu 94 z jednym ekwiwalentem
chlorofosforanu dietylu w bezwodnym THF w temperaturze pokojowej.

Badania nad reakcjami fosforylacji uktadu 3-aminofenolu 94 skionity mnie do
przeprowadzenia  dwoch  kolejnych  eksperymentow  zwigzanych  z mozliwoscig
transfosforylacji (Schemat 9.4.). W tym celu produkt N-fosforylacji 95 ogrzewatem przez
trzy godziny w obecnosci K,COs. Widmo *'P NMR (Rys. 9.12.) mieszaniny reakcyjnej
wskazato na obecnos¢ jednego sygnatu fosforowego 0 wartosci przesunigcia chemicznego 6
(ppm): 2.35, odpowiadajacego zwigzkowi 95. Wynik tego eksperymentu wyklucza migracjg
reszty fosforowej zatomu azotu na atom tlenu w warunkach przeprowadzonego

eksperymentu. Rowniez traktowanie przez dobe w temperaturze pokojowej produktu
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O-fosforylacji 96 bezwodng pirydyng nie spowodowalo powstania pochodnej
N-fosforylowanej 95. Na widmie 3P NMR (Rys. 9.13) tej mieszaniny reakcyjnej
manifestowat si¢ jeden sygnat reZonansowy o wartos$ci przesunigcia
chemicznego 6 (ppm): -6.41. Wyniki powyzszych eksperymentéw jednoznacznie wskazuja,
ze zarowno proces O jak i N-fosforylacji 3-aminofenolu 94 jest procesem bezposrednim,
a w powstatych produktach nie obserwuje si¢ migracji ugrupowania fosforowego pomig¢dzy

uktadem fenolowym i aminowym.

OH
2 ekw. K,CO4
EtO
\P//o BRAK REAKCJI
N~ \OEt aceton
H
95 3h/A
O\\ _OEt
_PR PY
o\
OEt 24 h/RT

BRAK REAKCIJI

NH,

Schemat 9.4. Transfosforylacja zwigzku 95 oraz 96.

—2.35

0 1
f1 (ppm)

Rys.9.12. Widmo **P NMR po 3 godzinach ogrzewania pochodnej 95 wobec K,CO; w bezwodnym
acetonie.
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-6.41

310 I 2i5 ‘ 2.‘0 ’ 1i5 ‘ l.IU ' 015 ‘ CII.U' I I—lr.U‘ 1 I—ZI.U‘ I '—?;.U‘ -410 l V—S:.U‘ [ 610 f ‘—?I.Ur—?r.S‘ I '—SI.SI

1 (ppm)

Rys.9.13. Widmo **P NMR po 24 godzinach traktowania pochodnej 96 bezwodna pirydyna
w temperaturze pokojowej.

W kontekscie otrzymywania potencjalnych inhibitorow STS la-h, gdzie jednym
Z etapéw zaplanowane] syntezy byta selektywna fosforylacja grupy aminowej w obecnos$ci
uktadu fenolowego (rozdziat 9.2.2.), postanowitem sprawdzi¢ czy istnieje mozliwosé
selektywnej fosforylacji grupy —NH, stosujac inne pochodne chlorofosforanow. W zwigzku
z powyzszym przeprowadzitem reakcje fosforylacji 3-aminofenolu 94 z wykorzystaniem
neopentylidenochlorofosforanu w bezwodnej pirydynie (Schemat 9.5.). Uzyskany wynik
okazal si¢ analogiczny do tego, jaki zaobserwowatem kiedy $rodkiem fosforylujacym byt
chlorfosforan dietylu. Po 24 godzinach prowadzenia reakcji zjednym ekwiwalentem
neopentylidenochlorofosforanu ~ w temperaturze  pokojowej  w bezwodnej  pirydynie
otrzymatem iloSciowo produkt N-fosforylacji 98 (ktorego strukture potwierdzitem na
podstawie widm *H NMR oraz *'P NMR).
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Cl
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1 ekw. 6}
OH OH
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N7\
NH, PY s M O
94 24 h/20°C

Schemat 9.5. Reakcja fosforylacji 3-aminofenolu 94 z wykorzystaniem neopentylidenochlorfosforanu
w bezwodnej pirydynie.

W literaturze chemicznej znane sg przykltady gdzie zaré6wno pierwszo jak
I drugorzedowa grupe hydroksylowa (m.in. w nukleozydach), selektywnie fosfitylowano
trojkoordynacyjnym, fosforowym odczynnikiem elektrofilowym W obecnosci grupy
aminowej [141-143]. Jednakze, prace te dotycza selektywnej fosfitylacji pierwszo oraz
drugorzedowego alkoholu, a nie fenolu.

Zachgcony interesujacymi  wynikami zwigzanymi z selektywng fosforylacja
3-aminofenolu 94 postanowilem sprawdzi¢ czy podobne wyniki uzyskam wykorzystujac
chemig trojkoordynacyjnego fosforu. W tym celu, 3-aminofenol 94 poddatem reakcji
z neopentylidenochlorofosforynem w bezwodnej pirydynie otrzymujac produkt O-fosfitylacji
99 (Schemat 9.6.), ktorego strukture potwierdzilem na podstawie widm ‘H NMR oraz
1P NMR. Reakcja fosfitylacji byla znacznie szybsza w poréwnaniu z reakcja fosforylacii,
a wydajnos¢ wyizolowanego na drodze chromatografii kolumnowej produktu 99 wyniosta
79 %. Obserwacja przebiegu reakcji z wykorzystaniem *'P NMR wskazata na brak $rodka
fosfitylujacego W mieszaninie reakcyjnej juz po 10 minutach od jego wprowadzenia do
mieszaniny reakcyjnej. Powstanie produktu O-fosfitylacji 99 w reakcji 3-aminofenolu 94
z neopentylidenochlorofosforynem w pirydynie dowodzi, ze koncepcja wykorzystania
pochodnych fosforu trojkoordynacyjnego do syntezy N-fosfitylowanych —analogow

3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny nie moze zosta¢ zastosowana.

/
S
O \O ?/\/F
OH &(/ _P__

(0] O
—_—
PY
NH, ; o
10 min / 20°C : E\
94 99 NHz

Schemat 9.6. Fosfitylacja 3-aminofenolu 94 z wykorzystaniem neopentylidenochlorofosforynu
w bezwodnej pirydynie.
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Na podstawie wszystkich wynikow wyzej opisanych eksperymentow podjatem
decyzje, iz w celu wprowadzenia reszty fosforanowej na grupe aminowa 3-(4-aminofenylo)-
7-hydroksy-kumaryny 91 wykorzystam chemi¢ czterokoordynacyjnego fosforu (stosujac

odpowiednie chlorofosforany dialkilowe w bezwodnej pirydynie).

9.2.2. Synteza amidosiarczanowych pochodnych 3-fenylokumaryny
zawierajgcych w swojej konstytucji ugrupowania fosforowe

Synteza zaprojektowanych zwigzkow la-h opierata si¢ na trzech gtownych etapach
(Schemat 9.7.). Pierwszy etap syntezy pochodnych la-h polegal na otrzymaniu 3-(4-
aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 91. W tym celu chlorek 4-nitrofenyloacetylu (otrzymany
wreakcji  kwasu  4-nitrofenylooctowego  z chlorkiem tionylu) poddatem reakcji
z 2,4-dihydroksybenzaldehydem w obecnosci  weglanu potasu. Nastgpnie, otrzymang
7-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-kumaryne 100, redukowatem do 3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-
kumaryny 91 z wykorzystaniem podsiarczynu sodu (Na;S,04). Produkt tej reakcji izolowatem
z zadowalajacg wydajnoscig 58 %.

Drugim etapem syntezy byta selektywna fosforylacja grupy aminowej 3-(4-
aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 91. Biorgc pod uwag¢e wyniki eksperymentow
zwigzanych z selektywng fosforylacja i fosfitylacja uktadu 3-aminofenolu, ktore wskazywaty
na brak mozliwosci zastosowania chlorkéw fosforynow jako s$rodkow stuzacych do
selektywnej fosfitylacji grupy aminowej (rozdziaf 9.2.1.), postanowitem, ze w celu
N-fosforylacji  3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 91 =zastosuje chlorofosforany.
W wyniku  reakcji  3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 91  z odpowiednimi
chlorofosforanami,  ktéora  przeprowadzitem w bezwodnej pirydynie, izolowatem
z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej, z dobrymi wydajnosciami (60 — 78 %)
pozadane pochodne 92a-h. W ostatnim etapie, rozpuszczone w N,N-dimtyloacetamidzie
(DMA) zwigzki 92a-h traktowalem H,NSO,Cl, otrzymujgc ostatecznie potencjalne inhibitory
la-h, ktorych struktury potwierdzilem na podstawie analizy widm 'H NMR, °C NMR,
3P NMR, IR oraz MS.
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Nr zwigzku R, R,

la Me -
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Schemat 9.7. Szlak syntezy potencjalnych inhibitoréw la-h (R; = Me, Et, i-Pr, n-Bu, Ph, Bn; R, = H,
Me).
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9.2.3. Synteza amidosiarczanowych pochodnych 3-fenylokumaryny
zawierajgcych w swojej konstytucji wigzania C-F

Kolejnym krokiem na drodze realizacji zadan mojej pracy doktorskiej byta synteza
zwigzkow zawierajacych w swojej konstytucji ugrupowanie amidosiarczanowe oraz
podstawniki fluorowe, jako potencjalnych inhibitorow STS. Pierwsza serig zwiazkow, jaka
postanowitem otrzyma¢ na drodze syntetycznej byly pochodne oparte o rdzen
3-fenylokumaryny. Po etapie analiz z wykorzystaniem technik dokowania molekularnego
rozpoczalem  syntez¢ szeSciu  amidosiarczanowych  analogow  3-fenylokumaryny
zawierajacych w swojej konstytucji wigzania C-F (zwigzki 11b-g) oraz jednego lla, w ktorym
takie wigzania nie wystgpuja. Wszystkie zaplanowane zwigzki otrzymatem na drodze jednej

procedury syntetycznej, ktorg przedstawitem na Schemacie 9.8..

CHO
OH

R, socl, R, OH

COOH -~ o coch — =" 5

DCM K,CO;4
Rj Rs R3 Rs

Ry Ry

aceton

Y. oo
CclI” SN=—=c=—o0 DCM
Nr zwigzku R, R, R; R4 Rs
lla H H H H H
b H F F H H
llic H F F F H
ld F F F F F
lle CF; H H CF; H
1f H CF; F H H
llg H H OCF; H H

Schemat 9.8. Szlak syntezy potencjalnych inhibitoréw Ila-g (Ry, R, Rs, R4, Rs = H, F, CF3, OCFy).

W pierwszym etapie syntezy chlorki kwasowe pochodnych kwasu fenylooctowego

(generowane w reakcji odpowiednich pochodnych kwasu fenylooctowego z chlorkiem
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tionylu) poddatem reakcji z 2,4-dihydroksybenzaldehydem w obecnosci weglanu potasu,
w wyniku ktoérej z dobrg wydajnoscig (62 — 80 %) otrzymalem pochodne 7-hydroksy-3-
fenylokumaryny 10la-g. Nastepnie, rozpuszczone w DMA zwigzki 10la-g traktowatem
HoNSO,Cl  (otrzymanym insitu  w reakcji izocyjanianu chlorosulfurylu  z kwasem
mrowkowym w obecnos$ci katalitycznej ilosci DMA), otrzymujac potencjalne inhibitory
Ila-g. Wydajnosci tego etapu syntezy byly wysokie i sieggaly 90 %. Struktury otrzymanych
zwigzkow I1a-g potwierdzitem na podstawie analizy widm *H NMR, **C NMR, IR oraz MS.

9.2.4. Synteza N-acylowanych pochodnych 3-(4-aminofenylo)-kumaryny
zawierajgcych w swojej konstytucji ugrupowanie amidosiarczanowe oraz
wiqzania C-F

Wyniki analiz modelowania molekularnego sugerowaty, iz w miejscu aktywnym STS
znajduje si¢ wystarczajaco duzo miejsca aby do pierscienia fenylowego 3-fenylokumaryny
wprowadzi¢ podstawnik o znacznie wigkszej objetosci. Wobec powyzszego, postanowitem
podstawowy szkielet 3-fenylokumaryny rozbudowa¢ wprowadzajac do struktury chemicznej
zwigzkéw dodatkowy, fluorowany pierscien aromatyczny poprzez wigzanie amidowe.
Efektem mojej pracy byla synteza jedenastu kolejnych potencjalnych inhibitorow STS
(11a-k).

Koncepcja syntezy zwigzkéw Illa-h opierata si¢ na dwoch etapach, ktore
przedstawitem na Schemacie 9.9.. W pierwszym etapie zwigzek 91 N-acylowatem chlorkami
benzoilu lub fenyloacetylu zawierajacymi w swojej konstytucji wigzania C-F w obecnosci
weglanu potasu. W wyniku tej reakcji z dobrg wydajnoscig (62 — 75 %) otrzymatem pochodne
102a-k. Ostatnim etapem syntezy bylo wprowadzenie ugrupowania amidosiarczanowego do
struktury zwigzkow 102a-k. W tym celu, rozpuszczone w DMA zwigzki 102a-k traktowatem
uprzednio zgenerowanym H;NSO,Cl, otrzymujac potencjalne inhibitory Illa-k. Struktury
otrzymanych zwigzkow llla-k potwierdzitem na podstawie analizy widm 'H NMR, C
NMR, IR oraz MS.
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Schemat 9.9. Schemat syntezy potencjalnych inhibitoréw Illa-k (R, R, Rs, R4, Rs = H, F, CFs,

OCF3, NO; n = 0. 1).

9.2.5. Synteza N-acylowanych pochodnych tyraminy zawierajgcych w swojej

konstytucji wigzania C-F

Po etapie badan modelowania molekularnego, sugerujacych dobre dopasowanie

zaprojektowanych analogéw do miejsca aktywnego STS, rozpoczatem synteze siedemnastu

amidosiarczanowych analogow N-acylowanej tyraminy

wigkszo$¢ zawierala w swojej konstytucji wigzania C-F.

IVa-r,

w przypadku ktorych
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Schemat 9.10. Schemat syntezy potencjalnych inhibitorow 1Va-r (Ry, Rz, Rs, R4, Rs = H, F, CF3,

OCFg, NOz, n= 0, I.m= 8, 9)
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Wszystkie zaplanowane zwigzki otrzymatem na drodze jednej procedury syntetycznej,
przedstawionej na Schemacie 9.10.. W pierwszym etapie syntezy, N-acylowane pochodne
tyraminy 103a-r otrzymalem na drodze reakcji chlorkow  perfluorodekanoilu
i perfluoroundekanoilu oraz odpowiednich, fluorowanych podchodnych chlorkéw benzoilu
lub fenyloactylu w obecnosci weglanu potasu. Nastepnie do otrzymanych zwigzkow 103a-r
wprowadzitem ugrupowanie amidosiarczanowe. W tym celu, rozpuszczone w DMA
odpowiednie pochodne 103a-r traktowalem uprzednio zgenerowanym H;NSO,CI,
otrzymujgc, po standardowym procesie izolacji, potencjalne inhibitory IVa-r. Struktury
otrzymanych zwigzkoéw IVa-r potwierdzitem na podstawie analizy widm 'H NMR, C NMR,
IR oraz MS.

9.3. Oznaczanie aktywnosci biologicznej

Wyniki modelowania molekularnego projektowanych struktur postanowilem
zweryfikowa¢ na podstawie badan biologicznych. Po etapie projektowania i syntezy,
aktywnos$¢ inhibicyjng wszystkich otrzymanych zwigzkéw oznaczano w tescie in vitro
(zgodnie ze znanymi procedurami [144], [145]) z wykorzystaniem STS, wyizolowanej
z tozyska ludzkiego na drodze opisanej, trojstopniowej chromatografii [146] przy wspotpracy
z grupg badawczag dr. Macieja Mastyka z Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego. Dla
wyselekcjonowanych pochodnych zawierajacych w swojej konstytucji wigzania C-F
sprawdzono roéwniez wlasciwosci cytotoksyczne wobec dwoch estrogenozaleznych linii
komorkowych: MCF-7 i T47D oraz dwoch linii komérkowych, ktorych wzrost nie zalezy od
estrogenéw: SkBr3 i MDA-MB-231. Testy komorkowe zostaty przeprowadzone przy
wspotpracy z grupa badawcza profesora Andrzeja Sktadanowskiego z Katedry Technologii

Lekow 1 Biochemii Politechniki Gdanskie;.

9.3.1. Aktywnos¢ biologiczna amidosiarczanowych pochodnych
3-fenylokumaryny zawierajgcych w swojej konstytucji ugrupowania fosforowe

Wyniki testow enzymatycznych zebrane w Tabeli 9.6. wskazuja, ze wszystkie
otrzymane zwigzki la-h bardzo skutecznie hamujg prace enzymu (w zakresie od 0.78 do
0.19 uM). Dla poréwnania, dwa zwiazki referencyjne, V oraz VI, hamowaly prace enzymu
z 1C5p na poziomie, odpowiednio 1.38 oraz 1.03 uM w tym samym teScie biologicznym.
Najwyzsza aktywno$¢ inhibicyjng wobec STS wykazaly zwiazki zawierajace w Swojej
konstytucji dwa dodatkowe pier§cienie aromatyczne, le oraz If (dla ktorych wartos$ci ICs

wyniosty odpowiednio 0.19 i 0.24 uM). Wynik ten jest zgodny z danymi zebranymi w toku
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modelowania molekularnego, gdyz najnizsza warto$¢ energii wigzania Wyznaczylem dla
zwigzku If (-8.3 kcal/mol).

Tabela 9.6. Wyniki analiz dokowania molekularnego z wykorzystaniem programu AutoDock Vina
1.1.2 oraz badan aktywnosci inhibicyjnej zwiazkow la-h oraz inhibitoréw referencyjnych Vi VI
W tescie in Vitro na oczyszczonym enzymie pochodzacym z tozyska ludzkiego wraz z wyznaczona
warto$ciag parametru LogP wyznaczonymi przez program ChemDraw Ultra 7.0.

N o N_/
LS
R,0
22, IO 2 OO
\35// >S\ R,
H,N" 0 o~ o H,N™ "0 o~ "o Ro

la-f Ig-h

H,N" 0 o~ o H,N" 0 o~ Yo
v VI
N T
owigzku Ri R : I::zz:]rgltfl] 1Cso [uM] LogP [-]

la Me - -6.4 0.78 £0.07 2.01
Ib Et - -6.6 0.51 £0.02 2.70
Ic i-Pr - -6.2 0.47 £0.03 3.52
Id n-Bu - -6.3 0.31 £0.03 4.43
le Ph - -6.7 0.19 £0.02 5.37
If Bn - -8.3 0.24 +0.05 5.56
Ig - H -7.8 0.70 + 0.05 1.89
Ih - Me -7.9 0.45+0.03 2.99
Vv - - -2.9 1.38 £0.13 0.76
Vi - - -4.1 1.03 £ 0.23 0.94

Co ciekawe, analizujac aktywno$¢ biologiczng otrzymanych inhibitorow
W odniesieniu  do ich hydrofobowos$ci, zaobserwowalem silng korelacje pomiedzy
wartosciami ICsp oraz wartosciami parametru LogP, wyznaczonymi komputerowo przez
program ChemDraw Ultra 7.0 (Tabela 9.6.). Wyniki tych analiz jednoznacznie wskazuja, ze
wzrost hydrofobowo$ci ugrupowania N-fosforylowego wptywa na wzmocnienie wigzania
inhibitora do miejsca aktywnego enzymu, aco za tym idzie na wzrost jego aktywnos$ci
inhibicyjnej. Struktura miejsca aktywnego STS, ktore zbudowane jest z licznych reszt
aminokwasowych o charakterze lipofilowym, wskazuje na mozliwo$¢ tworzenia si¢ silnych
oddziatywan hydrofobowych z niepolarnym rdzeniem inhibitorow, co w potaczeniu

Z mozliwoscig wystepowania potencjalnego wigzania wodorowego (pomiedzy uktadem P=0O
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oraz NH reszty Arg98), wplywa na site inhibicji. Wnioski zebrane w toku prac nad
pochodnymi la-h staty si¢ przedmiotem naszej publikacji w czasopismie Medicinal Chemical
Communications [147].

9.3.2. Aktywnosc¢ biologiczna amidosiarczanowych pochodnych
3-fenylokumaryny zawierajgcych w swojej konstytucji wigzania C-F

Po etapie projektowania, a nastgpniec syntezy, otrzymane zwigzki lla-g wraz
z inhibiorem referencyjnym V zostaly przebadane pod katem zdolno$ci hamowania pracy
STS w teScie enzymatycznym. Dane eksperymentalne zebrane w Tabeli 9.7., jednoznacznie
wskazuja, ze inhibitory 11b oraz llc charakteryzowaty si¢ najwyzsza aktywnoscig inhibicyjna
wobec enzymu (ICsp dla obu zwigzkéw wyniosto 0.27 pM). Wigkszo$¢ z otrzymanych
pochodnych zdecydowanie skuteczniej hamowata prace STS w poréwnaniu ze zwigzkiem

referencyjnym V (ICso = 3.50 uM). Jedynie zwigzek |le okazat si¢ znacznie mniej aktywny.

Tabela 9.7. Wyniki analiz dokowania molekularnego z wykorzystaniem programu AutoDock Vina
1.1.2 oraz badan aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych inhibitorow lla-g oraz zwiazku referencyjnego
V w tescie in vitro na oczyszczonym enzymie pochodzacym z tozyska ludzkiego.

H,N” O o) o]
v

e SE

owigzku R: R> Rs R4 Rs [Ecl:gflarﬁgf] 1Cso [uM]
Ila H H H H H 6.7 0.36+0.022
b H F F H H 6.7 0.274+0.020
llc H F F F H -6.8 0.27+0.021
Id F F F F F -6.9 0.284+0.019
Ile CF; H H CF, H -6.9 4.18+0.240
1f H CF; F H H -6.2 0.30+0.019
Ig H H OCF; H H 75 0.44+0.020
Vv - - - - - -2.9 3.50+0.320

Powyzsze wyniki §wiadczg o tym, Zze wzrost wlasciwosci hydrofobowych inhibitorow
(wynikajacy z wprowadzenia do struktury podstawionego pierScienia fenylowego) sprzyja
wigzaniu inhibitorow do miejsca aktywnego STS poprzez tworzenie dodatkowych

oddziatywan hydrofobowych =z lipofilowymi  resztami aminokwasowymi. Ponadto,
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w wigkszosci przypadkow, inhibitory zawierajagce w swojej konstytucji atomy fluoru
wykazywaty nieco silniejsze dzialanie w porownaniu ze zwigzkiem lla, w strukturze ktérego
atom fluoru nie wystepuje. Opisane powyzej wyniki staly si¢ przedmiotem publikacji

naukowej w czasopismie Chemical Biology & Drug Design [148].

9.3.3. Aktywnosc¢ biologiczna N-acylowanych pochodnych 3-(4-aminofenylo)-
kumaryny zawierajgcych w swojej konstytucji ugrupowanie amidosiarczanowe
oraz wigzania C-F

Wszystkie otrzymane pochodne Illa-k zostaly poczatkowo przebadane w tescie
enzymatycznym z wykorzystaniem STS wyizolowanej ztozyska ludzkiego wraz ze
zwigzkami Ilb illc (najbardziej aktywnymi ws$rod inhibitorow =z serii lla-g) atakze
zwigzkiem referencyjnym V. Dane eksperymentalne uzyskane na podstawie testu
enzymatycznego przedstawitem w Tabeli 9.8..

Uzyskane wyniki badan jednoznacznie wskazuja, ze wszystkie otrzymane zwiazki
hamowaty aktywnos$¢ STS w znacznie wigkszym stopniu niz zwigzek referencyjny V (ICso =
1.38 uM). Wsrod N-benzoilowanych pochodnych 3-fenylokumaryny najwyzsza aktywnoscia
inhibicyjng charakteryzowat si¢ zwigzek lllc z wartoscig ICso na poziomie 0.18 uM (co jest
zgodne  zwynikami  analiz  modelowania  molekularnego),  natomiast  wsrod
N-fenyloacetylowanych najbardziej aktywny okazat si¢ zwigzek Illj z 1Csy rowniez na
poziomie 0.18 uM (warto$¢ energii wigzania wyznaczona przez program AutoDock Vina
wyniosta -8.6 kcal/mol). Najbardziej aktywne zwiazki Illc oraz 1llj okazaty si¢ nieco
skuteczniej hamowac aktywnos¢ STS od inhibitoréw 11b oraz llc (dla ktérych ICso wyniosty
odpowiednio 0.28 oraz 0.29 uM).
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Tabela 9.8. Wyniki analiz dokowania molekularnego z wykorzystaniem programu AutoDock Vina
1.1.2 oraz badan aktywnosci inhibicyjnej zwiazkow Il1a-k, I11b, Ilc oraz inhibitora referencyjnego V
w tescie in Vitro na oczyszczonym enzymie pochodzacym z tozyska ludzkiego.

H n
N R,
‘ 0 X
0 ~ Rs R3 N /c>
(¢} N\ 7
N/ oS
S\ o o o Ry H,N o] o] o]

H,NT
llla-k v

Nr S ICso

i Ry R, Rs Ri Rs [I::’:lal-llzrt:]lglt_ll] [uM]
Ila H H H H H -7.6 0.49+0.04
b 0 H H F H H -8.6 0.21+0.01
Ilic H F F H H -8.9 0.18 £0.01
Iid F F F F F -8.8 0.23+0.01
e H H H H H -8.2 0.26 +0.02
Hif H F F H H -8.7 0.36 +£0.03
g H F F F H -7.8 0.30+0.03
Ih 1 F F F F F -9.5 0.34 +0.03
i H CF; F H H -8.9 0.38 £0.02
11j CF; H H CF; H -8.6 0.18 £0.01
Ik H H OCF; H H -8.4 0.44+0.02
b - - - - - - -6.7 0.28 +0.02
llic - - - - - - -6.8 0.29£0.02
Vv - - - - - - -2.9 1.38+0.13

Na podstawie wynikéw testu enzymatycznego, wyselekcjonowalem sze$¢ najbardziej
aktywnych, fluorowanych zwiazkoéw reprezentujacych trzy rozne grupy (111b oraz Illc, 111g
oraz Il1j, Ilb oraz llc) wcelu oznaczenia ich cytotoksycznosci wobec czterech linii
komorkowych (zwigzek V zostal wykorzystany jako zwigzek referencyjny). W panelu
wykorzystanych linii komérkowych raka piersi znalazty si¢ dwie linie hormonozalezne
(MCF-7 oraz T47D), a takze dwie, ktorych wzrost nie jest zalezny od hormonéw (SkBr3 oraz
MDA-MB-231). Otrzymane wyniki przedstawitem w Tabeli 9.9..
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Tabela 9.9. Wyniki badan cytotoksycznosci wybranych inhibitorow I11b, I11c, I11g, I11j, 11b, llc oraz
zwigzku referencyjnego V.

Glso [uM]
Nr zwigzku MCF-7 T47D SkBr3 MDA-MB-231
ER"; PR"; Her2" ER"; PR"; Her2 ER’; PR’; Her2" ER’; PR’; Her2
b >100 >100 >100 >100
Ilc >100 >100 >100 >100
g 31.3+6.9 13.7+1.0 36.1+0.3 11.7+3.0
11j 15.9+3.7 8.7+0.1 18.8+0.4 8.1+1.7
b 30.0+2.3 43.0+1.7 >100 61.5+3.9
llc 32.6+2.6 30.7+3.9 61.3+3.8 56.3+0.6
\ >100 >100 >100 >100
ER, receptor estrogenowy; PR, receptor progesteronowy; Her2 receptor nablonkowego czynnika
wzrostu 2.

Najwyzszg antyproliferacyjng aktywnoscig charakteryzowat si¢ analog I11j (wartosci
Glsp wobec komoérek MCF-7 i T47D wyniosty odpowiednio 15.9 i8.7 uM). Jednakze,
zwigzek ten nie dziatat selektywnie wobec estrogenozaleznych linii komérkowych i rownie
silnie hamowat wzrost komoérek ER i PR ujemnych (wartosci Glsg wobec komorek SkBr3
i MDA-MB-231 wyniosty odpowiednio 18.8 i 8.1 uM). Pomimo nieco nizszej aktywnosci
(zarowno w tescie enzymatycznym, jak i z wykorzystaniem linii komorkowych) zwiazki 11b
i llc okazaty si¢ selektywnie hamowaé¢ wzrost komorek hormonozaleznych (np. wartosci Glsg
dla pochodnej Ilc wobec komoérek ER i1 PR dodatnich: MCF-7 i T47D wyniosta odpowiednio
32.6 130.7 uM, natomiast wobec komoérek ER i PR ujemnych: SkBr3 i MDA-MB-231
wyniosla odpowiednio 61.3 156.3 puM). Pomimo bardzo wysokiej aktywnoSci w tescie
enzymatycznym, zwigzki Illb oraz |Illc praktycznie nie wykazaty wlasciwosci
cytotoksycznych w zadanych stezeniach w stosunku do wybranych linii komodrkowych
(podobnie jak zwiagzek referencyjny V). Caly material doswiadczalny zebrany podczas pracy
nad serig fluorowanych, N-acylowanych pochodnych 3-(4-aminofenylo)-kumaryny
zawierajacych w swojej konstytucji ugrupowanie amidosiarczanowe zostal opublikowany

w czasopismie European Journal of Medicinal Chemistry [149].
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9.3.4. Aktywnos¢ biologiczna N-acylowanych pochodnych tyraminy
zawierajgcych w swojej konstytucji wigzania C-F

Po etapie projektowania z wykorzystaniem technik komputerowych oraz syntezy
nowych, potencjalnych inhibitorow STS IVa-r, wszystkie otrzymane pochodne zostaty
przebadane w tescie z wykorzystaniem STS wyizolowanej z tozyska ludzkiego wraz ze

zwigzkiem referencyjnym V. Wyniki badan enzymatycznych przedstawitem w Tabeli 9.10..

Tabela 9.10. Wyniki analiz dokowania molekularnego z wykorzystaniem programu AutoDock Vina
1.1.2 oraz badan aktywnosci inhibicyjnej zwiazkow 1VVa-r oraz inhibitora referencyjnego V w tescie in
Vitro na oczyszczonym enzymie pochodzacym z tozyska ludzkiego.

n R H Fz)m
H
N Ry N ¢ CF
o) o. O 3
o\\ ) @/\/ \\S// o
/S\ O H N/ \o
HN" 0 NVao =8 Rs 2 IVp-r
Ra
Energia
Nr . . 1Cs
. m R R R Rsi Rs wiqgzania
AL [kcal mol™] [uM]
1IVa H H H H H -55 54.02+1.02
Vb H H F H H -5.3 17.74 £1.03
Ve H F F H H -5.6 5.39+0.43
Ivd 0 F H F F H -6.3 8.62+0.49
Ve F F F F F -6.0 291 +£0.13
IVf H H CF; H H -5.7 8.59 +0.55
1Vg H H NO, H H -6.1 17.55+1.09
IVh - H H H H H -5.1 18.82 £1.01
Vi H F F H H -54 83.45+1.45
1Vj H F F F H -5.3 16.43 £ 0.89
1IVk 1 F F F F F -5.9 472 £0.35
VI H CFk; F H H -6.0 9.78£0.43
1IVm CF; H H CF;s H -6.3 3.88+0.22
1Vn H H OCF, H H -55 3.92+0.26
Vo H H NO, H H -4.4 28.70 £1.00
IVp - 18] - - - - - -5.9 13.10 £ 0.77
IVr -1 9 - - - - - -6.7 2.18+0.22
\Y/ - - - - - - -2.9 2.13+0.13

Uzyskane wyniki badah wskazuja, ze nowo otrzymane zwigzki hamujg aktywnos¢
ludzkiej STS na umiarkowanym poziomie. Najwyzsza aktywnoscig inhibicyjna
charakteryzowat si¢ analog IVr, dla ktorego wartos¢ ICso wyniosta 2.18 uM 1 byla
poréwnywalna ze zwigzkiem referencyjnym V (ICso =2.13 uM). Wynik ten jest zgodny
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Z danymi uzyskanymi podczas etapu dokowania molekularnego, ktore réwniez wskazywaty
na najnizszg warto$¢ energii wigzania dla pochodnej 1Vr (-6.7 kcal/mol). Co ciekawe,
wigkszos¢ zwigzkow, w ktorych konstytucji znajdowalo si¢ wigzanie C-F, znacznie
efektywniej hamowato aktywno$¢ enzymu niz ich pozbawiony atomu fluoru analog. Wartosci
ICs0 dla dziewigciu z trzynastu fluorowanych inhibitorow znajdowaly si¢ na poziomie
nizszym niz 10 uM. Dla poréwnania, wartosci ICso dla pochodnych 1Va, 1Vg, 1Vh i1Vo
(w ktorych konstytucji atom fluoru nie wystepuje) wyniosty odpowiednio 54.02, 17.55, 18.82
i 28.70 uM. Obserwacja ta wydaje si¢ potwierdza¢ korzystny wplyw wprowadzenia atomu
fluoru na aktywno$¢ inhibicyjng amidosiarczanowych pochodnych opartych o rdzen
tyraminy. Material do$wiadczalny zebrany podczas pracy nad tg klasg zwigzkéw jako
inhibitorow STS stat si¢ przedmiotem publikacji naukowej w czasopismie Chemical Biology
& Drug Design [150].
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Rozdzial 10

Podsumowanie

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) wymienia estrogeny jako jedne z gldownych
czynnikéw stymulujacych wzrost nowotworow hormonozaleznych, a inhibitory enzymow,
ktére sa w stanie kontrolowaé produkcje estrogendw, moga mieé¢ potencjalne znaczenie
terapeutyczne. W ostatnich latach liczne o$rodki naukowe na calym $wiecie prowadza
intensywne badania zwigzane z poszukiwaniem nowych, skutecznych inhibitorow sulfatazy
steroidowej (STS), ktora bierze udzial w biosyntezie estrogenéw, jako nowego celu
terapeutycznego W leczeniu nowotworéw (ze szczegdlnym uwzglgednieniem nowotworow
piersi).

W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawitem wyniki badan z zakresu
modelowania molekularnego, syntezy oraz oceny aktywnosci biologicznej nowych
inhibitorow STS, jako zwigzkdéw o potencjalnych wlasciwosciach przeciwnowotworowych.

Na wstepie swojej pracy badawczej zaprojektowalem pokazng biblioteke struktur,
ktore poddalem badaniom modelowania molekularnego w zakresie dokowania
molekularnego. Na podstawie otrzymanych wynikéw obliczeniowych wyselekcjonowatem
grupy zwigzkow charakteryzujace si¢ najlepszym dopasowaniem do miejsca aktywnego
sulfatazy steroidowej. Te grupy zwigzkow w kolejnym etapie otrzymatem na drodze syntezy
chemicznej. Aktywno$¢ inhibicyjna wszystkich otrzymanych pochodnych oznaczano w tescie
in vitro z wykorzystaniem STS, wyizolowanej z tozyska ludzkiego. Dla wyselekcjonowanych
pochodnych  sprawdzitem réwniez wlasciwosci  cytotoksyczne wobec  czterech
nowotworowych linii komorkowych.

Wsrod czterech serii potencjalnych inhibitorow STS znalazly sie:

a)  amidosiarczanowe pochodne 3-fenylokumaryny zawierajace w swojej konstytucji
ugrupowania fosforowe (zwiazki la-h).

b)  amidosiarczanowe pochodne 3-fenylokumaryny zawierajace w Swojej konstytucji
wigzania C-F (zwiazki ll1a-Q);

c) N-acylowane pochodne 3-(4-aminofenylo)-kumaryny zawierajace w SWOjej
konstytucji ugrupowanie amidosiarczanowe oraz wigzania C-F (zwiazki l11a-k);

d) N-acylowane pochodne tyraminy zawierajace w swojej konstytucji ugrupowanie

amidosiarczanowe oraz wigzania C-F (zwiazki IVa-r);
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Wyniki analiz modelowania molekularnego wskazywaly, ze wyselekcjonowane
zwigzki nalezace do kazdej z wyzej wymienionych klas charakteryzowaly si¢ bardzo dobrym
dopasowaniem do miejsca aktywnego enzymu, a sposob ich wigzania byl analogiczny jak
w przypadku inhibitora referencyjnego 7-O-amidosiarczan-kumaryny V. Kazdorazowo
wartosci energii wigzania wyznaczone przez program dokujagcy AutoDock Vina (bedace
miarg sily wigzania czasteczki przez enzym) byly zdecydowanie nizsze i korzystniejsze
w poréwaniu ze zwigzkiem V. Ponadto, graficzna interpretacja wynikoéw modelowania
molekularnego wskazata, ze wysoka stabilno$¢ potencjalnych komplekséw enzym-inhibitor
wynika nie tylko z mozliwosci wystepowania licznych oddziatywan hydrofobowych
pomiedzy silnie hydrofobowym rdzeniem zaprojektowanych czasteczek i resztami
aminokwasowymi 0 charakterze lipofilowym, ale rowniez z mozliwoscig tworzenia
dodatkowych oddziatywan elektrostatycznych, na co wskazuje niewielka odlegto$¢ pomiedzy
atomami fluoru, ukladem amidowym oraz grupa P=O inhibitoréw do niektorych reszt
aminokwasowych znajdujacych si¢ w miejscu aktywnym STS (m.in. Arg98 oraz Thr484).

W kolejnym etapie swojej pracy wyniki modelowania molekularnego weryfikowatem
na drodze eksperymentalnej, przeprowadzajac synteze pokaznej biblioteki zaprojektowanych
zwigzkow, t.).:

a)  amidosiarczanowych pochodnych 3-fenylokumaryny zawierajacych w swojej
konstytucji ugrupowania fosforowe (zwigzkow la-h), modyfikujac strukture estru
kwasu fosforowego (osiem zwigzkow);

b)  amidosiarczanowych pochodnych 3-fenylokumaryny zawierajacych w swojej
konstytucji wigzania C-F (zwigzkéw lla-g), modyfikujac strukture podstawnika
3-fenylowego w kumarynie (siedem zwiazkow);

c) N-acylowanych  pochodnych  3-(4-aminofenylo)-kumaryny  zawierajacych
w swojej konstytucji ugrupowanie amidosiarczanowe oraz wigzania C-F
(zwigzkéw  Illa-k), modyfikujac  struktur¢  podstawnika N-acylowego
w 3-(4-aminofenylo)-kumarynie (jedenascie zwiazkow);

d)  N-acylowanych pochodnych tyraminy zawierajacych w swojej konstytucji
ugrupowanie amidosiarczanowe oraz wigzania C-F (zwiazkow 1Va-r),
modyfikujac struktur¢ podstawnika N-acylowego w tyraminie (siedemnascie
Zwigzkow).

W kolejnym etapie we wspolpracy z Katolickim Uniwersytetem Lubelskim oraz
Katedrag Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej przeprowadzitem badania

biologiczne otrzymanych zwigzkow.
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Wsrod pochodnych zawierajacych w swojej konstytucji zarowno ugrupowanie
amidosiarczanowe, jak i fosforowe la-h najskuteczniejszymi inhibitorami STS okazaty sig¢
zwigzki:  7-O-amidosiarczan-3-[4-(difenoksy-fosforyloamino)-fenylo]-kumaryna, le, oraz
7-O-amidosiarczan-3-[4-(dibenzyloksy-fosforyloamino)-fenylo]-kumaryna, If, (dla ktorych
wartosci ICso wyniosty odpowiednio 0.19 i0.24 uM; dla poréwnania wartos¢ 1Cso dla
zwigzku referencyjnego V Wwtym samym tescie Wyniosta 1.38 pM). W toku
przeprowadzonych eksperymentéw zaobserwowalem silng korelacje pomiedzy parametrem
logP a aktywnos$cig testowanych zwigzkéw. Wyniki tych analiz jednoznacznie wskazujg, ze
wzrost hydrofobowosci ugrupowania N-fosforylowego wplywa na wzmocnienie wigzania
inhibitora do miejsca aktywnego enzymu, a co za tym idzie na jego wlasciwosci inhibicyjne
(patrz Tabela. 9.6., zwiazek le oraz If). Struktura miejsca aktywnego STS, zbudowanego
z licznych reszt aminokwasowych o charakterze lipofilowym, sugeruje mozliwos¢ tworzenia
si¢ silnych oddziatywan hydrofobowych =z niepolarnym rdzeniem inhibitoréw, co
W polaczeniu z mozliwoscia wystepowania potencjalnego wigzania wodorowego (pomigdzy
uktadem P=0 oraz NH reszty Arg98), wptywa na sil¢ inhibicji (patrz Rys. 9.2. oraz Rys. 9.3,
zwiazki 1d, le oraz If).

Z kolei wyniki eksperymentow biologicznych wskazaty, ze wsrod otrzymanych
inhibitorow zawierajacych w swojej konstytucji wigzania C-F (nalezacych do serii lla-g,
Illa-k oraz 1Va-r) najwyzszg aktywnoscig w teScie enzymatycznym charakteryzowaly si¢
amidosiarczanowe pochodne oparte o strukture N-acylowanej 3-(4-aminofenylo)-kumaryny:
Illc (7-O-amidosiarczan-3-[4-(3,4-difluoro-benzoiloamino)-fenylo]-kumaryna) oraz 111j (7-
O-amidosiarczan-3-{4-[2-(2,5-bis-trifluorometylo-fenylo)-acetyloamino]-fenylo}-kumaryna)
(wobu przypadkach wartos¢ ICsp wyniosta 0.18 pM; dla poréwnania warto$¢ 1Cso dla
zwiagzku referencyjnego V W tym samym tescie wyniosta 1.38 pM). W serii zwiazkow |la-g,
najskuteczniej aktywno$¢ enzymu hamowaly zwigzki: 7-O-amidosiarczan-3-(3,4-
difluorofenylo)-kumaryna, Ilb, oraz 7-O-amidosiarczan-3-(3,4,5-trifluorofenylo)-kumaryna,
llc, dla ktorych warto$¢ ICso 0znaczono na poziomie 0.27 uM w obu przypadkach (wartos¢
ICso dla zwiazku referencyjnego V W tym samym tescie wyniosta 3.50 pM). Nieco mniej
aktywne okazaly si¢ amidosiarczanowe pochodne tyraminy IVa-r, dla ktérych wyznaczone
W tescie enzymatycznym wartosci ICso miescity si¢ w zakresie od 2.18 do 83.45 uM.

W testach na wybranych, nowotworowych liniach komorkowych najwyzsza
aktywno$¢ antyproliferacyjng wykazat analog I11j (wartosci Glsg wobec komoérek MCF-7
i T47D wyniosty odpowiednio 15.9 i 8.7 uM). Jednakze, zwigzek ten nie dziatal selektywnie

wobec komorek estrogenozaleznych i rownie silnie hamowal wzrost dwoch pozostatych linii
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komorkowych (wartosci Glsp wobec komorek SkBr3 i MDA-MB-231 wyniosty odpowiednio
18.8 1 8.1 uM). Pomimo nieco nizszej aktywnosci (zarowno w teScie enzymatycznym, jak
I Z wykorzystaniem linii komorkowych) zwiazki I1b 1 Ilc okazaly si¢ selektywnie hamowac
wzrost komérek hormonozaleznych (np. wartosci Glsg dla pochodnej I1c wobec komérek ER
i PR dodatnich: MCF-7 i T47D wyniosta odpowiednio 32.6 i30.7 uM, natomiast wobec
komorek ER i PR ujemnych: SkBr3 i MDA-MB-231 wyniosta odpowiednio 61.3 i 56.3 uM).
Zwigzek referencyjny V wykazat brak wlasciwosci cytotoksycznych wobec badanych przez
nas wybranych linii komérkowych.

Na uwage zastuguje fakt, ze w prezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej
wynikach badan w wigkszosci przypadkow parametry uzyskane w eksperymentach
modelowania molekularnego wykazuja wysoka korelacj¢ z wynikami badan biologicznych.

W tym miejscu pragne dodaé, ze prezentujac wyniki powyzszych badan na wielu
konferencjach naukowych spotkatem si¢ zuwagami, ze w celu optymalizacji geometrii
ligandow poddawanych procedurze dokowania molekularnego stosowatem zbyt mato
zaawansowane metody obliczeniowe (t.j. metody mechaniki molekularnej MM+). Pragng
podkresli¢, ze we wspotpracy z zespotem prof. Tomasza Puzyna z Pracowni Chemometrii
Srodowiska Uniwersytetu Gdanskiego oraz prof. Jerzego Leszczynskiego z Jackson State
University (USA) przeprowadzilismy szereg analiz obliczeniowych z zakresu modelowania
molekularnego  otrzymanych  przeze mnie zwigzkow  z zastosowaniem  bardziej
zaawansowanych metod optymalizacji geometrii ligandéw (t.j. metody mechaniki kwantowej
PM7 oraz DFT B3LYP/6-31++G*). Jednakze, wyniki uzyskane w tych eksperymentach,
wskazaty, ze zaro6wno metody oparte o mechanike molekularng (MM+), jak i mechanike
kwantowg (PM7 oraz DFT B3LYP/6-31++G*) sa rownie skuteczne 1mogg by¢
z powodzeniem wykorzystywane w celu optymalizacji geometrii ligandow poprzedzajacej
procedure dokowania molekularnego [151].

Biorgc pod uwage fakt, Zze W czeSci syntetycznej zetknatem si¢ z problemem
selektywnej fosforylacji grupy aminowej wobec wolnej grupy fenolowej, zakres niniejszej
rozprawy obejmowal rowniez seri¢ eksperymentéw z zakresu selektywnej N- oraz
O-fosforylacji uktadu 3-aminofenolu 94 wobec réznorodnych odczynnikow fosforylujacych
i fosfitylujacych. W toku podjetych badan stwierdzitem, ze w zalezno$ci od warunkow reakcji
3-aminofenolu 94 z chlorofosforanami dialkilowymi mamy do czynienia z reakcja
fosforylacji atomu azotu lub tlenu. Itak na przyktad, w reakcji 3-aminofenolu 94
z chlorofosforanem dietylu zar6wno w bezwodnej pirydynie, jak iwobec NEt; w THF,

zaobserwowatem selektywne powstawanie produktu N-fosforylacji 95. W przeciwienstwie do
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tego traktowanie 3-aminofenolu 94 w bezwodnej pirydynie neopentylidenochlorofosforynem
spowodowalo powstaniec wyltacznie produktu O-fosfitylacji. Zdrugiej strony gdy
3-aminofenol 94 poddawatem reakcji z chlorofosforanem dietylu w obecnosci K,COs;
w acetonie otrzymywatem mieszanine produktow O-fosforylacji 96 oraz N- i O-fosforylacji
97. Traktowanie wczesniej zgenerowanego fenolanu 3-aminofenolu 94 chlorofosforanem
dietylu skutkowato selektywnym powstawaniem produktu O-fosforylacji 96. Na podstawie
doswiadczen zebranych wtej serii eksperymentéw opracowalem selektywng metode
fosforylacji atomu azotu w 3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumarynie 91, bez konieczno$ci

ochrony funkcji fenolowej.
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Niniejsza praca powstala przy wsparciu finansowym projektow badawczych

koordynowanych przez Narodowe Centrum Nauki, za ktére bardzo dzigkuje:

b)

Stypendium ETIUDA pt. ,Projektowanie, synteza oraz badanie aktywnosci
biologicznej] nowych amidosiarczanowych inhibitorow sulfatazy steroidowe;j

zawierajacych w swojej konstytucji ugrupowania fosforowe lub wigzania C-F”

(stypendium nr 2017/24/T/NZ7/00271).

Grant PRELUDIUM |, Projektowanie, synteza oraz badanie aktywnosci
biologicznej nowych inhibitoréw sulfatazy steroidowej (STS) na bazie
amidosiarczanowych pochodnych zawierajacych wigzania C-F” (grant nr
2015/19/N/NZ7/00938).

Grant SONATA ,,Projektowanie, synteza oraz badanie aktywnos$ci biologicznej
nowych inhibitorow Sulfatazy Steroidowej (STS) na bazie zwiazkoéw

fosforoorganicznych” (grant nr 2011/03/D/NZ7/03985).

Podczas realizacji niniejszej rozprawy zostatlem laureatem:

a)
b)

Stypendium START 2018 Fundacji na rzecz Nauki Polskiej.

Stypendium Ministra za wybitne osiggnigcia dla doktorantow na rok akademicki
2017/2018.

Badania opisane w niniejszej rozprawie zostaly przeprowadzone we wspotpracy z:

b)

Dr. Maciejem Maslykiem zKatedry Biologii Molekularnej Wydzialu
Biotechnologii i Nauk o Srodowisku Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego
(w zakresie badan aktywnos$ci inhibicyjnej otrzymanych zwigzkéw wobec

0CZYyszCczonego enzymu);
Prof. dr. hab. inz. Andrzejem Sktadanowskim oraz mgr. inz. Majusem Misiakiem
z Katedry Technologii Lekéw 1 Biochemii Wydziatu Chemicznego Politechniki

Gdanskiej (w zakresie badan cytotoksycznos$ci otrzymanych zwiazkow).
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Czg$¢ zaprezentowanego w Niniejszej pracy materialu doswiadczalnego zostato

przedstawione w nastepujacych czterech publikacjach naukowych:

d)

Dasko, M.; Przybylowska, M.; Rachon, J.; Mastyk, M.; Kubinski, K.; Misiak, M.;
Sktadanowski, A.; Demkowicz, S.; Eur. J. Med. Chem., 2017, 128, 79-87;

Dasko, M.; Rachon, J.; Mastyk, M.; Kubinski, K.; Demkowicz, S.; Chem. Biol.
Drug Des., 2017, 90, 156-161;

Dasko, M.; Mastyk, M.; Kubinski, K.; Aszyk, J.; Rachon, J.; Demkowicz, S.;
Med. Chem. Commun., 2016, 7, 1146-1150;

Demkowicz, S.; Dasko, M.; Kozak, W.; Krawczyk, K.; Witt, D.; Mastyk, M.;
Kubinski, K.; Rachon, J.; Chem. Biol. Drug Des., 2016, 87, 233-238;

oraz dwoch doniesieniach konferencyjnych:

b)

Dasko, M.; Kozak, W.; Demkowicz, S.; Synthesis and Steroid Sulfatase Inhibitory

Activity of N-phosphorylated 3-(4-aminophenyl)-coumarin-7-O-sulfamates
(Plakat), Progress in organic synthesis; Gdansk, czerwiec 2016. Plakat zostal
wyrdzniony.

Dasko, M.; Kozak, W.; Demkowicz, S.; Rachon, J.; Synteza oraz badanie

aktywnosci biologicznej amidosiarczanowych inhibitorow sulfatazy steroidowej
na bazie fluorowanych pochodnych 3-fenylokumaryny (Plakat), 58 Zjazd
Naukowy Polskiego Towarzystwa Chemicznego, Gdansk, wrzesien 2015.
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Wystgpienia konferencyjne

Demkowicz, S.; Dasko, M.; Kozak, W.; Recent Developments in Steroid Sulfatase

Inhibitors as Anti-Cancer Agents (Komunikat), Progress in organic synthesis; Gdansk,
czerwiec 2016.
Dasko, M.; Kozak, W.; Demkowicz, S.; Synthesis and Steroid Sulfatase Inhibitory

Activity of N-phosphorylated 3-(4-aminophenyl)-coumarin-7-O-sulfamates (Plakat),
Progress in organic synthesis; Gdansk, czerwiec 2016.
Kozak, W.; Dasko, M.; Demkowicz, S.; Phosphate and Thiophosphate Flavone Analogs

as Steroid Sulfatase Inhibitors (Plakat), Progress in organic synthesis; Gdansk, czerwiec
2016.
Dasko, M.; Kozak, W.; Demkowicz, S.; Rachon, J.; Synteza oraz badanie aktywno$ci

biologicznej amidosiarczanowych inhibitorow sulfatazy steroidowej na bazie
fluorowanych pochodnych 3-fenylokumaryny (Plakat), 58 Zjazd Naukowy Polskiego
Towarzystwa Chemicznego, Gdansk, wrzesien 2015.

Kozak, W.; Dasko, M.; Demkowicz, S.; Rachon, J.; Synteza oraz badanie aktywnosci

biologicznej nowych inhibitoréw sulfatazy steroidowej (STS) na bazie tiofosforowych
pochodnych bikumaryny (Plakat), 58 Zjazd Naukowy Polskiego Towarzystwa
Chemicznego, Gdansk, wrzesien 2015.

Demkowicz, S.; Kozak, W.; Dasko, M.; Rachon, J.; Projektowanie, synteza oraz

badanie aktywnosci biologicznych nowych inhibitorow STS na bazie fosforowych i
tiofosforowych pochodnych bifenyli, kumaryny oraz N-alkaloilotyraminy (Wyktad), V
Konferencja Kot Naukowych Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej, Czarlina,
kwiecien 2015.

Dasko, M.; Kozak, W.; Demkowicz, S.; Rachon, J.; Synteza oraz badanie aktywno$ci

biologicznej inhibitorow sulfatazy steroidowej na bazie fosforoorganicznych
pochodnych kumaryny (Plakat), 57 Konferencja PTChem i SITPChem, Czestochowa,
wrzesien 2014.

Dasko, M.; Deptuta, M.; Synteza pochodnych kumaryny i ich potencjalne zastosowanie

w terapii hormonozaleznych nowotworow piersi (Plakat), IV Konferencja Kot

Naukowych Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej, Czarlina, kwiecien 2014.
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Rozdzial 11

Opis modelowania molekularnego

Przed rozpoczeciem obliczen dokowania molekularnego, struktury chemiczne
inhibitorow przygotowano za pomocg programu HyperChem 8.0.7 Release (Hypercube, Inc.,
Gainesville, FL, USA). Kazda ze struktur zostala zoptymalizowana z wykorzystaniem pola
sitowego MM+ algorytmem sprz¢zonych gradientoéw Polak — Ribier konczacym si¢ réznica
W energii nie wigksza niz 0.05 kcal/mol/A. Struktura rentgenograficzna ludzkiej sulfatazy
steroidowej (Protein Data Bank — 1P49) zostala przygotowana w nastgpujacy sposob:
czasteczki wody krystalicznej usunigto ze struktury; katalityczna reszta aminokwasowa
FGly75 zostata przeksztatlcona do formy gem-—diolowej z wykorzystaniem modutu Protein
Preparation Wizard bedacego czescia pakietu Maestro (Schrodinger, LLC, Nowy Jork, NY,
USA); atomy wodoru dodano do struktury i optymalizowano w polu sitowym OPLS-AA.

Dokowanie zoptymalizowanych ligandow do przygotowanej struktury ludzkiej
sulfatazy steroidowej przeprowadzono z wykorzystaniem programu AutoDock Vina 1.1.2
(The Molecular Graphic Laboratory, The Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA).
Podczas wszystkich obliczen dokujacych zastosowano pudelko z siatka o rozmiarze 30 A x
30 A x 30 A ze $rodkiem na atomie Cy reszty aminokwasowej 75.

Po procedurze dokowania molekularnego, dla poszczegdlnych ligandow, zostaty
wybrane najkorzystniejsze  konformacje, dla ktorych przygotowano modele 3D
z wykorzystaniem programu VMD 1.9 (University of Illinois at Urbana — Champaign,
Urbana, IL, USA).

94


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rozdzial 12

Opis syntez

Wszelkie substraty wykorzystywane do syntezy chemicznej byly dostarczane przez
firm¢ Aldrich lub otrzymywane chemicznie wedlug dostgpnych w literaturze procedur.
Rozpuszczalniki organiczne byty suszone i destylowane wedtug standardowych procedur.
Wykorzystywane szklo laboratoryjne byto czyste, suche, jesli tego wymagaty warunki reakcji
i szczelne konstrukcyjnie. Temperatury topnienia oznaczano na kriometrze Stuart Scientific
SMP30. Do chromatografii kolumnowej wykorzystywano zel krzemionkowy 60 (230-400
mesh) (Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy). Chromatografia cienkowarstwowa TLC
wykonywana byta na ptytkach z zelem krzemionkowym SIL G/UVs4 (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, Niemcy). Do detekcji ptytek TLC zastosowano lampe UV
Spectroline model ENF-240C/FE emitujgca $wiatlo o dtugosci fali 254 nm oraz 365 nm.
Widma NMR rejestrowano z uzyciem spektrometrow: Varian Unity 500 MHz, Varian Gemini
200 MHz, atakze Bruker Avance III HD 400 MHz. Przesunigcia chemiczne przedstawiano
w ppm iodnoszono wzgledem sygnatéw rozpuszczalnika. Stale sprzgzenia podawano
w hercach. Widma IR rejestrowano z wykorzystaniem urzadzeniu Nicolet 8700. Widma
masowe wykonywano na aparacie Agilent 6540 Accurate Mass Q-TOF LC/MS System.
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12.1. Procedura syntezy 3-(dietoksy-fosforyloamino)-fenolu 95

Do kolby kulistej 0 pojemnosci 10 mL zaopatrzonej w rurk¢ z chlorkiem wapnia
zawierajacej 0.2 g (1.8 mmol) 3-aminofenolu 94 rozpuszczonego w2 mL bezwodnej
pirydyny wprowadzono 0.32g (1.8 mmola) chlorofosforanu dietylu. Tak przygotowana
mieszaning reakcyjng pozostawiono na 24 h w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu
reakcji pirydyne odparowano, apozostatos¢ oczyszczono na drodze chromatografii
kolumnowej z wykorzystaniem mieszaniny chloroform : metanol w stosunku 50 : 1 jako

eluent otrzymujac czysty zwigzek 95.

3-(dietoksy-fosforyloamino)-fenol 95

Wydajnos$¢: 78 %.
Temperatura topnienia: olej.

—

J

'HNMR (400 MHz, CDCls) , & (ppm): 7.89 (1H, s, OH), 7.09 (1H, t, J = 8.1 Hz, Ar-H),
6.76 (1H, s, Ar-H), 6.53 (2H, t, J = 8.6 Hz, Ar-H), 6.31 (1H, d, J = 9.7 Hz, NH),
4.25-4.02 (4H, m, CHy), 1.31 (6H, t, J = 7.1 Hz, CHs).

IPNMR (162 MHz, CDCls), § (ppm): 2.27.

12.2. Procedura syntezy 3-(dietoksy-fosforyloksy)-aniliny 96 oraz 1-
(dietoksy-fosforyloamino)-3-(dietoksy-fosforyloksy)-benzenu 97
W obecnosci K,CO;

Do kolby kulistej o pojemnosci 25 mL zaopatrzonej w chtodnicg zwrotng oraz rurke
z chlorkiem wapnia zawierajacej 0.2 g (1.8 mmol) 3-aminofenolu 94 rozpuszczonego
w 10 mL bezwodnego acetonu wprowadzono 0.52g (3.6 mmol) bezwodnego K,COs
anastepnie 0.32g (1.8 mmol) chlorofosforanu dietylu. Tak przygotowang mieszaning
reakcyjng pozostawiono na 24 godziny w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji
aceton odparowano, a do pozostatosci dodano 20 mL wody i ekstrahowano trzema porcjami
octanu etylu (po 20 mL kazda). Polaczone ekstrakty organiczne suszono, a nastepnie

odparowano rozpuszczalnik. Pozostato$¢ oczyszczono na drodze chromatografii kolumnowej
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z wykorzystaniem mieszaniny chloroform : metanol w stosunku 80 : 1 jako eluent izolujac

czyste zwiazki 96 1 97.

3-(dietoksy-fosforyloksy)-anilina 96

Wydajnos$¢: 28 %.
Temperatura topnienia: olej.

'HNMR (400 MHz, CDCls) , & (ppm): 7.10 (1H, t, J = 8.0 Hz, Ar-H), 6.64-6.57 (2H, m,
Ar-H), 6.50 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 4.30-4.16 (4H, m, CH,), 3.70 (2H, s,
NHy), 1.37 (6H, t, J = 7.0 Hz, CHy).

IPNMR (162 MHz, CDCls), & (ppm): -6.41.

1-(dietoksy-fosforyloamino)-3-(dietoksy-fosforyloksy)-benzen 97

Wydajnos$¢: 30 %.

Temperatura topnienia: olej.

'HNMR (400 MHz, CDCls) , & (ppm): 7.20 (1H, t, J = 8.2 Hz, Ar-H), 6.93-6.89 (1H, m,
Ar-H), 6.87-6.81 (2H, m, Ar-H), 6.30 (1H, d, J = 9.2 Hz, NH), 4.30-4.05 (8H, m,
CHy), 1.41-1.30 (12H, m, CHs).

IP NMR (162 MHz, CDCls), & (ppm): 1.58, -6.48.

97


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

12.3. Procedura syntezy 3-(5,5-dimetylo-2-0kso-24°-
[1,3,2]dioksyfosfin-2-yloamino)-fenolu 98

Do kolby kulistej 0 pojemnosci 5 mL zaopatrzonej w rurke z chlorkiem wapnia
zawierajacej 0.1g (0.9 mmol) 3-aminofenolu 94 rozpuszczonego w1 mL bezwodnej
pirydyny  wprowadzono 0.17g (0.9 mmola) neopentylidenochlorofosforanu.  Tak
przygotowang mieszaning reakcyjng pozostawiono na 24 h w temperaturze pokojowej. Po
zakonczeniu reakcji pirydyn¢ odparowano, a pozostato$¢ oczyszczono na drodze
chromatografii  kolumnowej z wykorzystaniem mieszaniny dichlorometan : metanol

w stosunku 30 : 1 jako eluent otrzymujac czysty zwiazek 98.

3-(5,5-dimetylo-2-0kso-24-[1,3,2]dioksyfosfin-2-yloamino)-fenol 98

Wydajnosé: 100 %.
Temperatura topnienia: olej.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.31 (1H, s, OH), 7.88 (1H, d, J = 10.6 Hz, NH),
6.98 (1H, t, J = 8.0 Hz, Ar-H), 6.53 (1H, t, J = 2.1 Hz, Ar-H), 6.50-6.45 (1H, m,
Ar-H), 6.33-6.27 (1H, m, Ar-H), 4.07-3.89 (4H, m, CH,), 1.12 (3H, s, CHj),
0.87 (3H, s, CH3).

IPNMR (162 MHz, DMSO), § (ppm): -4.18.

12.4. Procedura syntezy 3-(5,5-dimetylo-[1,3,2]dioksyfosfin-2-
yloksy)-aniliny 99

Do kolby kulistej o pojemnosci 5 mL zaopatrzonej w rurke z chlorkiem wapnia
zawierajacej] 0.1g (0.9 mmol) 3-aminofenolu 94 rozpuszczonego w1 mL bezwodnej
pirydyny  wprowadzono 0.16g (0.9 mmola) neopentylidenochlorofosforynu.  Tak
przygotowang mieszaning reakcyjng pozostawiono na 30 minut w temperaturze pokojowej.
Po zakonczeniu reakcji pirydyn¢ odparowano, a pozostalo$¢ oczyszczono na drodze
chromatografii kolumnowej z wykorzystaniem dichlorometanu jako eluent otrzymujac czysty

zwigzek 99.

98


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

3-(5,5-dimetylo-[1,3,2]dioksyfosfin-2-yloksy)-anilina 99

Wydajnos¢: 79 %.

Temperatura topnienia: olej.

'IHNMR (400 MHz, CDCl3) , & (ppm): 7.09 (1H, t, J = 7.9 Hz, Ar-H), 6.53-6.48 (1H, m,
Ar-H), 6.46-6.41 (2H, m, Ar-H), 4.36-4.27 (2H, m, CH,), 4.00-3.05 (2H, brs,
NH,), 3.49-3.40 (2H, m, CH,), 1.33 (3H, s, CH3), 0.81 (3H, s, CH3).

IPNMR (162 MHz, CDCls), & (ppm): 114.95.

12.5. Procedura syntezy 7-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-kumaryny 100

Do wysuszonej kolby kulistej o pojemnosci 250 mL, zaopatrzonej w chtodnice
zwrotng oraz rurke zchlorkiem wapnia, =zawierajacej 7.259g (40 mmol) kwasu
4-nitrofenylooctowego oraz 33 mL dichlorometanu, wprowadzono 33 mL SOCI,. Tak
przygotowana mieszaning ogrzewano do wrzenia przez 4h, anastgpnie schtodzono
i odparowano rozpuszczalnik. Po rozpuszczeniu pozostatosci w200 mL acetonu,
wprowadzono 5.52 g (40 mmol) 2,4-dihydroksybenzaldehydu oraz 22.08 g (160 mmol)
bezwodnego K,COg3 i ogrzewano do wrzenia przez 4 h. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjne;j
I usunigciu  rozpuszczalnika, pozostato$¢ rozpuszczono w zimnej wodzie (400 mL)
i zakwaszono kwasem solnym. Wytragcony osad surowego produktu odsgczono
i krystalizowano z etanolu otrzymujac 7.7 g (27.2 mmol) 7-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-
kumaryny 100.
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7-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-kumaryna 100

Wydajnos¢: 68 %.
Temperatura topnienia: 298-299 °C.

_J

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.81 (1H, s, OH), 8.39 (1H, s, CH), 8.28 (2H, d, J
= 8.8 Hz, Ar-H), 8.00 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.64 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H),
6.85 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 6.77 (1H, s, Ar-H).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 162.9, 160.3, 156.1, 147.3, 143.9, 142.5, 131.3,
129.9, 124.0, 120.4, 114.4,112.4, 102.5.

IR (KBr)/cm™ 3201, 1685, 1588, 1508, 1415, 1336, 1286, 1219, 1169, 1118, 993,
848.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 282.0402, zmierzone 282.0444.

12.6. Procedura syntezy 3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 91

W kolbie kulistej 0 pojemnosci 4000 mL, zaopatrzonej w chtodnicg¢ zwrotna,
umieszczono 7.08 g (25 mmol) 7-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-kumaryny 100, 1300 mL
acetonu oraz 650 mL wody. Otrzymang zawiesing ogrzewano w temperaturze 50 °C (do
momentu  calkowitego rozpuszczenia  7-hydroksy-3-(4-nitrofenylo)-kumaryny  100).
Nastepnie, do klarownej mieszaniny reakcyjnej wprowadzono (w trzech porcjach) 43.53 g
(250 mmol) NayS;04 icatos¢ ogrzewano do wrzenia przez 2 h. Po zakonczeniu reakcji
odparowano aceton. Wytrgcony osad surowego produktu odsgczono i Krystalizowano

Z acetonu otrzymujac 3.7 g (14.5 mmol) 3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 91.
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3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryna 91

Wydajnos¢: 58 %.
Temperatura topnienia: 292-295 °C

(z rozktadem).

'HNMR (500 MHz, DMSO0), § (ppm): 10.45 (1H, s, OH), 7.94 (1H, s, CH), 7.53 (1H, d, J
= 8.3 Hz, Ar-H), 7.41 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 6.77 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H),
6.71 (1H, s, Ar-H), 6.59 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 5.43 (2H, brs, NH)).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 137.6, 137.5, 131.4, 126.0, 114.8, 106.5, 106.2,
99.9, 99.4, 90.6, 90.4, 89.6, 78.8.

IR (KBr)/cm™ 3338, 3278, 1670, 1608, 1565, 1507, 1467, 1333, 1284, 1211, 1162,
1132, 994, 846.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 252.0661, zmierzone 252.0705.

12.7. Ogolna procedura syntezy N-fosforylowanych pochodnych 3-
(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 92a-h

Do wysuszonej kolby kulistej o0 pojemnosci 10 mL, zawierajacej 0.399 3-(4-
aminofenylo)-hydroksy-kumaryny 91 rozpuszczonej w4.5 mL bezwodnej pirydyny,
wprowadzono 3.0 mmola odpowiedniego chlorku fosforylu (dostgpnego komercyjnie lub
otrzymanego na drodze procedury opisanej w literaturze [152, 153]). Tak przygotowana
mieszaning utrzymywano przez 24 h w temperaturze pokojowej w atmosferze azotu. Po
zakonczeniu reakcji, pirydyne odparowano pod obnizonym cisnieniem, a pozostalosé
oczyszczano na drodze chromatografii kolumnowej, uzywajac jako eluent mieszaning CH,Cl,

: MeOH w stosunku 50 : 1 otrzymujac odpowiednia pochodna 92a-h.
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3-[4-(dimetoksy-fosforyloamino)-fenylo]-7-hydroksy-kumaryna 92a

Wydajnos¢: 71 %.
Temperatura topnienia: 214-216 °C.

'H NMR

BC NMR

3p NMR
IR
HRMS

(400 MHz, DMSO) , & (ppm): 10.58 (1H, s, OH), 8.27 (1H, d, J = 9.2 Hz, NH),
8.06 (1H, s, CH), 7.58 (3H, d, J = 8.1 Hz, Ar-H), 7.07 (2H, d, J = 9.2 Hz, Ar-H),
6.81 (1H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 6.75 (1H, s, Ar-H), 3.67 (6H, d, J = 11.0 Hz,
CHs).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 161.3, 160.7, 155.1, 141.2, 140.1, 130.2, 129.5,
128.0, 122.4, 117.2 (d, Jp.c = 7.6 Hz), 113.8, 112.6, 102.1, 53.4 (d, Jp.c = 5.4
Hz).

(162 MHz, DMSO), & (ppm): 5.05.

(KBr)/cm™ 3238, 1708, 1601, 1515, 1466, 1210, 1118, 969, 826, 623.

3-[4-(dietoksy-fosforyloamino)-fenylo]-7-hydroksy-kumaryna 92b

Wydajnos¢: 75 %.
Temperatura topnienia: 217-219 °C.

IH NMR

(m/z) [M+H]" obliczone 362.0794, zmierzone 362.0809.

(400 MHz, DMSO) , § (ppm): 10.60 (1H, s, OH), 8.20 (1H, d, J = 9.4 Hz, NH),
8.07 (1H, s, CH), 7.57 (3H, dd, J = 8.6 Hz, J = 2.9 Hz, Ar-H), 7.07 (2H, d, J =
8.8 Hz, Ar-H), 6.81 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, Ar-H), 6.74 (1H, d, J = 2.2
Hz, Ar-H), 4.11-3.92 (4H, m, CH,), 1.24 (6H, t, J =7.1 Hz, CHa).
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BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 161.3, 160.7, 155.1, 141.5, 140.0, 130.2, 129.4,
127.8, 122.4, 117.2 (d, Jp.c = 7.6 Hz), 113.8, 112.6, 102.1, 62.5 (d, Jp.c = 5.1
Hz), 16.5 (d, Jp.c = 6.6 Hz).

P NMR (162 MHz, DMSO), & (ppm): 2.12.

IR (KBr)/cm™ 3218, 1687, 1606, 1516, 1468, 1208, 1126, 964, 834, 624.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 390.1107, zmierzone 390.1130.

3-[4-(diizopropyloksy-fosforyloamino)-fenylo]-7-hydroksy-kumaryna 92c

Wydajnos$¢: 66 %.
Temperatura topnienia: 164-168 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO), & (ppm): 10.58 (1H, s, OH), 8.12 (1H, d, J = 9.4 Hz, NH),
8.07 (1H, s, CH), 7.61-7.54 (3H, m, Ar-H), 7.06 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 6.81
(1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, Ar-H), 6.74 (1H, d, J = 2.2 Hz, Ar-H), 4.59-4.47
(2H, m, CH), 1.29 (6H, d, J = 6.2 Hz, CH3), 1.19 (6H, d, J = 6.2 Hz, CH3).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 161.3, 160.7, 155.0, 141.8, 140.0, 130.1, 129.3,
127.5, 122.4, 117.2 (d, Jpc = 7.6 Hz), 113.8, 112.6, 102.1, 71.0 (d, Jpc = 5.1
Hz), 24.1 (d, Jp.c = 4.4 Hz), 23.9 (d, Jp.c = 5.1 Hz).

IPNMR (162 MHz, DMSO0), 5 (ppm): -0.08.

IR (KBr)/lem™ 3278, 1703, 1611, 1518, 1466, 1215, 1128, 958, 835, 624.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 418.1420, zmierzone 418.1433.
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3-[4-(di-n-butyloksy-fosforyloamino)-fenylo]-7-hydroksy-kumaryna 92d

Wydajnos¢: 63 %.
Temperatura topnienia: 163-166 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO), & (ppm): 10.61 (1H, s, OH), 8.19 (1H, d, J = 9.5 Hz, NH),
8.07 (1H, s, CH), 7.58 (3H, dd, J = 8.6 Hz, J = 3.0 Hz, Ar-H), 7.06 (2H, d, J =
8.7 Hz, Ar-H), 6.81 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.2 Hz, Ar-H), 6.75 (1H, d, J = 2.2
Hz, Ar-H), 4.05-3.87 (4H, m, CH,), 1.58 (4H, quint, J = 6.7 Hz, CH,), 1.34 (4H,
sext, J = 7.5 Hz, CH,), 0.86 (6H, t, J = 7.4 Hz, CHj).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 161.4, 160.7, 155.1, 141.4, 140.0, 130.1, 129.4,
127.8, 122.4, 117.1 (d, Jpc = 7.5 Hz), 113.8, 112.6, 102.1, 66.0 (d, Jpc = 5.3
Hz), 32.2 (d, Jp.c = 6.7 HZz), 18.7, 13.9.

IPNMR (162 MHz, DMSO0), 5 (ppm): 2.45.

IR (KBr)/cm'1 3252, 1713, 1605, 1518, 1467, 1214, 1122, 966, 832, 622.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 446.1733, zmierzone 446.1759.

3-[4-(difenoksy -fosforyloamino)-fenylo]-7-hydroksy-kumaryna 92e

Wydajnos$¢é: 78 %.
Temperatura topnienia: 230-232 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO), & (ppm): 10.61 (1H, s, OH), 9.04 (1H, d, J = 10.3 Hz, NH),
8.11 (1H, s, CH), 7.66 (2H, d, J = 8.2 Hz, Ar-H), 7.59 (1H, d, J = 8.4 Hz, Ar-H),
7.52-7.36 (4H, m, Ar-H), 7.35-7.16 (8H, m, Ar-H), 6.82 (1H, d, J = 8.2 Hz, Ar-
H), 6.76 (1H, s, Ar-H).
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BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 161.4, 160.6, 155.2, 150.5 (d, Jp.c 6.3), 140.4,
140.1, 130.5, 130.2, 129.7, 128.8, 125.8, 122.2, 120.6 (d, Jp.c = 4.7 Hz), 117.8
(d, Jp.c = 8.1 Hz), 113.8, 112.6, 102.2.

5P NMR (162 MHz, DMSO), 5 (ppm): -6.93.

IR (KBr)/cm™ 3215, 1684, 1604, 1517, 1464, 1193, 1130, 956, 836, 624.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 486.1107, zmierzone 486.1123.

3-[4-(dibenzyloksy -fosforyloamino)-fenylo]-7-hydroksy-kumaryna 92f

Wydajnos$¢: 78 %.
Temperatura topnienia: 245-250 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 10.58 (1H, s, OH), 8.46 (1H, d, J = 9.5 Hz, NH),
8.07 (1H, s, CH), 7.58 (3H, dd, J = 8.6 Hz, J = 3.3 Hz, Ar-H), 7.40-7.29 (10H,
m, Ar-H), 7.12 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar-H), 6.81 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz,
Ar-H), 6.75 (1H, d, J = 2.2 Hz, Ar-H), 5.12-4.98 (4H, m, CHy).

BCNMR (101 MHz, DMSO), 5 (ppm): 161.4, 160.7, 155.1, 141.1, 140.1, 136.7 (d, Jp.c =
7.75 Hz), 130.2, 129.4, 128.9, 128.7, 128.2, 128.1, 122.4, 117.5 (d, Jp.c = 7.7
Hz), 113.8, 112.6, 102.1, 67.9 (d, Jp.c = 4.9 Hz).

IPNMR (162 MHz, DMSO0), 5 (ppm): 2.77.

IR (KBr)/em™ 3215, 1704, 1605, 1518, 1456, 1199, 1127, 966, 843, 625.
HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 514.1420, zmierzone 514.1431.
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3-{4-(2-0ks0-2/°-[1,3,2]dioksyfosfin-2-yloamino)-fenylo}-7-hydroksy-kumaryna
929

Wydajnos¢: 60 %.
Temperatura topnienia: 263-266 °C
(z rozktadem).

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 10.61 (1H, s, OH), 8.27 (1H, d, J = 10.8 Hz, NH),
8.07 (1H, s, CH), 7.58 (3H, dd, J = 8.6 Hz, J = 2.9 Hz, Ar-H), 7.08 (2H, d, J =
8.7 Hz, Ar-H), 6.81 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, Ar-H), 6.75 (1H, d, J = 2.2
Hz, Ar-H), 4.46-4.29 (4H, m, CH,), 2.13-1.86 (2H, m, CH,).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 161.3, 160.7, 155.1, 141.1, 140.1, 130.2, 129.5,
128.0, 122.4, 117.4 (d, Jpc = 7.6 Hz), 113.8, 112.6, 102.1, 68.6 (d, Jp.c = 6.6
Hz), 26.2 (d, Jp.c = 6.9 Hz).

IPNMR (162 MHz, DMSO0), & (ppm): -4.11.

IR (KBr)/cm'1 3215, 1706, 1602, 1514, 1461, 1227, 1122, 961, 828, 632.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 374.0794, zmierzone 374.0805.

3-{4-(4,4-dimetylo-2-0kso-21>-[1,3,2] dioksyfosfin-2-yloamino)-fenylo}-7-
hydroksy-kumaryna 92h

Wydajnos$¢: 65 %.

Temperatura topnienia: 235-238 °C
(z rozktadem).
A

IHNMR (400 MHz, DMSO), & (ppm): 10.61 (1H, s, OH), 8.24 (1H, d, J = 10.6 Hz, NH),
8.06 (1H, s, CH), 7.65-7.54 (3H, m, Ar-H), 7.10 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar-H), 6.82
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(1H, dd, J =8.5 Hz, J = 2.3 Hz, Ar-H), 6.75 (1H, d, J = 2.2 Hz, Ar-H), 4.12-3.92
(4H, m, CHy), 1.14 (3H, s, CHg), 0.89 (3H, s, CH3).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 161.4, 160.7, 155.1, 141.1, 140.1, 130.2, 129.5,
128.2, 122.4, 117.7 (d, Jpc = 7.5 Hz), 113.8, 112.6, 102.2, 77.2 (d, Jpc = 6.4
Hz), 32.3 (d, Jp.c = 5.9 Hz), 21.6, 20.5.

IPNMR (162 MHz, DMSO), 5 (ppm): -4.52.

IR (KBr)/lem™ 3234, 1713, 1606, 1518, 1468, 1218, 1123, 985, 833, 622.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 402.1107, zmierzone 402.1111.

12.8. Ogolna procedura syntezy N-fosforylowanych pochodnych 7-
O-amidosiarczanu-3-(4-aminofenylo)-kumaryny la-h

W kolbie kulistej o0 pojemnosci 10 mL zaopatrzonej w chtodnice zwrotng oraz rurke
z chlorkiem wapnia umieszczono 0.6 mL dichlorometanu 10.16 mL izocyjanianu
chlorosulfonylu. Do tak przygotowanego roztworu wprowadzono mieszaning 0.075 mL
kwasu mrowkowego i 1.9 uLL DMA. Calos¢ ogrzewano w tazni wodnej o temperaturze 35 °C.
Po uptywie 3.5h, do wygenerowanego chloroamidosiarczanu dodano 1.3 mmola
odpowiedniej pochodnej 92a-h rozpuszczonej w 4.5 mL DMA. Po uptywie 24 h, zawarto$¢
kolby przeniesiono do zlewki z woda. Powstaly osad surowego produktu odsaczono

I krystalizowano z acetonitrylu otrzymujgc odpowiednig pochodng la-h.

7-O-amidosiarczan-3-[4-(dimetoksy-fosforyloamino)-fenylo]-kumaryny la

Wydajnos$¢: 87 %.
Temperatura topnienia: 206-209 °C. fo

—

-

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.34 (1H, d, J = 9.3 Hz, NH), 8.26 (2H, s, NH,),
8.21 (1H, s, CH), 7.84 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.64 (2H, d, J = 7.8 Hz, Ar-H),
7.36 (1H, s, Ar-H), 7.29 (1H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 7.10 (2H, d, J = 7.7 Hz, Ar-
H), 3.67 (6H, d, J = 11.2 Hz, CHa).
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BCNMR (101 MHz, DMSO), § (ppm): 160.0, 153.6, 152.2, 141.9, 138.8, 130.0, 129.8,
127.3, 126.5, 119.1, 1185, 117.3 (d, Jp.c = 7.6 Hz), 109.9, 53.4 (d, Jp.c = 5.3

Hz).
5P NMR (162 MHz, DMSO), 5 (ppm): -4.92.
IR (KBr)/cm™ 3323, 1683, 1618, 1520, 1464, 1384, 1195, 1119, 931, 835, 771, 618.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 441.0521, zmierzone 441.0534.

7-O-amidosiarczan-3-[4-(dietoksy-fosforyloamino)-fenylo]-kumaryny Ib

Wydajnos$¢: 84 %.
Temperatura topnienia: 206-208 °C.

fo

_J

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.30-8.24 (3H, m, NH, NH,), 8.22 (1H, s, CH),
7.84 (1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.63 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.35 (1H, d, J =
2.2 Hz, Ar-H), 7.29 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.10 (2H, d, J = 8.8
Hz, Ar-H), 4.11-3.94 (4H, m, CH,), 1.24 (6H, t, J = 7.1 Hz, CH3).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 160.0, 153.5, 152.2, 142.2, 138.7, 130.0, 129.7,
127.0, 126.5, 119.1, 118.5, 117.2 (d, Jpc = 7.6 Hz), 109.9, 62.6 (d, Jpc = 5.1
Hz), 16.5 (d, Jp.c = 6.6 Hz).

IPNMR (162 MHz, DMSO0), 5 (ppm): 1.98.

IR (KBr)/lem™ 3307, 1683, 1616, 1517, 1466, 1383, 1192, 1125, 932, 831, 773, 617.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 469.0834, zmierzone 469.0854.
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7-O-amidosiarczan-3-[4-(diizopropyloksy-fosforyloamino)-fenylo]-kumaryny Ic

Wydajnos¢: 77 %.
Temperatura topnienia: 206-208 °C ¥ .
(z rozktadem).
¢

'H NMR

BC NMR

3p NMR
IR
HRMS

(400 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.26 (2H, s, NH,), 8.22 (1H, s, CH), 8.20 (1H, d,
J=9.4 Hz, NH), 7.84 (1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.63 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H),
7.35 (1H, d, J = 2.2 Hz, Ar-H), 7.29 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.09
(2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 4.61-4.48 (2H, m, CH), 1.30 (6H, d, J = 6.2 Hz, CH3),
1.20 (6H, d, J = 6.2 Hz, CHj3).

(101 MHz, DMSO0), & (ppm): 160.0, 153.5, 152.2, 142.5, 138.6, 130.0, 129.6,
126.8, 126.5, 119.1, 118.5, 117.2 (d, Jpc = 7.6 Hz), 109.9, 71.1 (d, Jpc = 5.1
Hz), 24.1 (d, Jp.c = 4.4 Hz), 23.9 (d, Jp.c = 5.0 Hz).

(162 MHz, DMSO), 6 (ppm): -0.24.

(KBr)/lem™ 3331, 1686, 1616, 1516, 1467, 1375, 1194, 1115, 935, 830, 775, 619.
(m/z) [M+H]" obliczone 497.1148, zmierzone 497.1160.

7-O-amidosiarczan-3-[4-(di-n-butyloksy-fosforyloamino)-fenylo]-kumaryny Id

Wydajnos¢: 90 %.
Temperatura topnienia: 206-208 °C.

'H NMR

(400 MHz, DMSO) , 5 (ppm): 8.30-8.24 (3H, m, NH, NH,), 8.22 (1H, s, CH),
7.85 (1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.63 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.35 (1H, d, J =
2.2 Hz, Ar-H), 7.29 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.10 (2H, d, J = 8.8
Hz, Ar-H), 4.05-3.88 (4H, m, CH,), 1.58 (4H, quint, J = 6.8 Hz, CH,), 1.34 (4H,
sext, J = 7.7 Hz, CH,),0.86 (6H, t, J = 7.4 Hz, CHy).
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BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 160.0, 153.5, 152.2, 142.1, 138.7, 130.0, 129.7,
127.0, 126.5, 119.1, 118.5, 117.2 (d, Jp.c = 7.7 Hz), 109.9, 66.1 (d, Jp.c = 5.2
Hz), 32.2 (d, Jp.c = 6.7 Hz), 18.7, 13.9.

P NMR (162 MHz, DMSO), & (ppm): 2.31.

IR (KBr)/cm™ 3240, 1701, 1615, 1518, 1463, 1384, 1187, 1117, 928, 830, 777, 621.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 525.1461, zmierzone 525.1471.

7-O-amidosiarczan-3-[4-(difenoksy-fosforyloamino)-fenylo]-kumaryny le

Wydajnos$¢: 86 %.
- - ¥
Temperatura topnienia: 170-175 °C. &

'HNMR (400 MHz, DMSO), & (ppm): 9.12 (1H, d, J = 10.4 Hz, NH), 8.31-8.24 (3H, m,
NH,, CH), 7.85 (1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.72 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.47-
7.39 (4H, m, Ar-H), 7.36 (1H, d, J = 2.1 Hz, Ar-H), 7.33-7.21 (9H, m, Ar-H).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 160.0, 153.6, 152.3, 150.4 (d, Jp.c = 6.3 Hz),
140.8, 139.1, 130.5, 130.1, 130.0, 128.1, 126.3, 125.9, 120.6 (d, Jp.c = 4.7 Hz),
119.2, 118.5, 117.8 (d, Jp.c = 8.0 Hz), 109.9.

IPNMR (162 MHz, DMSO0), 5 (ppm): -7.05.

IR (KBr)/cm™ 3253, 1680, 1616, 1518, 1456, 1384, 1185, 1116, 941, 831, 763, 620.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 565.0835, zmierzone 565.0848.

7-O-amidosiarczan-3-[4-(dibenzyloksy-fosforyloamino)-fenylo]-kumaryny If

Wydajnos$¢é: 92 %.
. . &
Temperatura topnienia: 171-176 °C. }‘

110


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

'H NMR

BC NMR

3p NMR
IR
HRMS

(400 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.54 (1H, d, J = 9.5 Hz, NH), 8.27 (2H, s, NH,),
8.21 (1H, s, CH), 7.85 (1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.63 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H),
7.41-7.32 (11H, m, Ar-H), 7.29 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.14
(2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 5.13-4.96 (4H, m, CH,).

(101 MHz, DMSO),  (ppm): 160.0, 153.6, 152.2, 141.8, 138.8, 136.7 (d, Jp.c =
7.57 Hz), 130.0, 129.7, 128.9, 128.7, 128.2, 127.3, 126.5, 119.1, 118.5, 117.5 (d,
Jp.c = 7.7 Hz), 109.9, 68.0 (d, Jp.c = 4.7 Hz).

(162 MHz, DMSO), & (ppm): 2.62.

(KBI’)/Cm'1 3223, 1700, 1614, 1518, 1456, 1390, 1187, 1116, 938, 843, 759, 621.
(m/z) [M+H]" obliczone 593.1148, zmierzone 593.1160.

7-O-amidosiarczan-3-{4-(2-okso-24>-[1,3,2]dioksyfosfin-2-yloamino)-fenylo}-
kumaryny Ig

Wydajnos$¢: 82 %.
Temperatura topnienia: 214-216 °C

'H NMR

BC NMR

3p NMR
IR
HRMS

(z roktadem).

(400 MHz, DMSO) ,  (ppm): 8.35 (1H, d, J = 10.8 Hz, NH), 8.32-8.15 (3H, m,
NH,, CH), 7.85 (1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.65 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.36
(1H, d, J = 2.2 Hz, Ar-H), 7.29 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.11 (2H,
d, J = 8.7 Hz, Ar-H), 4.47-4.28 (4H, m, CH,), 2.15-1.86 (2H, m, CH,).

(101 MHz, DMSO), 6 (ppm): 160.0, 153.6, 152.2, 141.9, 138.8, 130.0, 129.8,
127.3, 126.5, 119.1, 118.5, 117.4 (d, Jp.c = 7.6 Hz), 109.9, 68.7 (d, Jp.c = 6.2
Hz), 26.22 (d, Jr-c = 6.9 Hz).

(162 MHz, DMSO), & (ppm): -4.29.

(KBr)/cm'l 3326, 1683, 1617, 1518, 1465, 1383, 1192, 1117, 930, 827, 771, 618.
(m/z) [M+H]" obliczone 453.0521, zmierzone 453.0534.
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7-O-amidosiarczan-3-{4-(5,5-dimetylo-2-okso-21°-[1,3,2] dioksyfosfin-2-
yloamino)-fenylo}-kumaryny Ih

Wydajnos¢: 88 %.
Temperatura topnienia: 226-227 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.31 (1H, d, J = 10.6 Hz, NH), 8.26 (2H, s, NHy),
8.23 (1H, s, CH), 7.85 (1H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.65 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H),
7.36 (1H, d, J = 2.2 Hz, Ar-H), 7.29 (1H, dd, J = 8.5 Hz, J = 2.3 Hz, Ar-H), 7.13
(2H, d, J = 8.7 Hz, Ar-H), 4.12-3.93 (4H, m, CH,), 1.15 (3H, s, CH3), 0.89 (3H,
s, CHy).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 160.0, 153.6, 152.2, 141.8, 138.8, 130.0, 129.8,
127.4, 126.5, 119.1, 118.5, 117.6 (d, Jpc = 7.6 Hz), 109.9, 77.2 (d, Jp.c = 6.4
Hz), 32.3 (d, Jp.c = 5.9 Hz), 21.6, 20.5.

IPNMR (162 MHz, DMSO0), & (ppm): -4.69.

IR (KBr)/cm™ 3328, 1686, 1614, 1518, 1468, 1384, 1188, 1112, 937, 834, 767, 620.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 481.0835, zmierzone 481.0848.

12.9. Procedura syntezy 3-(4-aminofenylo)-7-(dimetoksy-
fosforyloksy)-kumaryny 93

Do wysuszonej kolby kulistej 0 pojemnos$ci 50 mL, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
oraz rurke =z chlorkiem wapnia, zawierajacej 0.51g (2.0 mmol) 3-(4-aminofenylo)-7-
hydroksy-kumaryny 91 rozpuszczonej 20 mL acetonu oraz 0.55 g (4.0 mmol) bezwodnego
K,CO3; wprowadzono 0.29 g (2.0 mmol) chlorofosfroranu dimetylu i ogrzewano do wrzenia
przez 4h. Po zakohczeniu reakcji, aceton odparowano pod obnizonym ci$nieniem,
a pozostato$¢ zawieszono w wodzie (20 mL). Wytrgcony osad odsgczono i 0Czyszczano na
drodze chromatografii kolumnowej, uzywajgc jako eluent mieszaning CH,Cl, : MeOH

w stosunku 50 : 1 otrzymujac pozadany produkt 93.
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3-(4-aminofenylo)-7-(dimetoksy-fosforyloksy)-kumaryna 93

Wydajnos¢: 51 %.
Temperatura topnienia: 265-270 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , § (ppm): 8.08 (1H, s, CH), 7.78 (1H, d, J = 8.5 Hz), 7.50
(2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.31-7.21 (2H, m, Ar-H), 6.66 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-
H), 3.85 (6H, d, J = 11.4, CHs).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 160.2, 153.5, 151.9 (d, Jp.c = 6.6 Hz), 149.3,
136.6, 129.9, 129.7, 126.6, 124.9, 122.3, 117.9, 111.0 (d, Jp.c = 4.7 Hz), 114.1,
107.8 (d, Jp.c = 5.2 Hz), 55.7 (d, Jp.c = 6.3 Hz).

IPNMR (162 MHz, DMSO), & (ppm): -4.46.

12.10. Ogolna procedura syntezy pochodnych 3-fenylo-7-hydroksy-
kumaryny 101a-g

Do wysuszonej kolby kulistej o pojemnosci 25 mL, zaopatrzonej w chtodnicg zwrotng
oraz rurke z chlorkiem wapnia, zawierajacej 2.0 mmola odpowiedniej pochodnej kwasu
fenylooctowego oraz 1.65mL dichlorometanu, wprowadzono 1.65mL SOCI,. Tak
przygotowana mieszaning ogrzewano do wrzenia przez 4h, anastgpnie schtodzono
i odparowano rozpuszczalnik. Po rozpuszczeniu pozostatosci w10 mL acetonu,
wprowadzono 0.28 g (2.0 mmol) 2,4-dihydroksybenzaldehydu oraz 1.11g (8.0 mmol)
bezwodnego K,COg3 i ogrzewano do wrzenia przez 4 h. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjne;j
I usunigciu  rozpuszczalnika, pozostalos¢ rozpuszczono wzimnej wodzie (20 mL)
I zakwaszono kwasem solnym. Otrzymang zawiesing ekstrahowano octanem etylu (3 x
20 mL). Po wysuszeniu warstwy organicznej oraz odparowaniu rozpuszczalnika, surowy

produkt krystalizowano z metanolu otrzymujac odpowiednig pochodng 101a-g.
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3-fenylo-7-hydroksy-kumaryna 101a

Wydajnos$¢: 80 %.
Temperatura topnienia: 210-212 °C.

'H NMR

BC NMR

IR
HRMS

(500 MHz, DMSO0), 6 (ppm): 11.00-10.20 (1H, brs, OH), 8.16 (1H, s, CH), 7.80-
7.30 (6H, m, Ar-H), 6.90-6.70 (2H, m, Ar-H).

(500 MHz, aceton-dsg), 6 (ppm): 161.2, 160.2, 155.7, 140.7, 135.8, 130.1, 128.6,
128.4,128.3, 123.7, 113.4, 113.0, 102.2.

(KBr)/lem™ 3203, 1671, 1587, 1519, 1445, 1131, 858, 736, 632.

(m/z) [M+H]" obliczone 318.0436, zmierzone 318.0469.

3-(3,4-difluorofenylo)-7-hydroksy-kumaryna 101b

Wydajnos$¢: 73 %.

'H NMR

BC NMR

IR
HRMS

Temperatura topnienia: 288-289 °C. w

(500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.70 (1H, s, OH), 8.24 (1H, s, CH), 7.82-7.76
(1H, m, Ar-H), 7.62-7.46 (3H, m, Ar-H), 6.83 (1H, dd, J = 8.6 Hz, J = 2.2 Hz
Ar-H), 6.75 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H).

(200 MHz, DMSO0), & (ppm): 162.0, 160.2, 155.4, 149.6 (d, *Jc.r = 250 Hz),
148.8 (d, ek = 250 Hz), 142.2, 132.9 (m), 130.6, 125.6 (m), 120.2, 117.9,
117.5, 114.0, 112.2, 102.2.

(KBr)/lem™ 3255, 1692, 1610, 1573, 1520, 1423, 1132, 1101, 862, 738, 629.
(m/z) [M+H]" obliczone 275.0520, zmierzone 275.0551.
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7-hydroksy-3-(3,4,5-trifluorofenylo)-kumaryna 101c

Wydajnos¢: 68 %.

Temperatura topnienia: 251-254 °C.

'H NMR

BC NMR

IR
HRMS

(500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.76 (1H, s, OH), 8.32 (1H, s, CH), 7.72 (2H, dd,
J=9.3 Hz, J = 6.8 Hz, Ar-H), 7.58 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 6.84 (1H, dd, J =
8.5Hz,J=2.2Hz, Ar-H), 6.76 (1H, d, J = 2.4 Hz, Ar-H).

(200 MHz, DMSO0), & (ppm): 162.4, 160.0, 155.5, 150.3 (d, *Jc.r = 245 Hz),
142.9, 138.7 (d, ek = 250 Hz), 132.2 (m), 130.8, 119.0, 114.2, 113.2 (m),
112.0, 102.2.

(KBr)/lem™ 3426, 1695, 1615, 1579, 1528, 1437, 1132, 1103, 858, 739, 628.
(m/z) [M+H]" obliczone 293.0426, zmierzone 293.0443.

7-hydroksy-3-(2,3,4,5,6-pentafluorofenylo)-kumaryna 101d

Wydajnos$¢: 74 %.
Temperatura topnienia: 225-227 °C.

'H NMR

BC NMR

IR
HRMS

(500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.92 (s, 1H, OH), 8.28 (1H, s, CH), 7.68-7.58
(1H, m, Ar-H), 6.92-6.74 (2H, m, Ar-H).

(500 MHz, aceton-ds), & (ppm): 162.8, 158.4, 156.6, 146.8, 145.2 (d, 1Jc.r = 247
Hz), 141.4 (d, "Jc.r = 252 Hz), 137.9 (d, YJc.r = 250 Hz), 130.8, 114.0, 111.8,
110.8 (m), 110.1, 102.7.

(KBr)/cm'1 3377, 1699, 1606, 1575, 1519, 1429, 1124, 1108, 851, 740, 630.
(m/z) [M+H]" obliczone 329.0237, zmierzone 329.0271.
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3-[2,5-bis(trifluorometylo)fenylo]-7-hydroksy-kumaryna 101e

Wydajnos¢: 72 %.

Temperatura topnienia: 116-120 °C. ? f '

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.75 (1H, s, OH), 8.11-8.00 (4H, m, CH, Ar-H),
7.58 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 6.84 (1H, dd, J = 8.6 Hz, , J = 2.2 Hz, Ar-H),
6.80 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H).

BCNMR (200 MHz, DMSO), & (ppm): 162.2, 160.2, 155.8, 143.6, 135.9, 133.9-131.3
(m), 130.6, 130.0 (m), 128.1 (m), 126.4, 123.7 (q, “Jc.r = 274 Hz), 120.4, 114.0,
111.4,102.5.

IR (KBr)/lem™ 3276, 1699, 1610, 1575, 1506, 1418, 1130, 1116, 843, 751, 625.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 375.0456, zmierzone 375.0536.

3-[4-fluoro-3-(trifluorometylo)fenylo]-7-hydroksy-kumaryna 101f

Wydajnos$¢: 65 %.
Temperatura topnienia: 241-244 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.71 (1H, s, OH), 8.31 (1H, s, CH), 8.12-8.04
(2H, m, Ar-H), 7.63-7.56 (2H, m, Ar-H), 6.86-6.82 (1H, m, Ar-H), 6.76 (1H, d,
J=15Hz, Ar-H).

BCNMR (200 MHz, DMSO), & (ppm): 162.1, 160.4, 158.7 (d, YJc.r = 211 Hz), 155.5,
142.6, 135.4 (m), 132.5 (m), 130.7, 127.3 (m), 123.0 (q, “Jcr = 272 Hz), 120.0,
117.7,117.3,114.0, 112.2, 102.2.

IR (KBr)/lem™ 3204, 1674, 1589, 1566, 1506, 1431, 1122, 1112, 846, 741, 630.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 325.0488, zmierzone 325.0525.
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7-hydroksy-3-[4-(trifluorometoksy)fenylo]-kumaryna 101g

Wydajnos¢: 62 %.
Temperatura topnienia: 219-222 °C.

J

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.67 (1H, s, OH), 8.22 (1H, s, CH), 7.81 (2H, d, J
= 8.8 Hz, Ar-H), 7.59 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.43 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H),
6.83 (1H, dd, J = 8.6 Hz, J = 2.2 Hz, Ar-H), 6.76 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H).

BCNMR (200 MHz, DMSO), & (ppm): 161.9, 160.4, 155.5, 148.3, 142.1, 134.8, 130.6,
130.5, 121.1, 120.5 (q, Jc.r = 256 Hz), 113.9, 112.3, 102.2.

IR 3310, 1708, 1606, 1583, 1514, 1421, 1129, 1109, 848, 743, 631.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 323.0531, zmierzone 323.0557.

12.11. Ogolna procedura syntezy pochodnych 7-O-amidosiarczanu-
3-fenylo-kumaryny lla-g

W kolbie kulistej o pojemnosci 10 mL zaopatrzonej w chtodnice zwrotng oraz rurke
z chlorkiem wapnia umieszczono 0.6 mL dichlorometanu 10.16 mL izocyjanianu
chlorosulfonylu. Do tak przygotowanego roztworu wprowadzono mieszaning 0.075 mL
kwasu mréwkowego i 1.9 uL. DMA. Calo$¢ ogrzewano w tazni wodnej o temperaturze 35 °C.
Po uptywie 3.5h, do wygenerowanego chloroamidosiarczanu dodano 1.3 mmola
odpowiedniej pochodnej 3-fenylo-7-hydroksykumaryny 10la-g rozpuszczonej w 4.5 mL
DMA. Po uplywie 24 h, zawarto$¢ kolby przeniesiono do zlewki z woda. Powstaty osad
surowego produktu odsaczono i krystalizowano z acetonitrylu otrzymujac odpowiednig

pochodna lla-g.

117


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

7-O-amidosiarczan-3-fenylo-kumaryny Ila

Wydajnos¢: 90 %.
Temperatura topnienia: 198-201 °C. ’

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 8.40-8.20 (3H, m, NH,, CH), 7.88 (1H, d, J = 8.3
Hz, Ar-H), 7.80-7.60 (2H, m, Ar-H), 7.60-7.20 (5H, m, Ar-H).

BC NMR (500 MHz, aceton-dg), & (ppm): 159.5, 154.2, 152.7, 139.7, 135.1, 129.9, 128.9,
128.8, 128.5, 127.7, 119.0, 118.6, 110.0.

IR 3267, 3205, 1672, 1608, 1494, 1363, 1186, 1137, 757.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 318.0436, zmierzone 318.0469.

7-O-amidosiarczan-3-(3,4-difluorofenylo)-kumaryny I1b

Wydajnos$¢: 87 %.
Temperatura topnienia: 190-193 °C.

LY
S —

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 8.38 (1H, s, CH), 8.28 (2H, s, NH,), 7.87-7.80
(2H, m, Ar-H), 7.64-7.52 (2H, m, Ar-H), 7.37 (1H, s, Ar-H), 7.28-7.34 (1H, m,
Ar-H).

BC NMR (200 MHz, aceton-dg), & (ppm): 159.0, 154.0, 152.8, 150.2 (d, Jc.r = 251 Hz),
149.6 (d, “Jcr = 249 Hz), 140.1, 132.2 (m), 129.8, 125.4 (m), 125.0, 118.8,
117.9, 117.4 (m), 117.0, 109.8.

IR (KBr)/cm™ 3394, 3290, 1707, 1616, 1520, 1369, 1180, 1113, 1098, 750.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 354.0248, zmierzone 354.0277.
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7-O-amidosiarczan-3-(3,4,5-trifluorofenylo)-kumaryny llc

Wydajnos¢: 85 %.

Temperatura topnienia: 185-187 °C.
[ 4

'H NMR

BC NMR

IR
HRMS

(500 MHz, DMSO), & (ppm): 8.44 (1H, s, CH), 8.29 (2H, s, NH,), 7.84 (1H, d, J
= 8.8 Hz, Ar-H), 7.79-7.72 (2H, m, Ar-H), 7.38 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H), 7.32
(1H, dd, J = 8.3 Hz, J = 2.0 Hz, Ar-H).

(200 MHz, aceton-dg), & (ppm): 158.8, 154.1, 153.0, 150.5 (d, *Jc.r = 255 Hz),
140.9, 139.4 (d, “Jcr = 252 Hz), 131.4 (m), 130.0, 123.9, 118.9, 117.8, 113.1
(m), 109.8.

(KBr)/lcm™ 3386, 3284, 1711,1610, 1530, 1359, 1183, 1118, 1109, 765.

(m/z) [M+H]" obliczone 372.0154, zmierzone 372.0184.

7-O-amidosiarczan-3-(2,3,4,5,6-pentafluorofenylo)-kumaryny I1d

Wydajnos¢: 82 %.

Temperatura topnienia: 157-160 °C.

'H NMR

BC NMR

IR
HRMS

h

A N

(500 MHz, DMSO), & (ppm): 8.48 (1H, s, CH), 8.30 (2H, s, NH,), 7.93 (1H, d, J
= 8.3 Hz, Ar-H), 7.50-7.25 (2H, m, Ar-H).

(500 MHz, aceton-dsg), & (ppm): 157.7, 155.1, 154.1, 146.2, 145.1 (d, *Jc.r = 248
Hz), 141.7 (d, "Jc.r = 253 Hz), 137.9 (d, ek = 251 Hz), 130.7, 119.5, 117.2,
114.6, 110.5, 110.1 (t, 2Jc.r = 18 Hz).

(KBr)/cm'1 3412, 3301, 1732, 1620, 1527, 1365, 1175, 1122, 1105, 750.

(m/z) [M+H]" obliczone 407.9965, zmierzone 408.0019.
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7-O-amidosiarczan-3-[2,5-bis(trifluorometylo)fenylo]-kumaryny lle

Wydajnos¢: 86 %.
Temperatura topnienia: 212-214 °C.

—

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 8.30 (2H, s, NH,), 8.20 (1H, s, CH), 8.14-8.06
(3H, m, Ar-H), 7.86 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.43 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H),
7.33 (1H, dd, J = 8.6 Hz, J = 2.2 Hz, Ar-H).

BCNMR (200 MHz, aceton-dg), & (ppm): 159.0, 154.5, 153.1, 142.1, 135.1, 133.7-132.0
(m), 130.0, 129.2 (m), 127.7 (m), 126.2, 125.3, 123.5 (q, *Jc.r = 271 Hz), 119.0,
117.3, 110.2.

IR (KBr)/lem™ 3361, 3267, 1722, 1616, 1510, 1366, 1184, 1130, 1112, 752.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 454.0184, zmierzone 454.0308.

7-O-amidosiarczan-3-[4-fluoro-3-(trifluorometylo)fenylo]-kumaryny 11f

Wydajnos¢: 79 %.
Temperatura topnienia: 173-176 °C.

IS »

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 8.44 (1H, s, CH), 8.29 (2H, s, NH,), 8.16-8.08
(2H, m, Ar-H), 7.87 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.65 (1H, t, J = 9.8 Hz, Ar-H),
7.39 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H), 7.32 (1H, dd, J = 8.6 Hz, J = 2.2 Hz, Ar-H).

BCNMR (200 MHz, aceton-dg), & (ppm): 159.4 (d, YJc.r = 256 Hz), 159.2, 154.2, 152.9,
140.6, 135.1 (m), 131.7 (m), 129.9, 127.5 (m), 124.9, 122.8 (q, “Jc.r = 271 Hz),
118.8,118.0, 117.2, 116.8, 109.8.

IR (KBr)/lem™ 3359, 3196, 1707, 1617, 1504, 1358, 1192, 1123, 1112, 755.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 404.0216, zmierzone 404.0254.
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7-O-amidosiarczan-3-[4-(trifluorometoksy)fenylo]-kumaryny Ilg

Wydajnos¢: 88 %.
Temperatura topnienia: 190-193 °C.

I )

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 8.36 (1H, s, CH), 8.27 (2H, s, NH,), 7.89-7.84
(3H, m, Ar-H), 7.48 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.37 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H),
7.31 (1H, dd, J = 8.6 Hz, J = 2.2 Hz, Ar-H).

BCNMR (200 MHz, aceton-dg), & (ppm): 159.2, 154.1, 152.7, 149.1, 140.1, 134.0, 130.5,
129.7,125,9, 120.7, 120.5 (q, Jc.r = 256 Hz), 118.8, 118.1, 109.8.

IR (KBr)/cm'1 3349, 3199, 1710, 1615, 1510, 1363, 1183, 1143, 1111, 753.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 402.0259, zmierzone 402.0310.

12.12. Ogolna procedura syntezy N-acylowanych pochodnych 3-(4-
aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 102a-k

Do wysuszonej kolby kulistej 0 pojemnosci 10 mL, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
oraz rurke z chlorkiem wapnia, zawierajacej 2.0 mmola odpowiedniej pochodnej kwasu
benzoesowego lub fenylooctowego oraz 1.65 mL dichlorometanu, wprowadzono 1.65 mL
SOCl,. Tak przygotowang mieszaning ogrzewano do wrzenia przez 4 h, anastgpnie
schlodzono 1 odparowano rozpuszczalnik. Po rozpuszczeniu pozostatosci w 10 mL acetonu,
wprowadzono 0.51g (2.0 mmol) 3-(4-aminofenylo)-7-hydroksy-kumaryny 91 oraz 1.1g
(8.0 mmol) bezwodnego K,COs; iogrzewano do wrzenia przez 4h. Po ochtodzeniu
mieszaniny reakcyjnej i usunigciu rozpuszczalnika, pozostato§¢ rozpuszczono w zimnej
wodzie (20 mL) izakwaszono kwasem solnym. Wytragcony osad surowego produktu

odsaczono i krystalizowano z metanolu lub etanolu otrzymujac czyste pochodne 102a-k.
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3-(4-benzoiloamino-fenylo)-7-hydroksy-kumaryna 102a

Wydajnos¢: 72 %.

'H NMR

BC NMR

IR

HRMS

Temperatura topnienia: 281-284 °C |
(z rozktadem).

(500 MHz, DMSO), 6 (ppm): 10.59 (1H, s, OH), 10.37 (1H, s, NH), 8.16 (1H, s,
CH), 7.97 (2H, d, J = 7.1 Hz, Ar-H), 7.85 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.71 (2H, d,
J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.62-7.50 (4H, m, Ar-H), 6.82 (1H, dd, J =85 Hz, J =23
Hz, Ar-H), 6.75 (1H, d, J = 2.2, Ar-H).

(125 MHz, DMSO0), & (ppm): 166.3, 161.8, 160.8, 155.5, 141.0, 139.7, 135.5,
132.4,130.9, 130.6, 129.2, 129.1, 128.4, 122.4, 120.5, 114.1, 112.8, 102.4.
(KBr)/cm™ 3363, 3198, 1696, 1664, 1601, 1516, 1410. 1325, 1283, 1202, 1158,
1129, 988, 837.

(m/z) [M-H] obliczone 356.0923, zmierzone 356.0960.

3-[4-(4-fluoro-benzoiloamino)-fenylo]-7-hydroksy-kumaryna 102b

Wydajnos$¢: 66 %.
Temperatura topnienia: 321-324 °C

IH NMR

(z rozktadem).

(500 MHz, DMSO0), § (ppm): 10.59 (1H, s, OH), 10.38 (1H, s, NH), 8.16 (1H, s,
CH), 8.08-8.02 (2H, m, Ar-H), 7.83 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.71 (2H, d, J =
8.8 Hz, Ar-H), 7.59 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.40-7.34 (2H, m, Ar-H), 6.82
(1H, dd, J = 8.3 Hz, J = 2.4 Hz, Ar-H), 6.75 (1H, d, J = 2.4 Hz, Ar-H).
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BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 164.4, 164.1 (d, *Jc.r = 249 Hz), 161.0, 160.1,
154.7, 140.2, 138.9, 131.2 (m). 130.5, 130.3, 129.8, 128.4, 121.7, 119.8, 115.3
(m), 113.3, 112.0, 101.7.

IR (KBr)/cm™ 3544, 3337, 1705, 1665, 1599, 1501, 1412, 1321, 1282, 1213, 1153,
1118, 990, 822.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 374.0829, zmierzone 374.0883.

3-[4-(3,4-difluoro-benzoiloamino)-fenylo]-7-hydroksy-kumaryna 102c

Wydajnos$¢: 65 %.
Temperatura topnienia: 334-337 °C

(z rozktadem).

| LJ

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.61 (1H, s, OH), 10.44 (1H, s, NH), 8.18 (1H, s,
CH), 8.16-8.00 (2H, m, Ar-H), 7.90-7.56 (6H, m, Ar-H), 6.88-6.76 (2H, m, Ar-
H).

BCNMR (125 MHz, DMSO),  (ppm): 163.2, 161.1, 159.7, 154.7, 150.0 (m), 147.8 (m),
140.3, 138.6, 132.1 (m), 130.5, 129.9, 128.5, 125.3 (m), 121.6, 119.9, 117.4 (m),
113.4,112.0, 101.7.

IR (KBr)/cm'1 3577, 3337, 1703, 1666, 1600, 1503, 1411, 1322, 1288, 1214, 1160,
1122, 994, 824.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 392.0734, zmierzone 392.0777.
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7-hydroksy-3-(4-pentafluorobenzoiloamino-fenylo)-kumaryna 102d

Wydajnos¢: 62 %.
Temperatura topnienia: 243-245 °C

(z rozktadem).

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 11.11 (1H, s, OH), 10.61 (1H, s, NH), 8.17 (1H, s,
CH), 7.78-7.68 (4H, m, Ar-H), 7.60 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 6.81 (1H, d, J =
8.5 Hz, Ar-H), 6.75 (1H, s, Ar-H).

BCNMR (125 MHz, DMSO0), & (ppm): 161.2, 160.0, 154.8, 143.1 (d, “Jcr 255), 140.6,
137.6, 137.0 (d, YJc.r = 252 Hz), 131.4, 129.9, 129.1, 128.9, 121.4, 119.2, 113.4,
112.7 (m), 112.0, 101.7.

IR (KBr)/cm™ 3307, 3201, 1695, 1666, 1608, 1502, 1412, 1335, 1282, 1214, 1158,
1126, 992, 844,

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 446.0452, zmierzone 446.0502.

3-(4-fenyloacetyloamino-fenylo)-7-hydroksy-kumaryna 102e

Wydajnos¢: 75 %.

Temperatura topnienia: 237-239 °C
(z rozktadem). <
\'E [ %

'HNMR (500 MHz, DMSO0), & (ppm): 10.59 (1H, s, OH), 10.30 (1H, s, NH), 8.12 (1H, s,
CH), 7.68-7.54 (5H, m, Ar-H), 7.36-7.28 (4H, m, Ar-H), 7.26-7.22 (1H, m, Ar-
H), 6.80 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 6.73 (1H, s, Ar-H), 3.65 (2H, s, CH,).
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BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 169.9, 161.7, 160.8, 155.4, 140.8, 139.7, 136.6,
130.6, 130.5, 129.8, 129.3, 129.0, 127.3, 122.4, 122.4, 119.3, 114.1, 112.8,
102.4, 44.0.

IR (KBr)/cm™ 3351, 3190, 1705, 1655, 1609, 1517, 1410, 1321, 1285, 1211, 1165,
1129, 991, 840.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 370.1079, zmierzone 370.1092.

3-{4-[2-(3,4-difluoro-fenylo)-acetyloamino]-fenylo}-7-hydroksy-kumaryna 102f

Wydajnos$¢: 68 %.
Temperatura topnienia: 281-283 °C

(z rozktadem). <

ol

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.58 (1H, s, OH), 10.30 (1H, s, NH), 8.12 (1H, s,
CH), 7.68-7.62 (4H, m, Ar-H), 7.58 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.42-7.34 (2H, m,
Ar-H), 7.20-7.14 (1H, m, Ar-H), 6.80 (1H, dd, J = 8.8 Hz, J = 2.1 Hz, Ar-H),
6.73 (1H, d, J = 2.1 Hz, Ar-H), 3.67 (2H, s, CHy).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 168.5, 161.0, 160.1, 154.7, 149.2 (d, *Jc.r 245),
148.5 (d, YJc.r 244), 140.1, 138.9, 133.4 (m), 129.8, 128.6, 126.0 (m), 121.6,
118.7 (m), 118.1, 117.3, 117.0, 113.3, 112.0, 101.7, 42.0.

IR (KBr)/cm™ 3350, 3215, 1702, 1658, 1614, 1514, 1412, 1318, 1283, 1200, 1164,
1129, 994, 841.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 406.0891, zmierzone 406.0929.
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7-hydroksy-3-{4-[2-(3,4,5-trifluoro-fenylo)-acetyloamino]-fenylo}-kumaryna
1029

Wydajnos¢: 67 %.
Temperatura topnienia: 280-282 °C
(z rozktadem). <

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.58 (1H, s, OH), 10.31 (1H, s, NH), 8.12 (1H, s,
CH), 7.68-7.60 (4H, m, Ar-H), 7.58 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.32-7.26 (2H, m,
Ar-H), 6.80 (1H, dd, J = 8.8 Hz, J = 2.0 Hz, Ar-H), 6.74 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-
H), 4.08 (2H, s, CHy).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 168.0, 161.0, 160.1, 154.7, 150.0 (d, *Jcr = 252
Hz), 140.2, 138.8, 135.2 (m), 133.0 (m), 129.8 (m), 128.6, 121.6, 118.7, 114.2,
113.8, 113.3, 112.0, 101.7, 41.8.

IR (KBr)/cm™ 3342, 3243, 1691, 1662, 1614, 1525, 1413, 1322, 1282, 1201, 1161,
1130, 993, 842.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 424.0797, zmierzone 424.0868.

7-hydroksy-3-[4-(2-pentafluorofenylo-acetyloamino)-fenylo]-kumaryna 102h

Wydajnos¢: 73 %.
Temperatura topnienia: 291-293 °C
(z rozktadem).

'IHNMR (500 MHz, DMSO0), & (ppm): 10.59 (1H, s, OH), 10.50 (1H, s, NH), 8.13 (1H, s,
CH), 7.70-7.60 (4H, m, Ar-H), 7.58 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 6.80 (1H, dd, J =
8.8 Hz, J = 2.4 Hz, Ar-H), 6.74 (1H, d, J = 2.4 Hz, Ar-H), 3.92 (2H, s, CH,).
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BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 165.7, 161.0, 160.0, 154.7, 144.9 (d, *Jc.r = 244
Hz), 140.2, 138.6 (d, “Jc.r = 234 Hz), 138.5, 136.8 (d, “Jc.r =249 Hz), 130.1,
129.8, 128.7, 121.5, 118.7, 113.3, 112.0, 109.9 (m), 101.6, 29.8.

IR (KBr)/cm™ 3322, 3245, 1685, 1655, 1606, 1503, 1416, 1327, 1291, 1194, 1159,
1132, 1001, 842.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 460.0608, zmierzone 460.0670.

3-{4-[2-(4-fluoro-3-trifluorometylo-fenylo)-acetyloamino]-fenylo}-7-hydroksy-
kumaryna 102i

Wydajnos$¢: 62 %.
Temperatura topnienia: 267-271 °C

(z rozktadem).

'HNMR (500 MHz, DMSO0), & (ppm): 10.58 (1H, s, OH), 10.35 (1H, s, NH), 8.12 (1H, s,
CH), 7.75 (1H, d, J = 6.8 Hz, Ar-H), 7.74-7.62 (5H, m, Ar-H), 7.58 (1H, d, J =
8.3 Hz, Ar-H), 7.52-7.40 (1H, m, Ar-H), 6.81 (1H, dd, J = 8.3 Hz, J = 2.0 Hz,
Ar-H), 6.74 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H), 3.80 (2H, s, CHy).

BCNMR (125 MHz, DMSO), 5 (ppm): 168.5, 161.0, 160.1, 157.7 (d, “Jc.r = 252 Hz),
154.7, 140.1, 138.8, 136.1 (m), 132.9 (m), 129.8, 128.6, 127.9 (m), 122.7 (q, *Jc.
=272 Hz),121.6,120.0, 118.6, 117.1, 116.7, 113.3, 112.0, 101.6, 50.0.

IR (KBr)/lem™ 3384, 3262, 1697, 1669, 1601, 1505, 1410, 1326, 1287, 1209, 1159,
1122, 990, 833.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 456.0859, zmierzone 456.0872.
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3-{4-[2-(2,5-bis-trifluorometylo-fenylo)-acetyloamino]-fenylo}-7-hydroksy-
kumaryna 102j

Wydajnos¢: 68 %.
Temperatura topnienia: 271-272 °C

(z rozktadem).

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.58 (1H, s, OH), 10.41 (1H, s, NH), 8.12 (1H, s,
CH), 7.98-7.94 (2H, m, Ar-H), 7.89 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.70-7.54 (5H, m,
Ar-H), 6.80 (1H, dd, J = 8.3 Hz, J = 2.4 Hz, Ar-H), 6.74 (1H, d, J = 2.4 Hz, Ar-
H), 4.09 (2H, s, CHy).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 167.5, 161.0, 160.1, 154.7, 140.2, 138.8, 135.6,
132.5, 131.8, 131.6, 130.6 (m), 129.8, 128.7, 127.0 (m), 124.4 (m), 123.7 (q, Jc.
F =274 Hz), 123.5 (q, "Jcr = 274 Hz), 121.6, 118.6, 113.3, 112.0, 101.7.

IR (KBr)/cm™ 3308, 3262, 1669, 1611, 1516, 1412, 1318, 1290, 1187, 1168, 1114,
997, 838.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 506.0827, zmierzone 506.0851.

7-hydroksy-3-{4-[2-(4- trifluorometoksy-fenylo)-acetyloamino]-fenylo}-
kumaryna 102k

Wydajnos¢: 70 %.
Temperatura topnienia: 261-262 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO), § (ppm): 10.58 (1H, s, OH), 10.33 (1H, s, NH), 8.12 (1H, s,
CH), 7.68-7.62 (4H, m, Ar-H), 7.58 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.45 (2H, d, J =
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8.3 Hz, Ar-H), 7.32 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 6.80 (1H, dd, J =8.3 Hz, J = 2.0
Hz, Ar-H), 6.74 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H), 3.71 (2H, s, CH,).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 168.8, 161.0, 160.1, 154.7, 147.1, 140.1, 138.9,
135.4, 131.0, 129.8, 128.6, 121.6, 120.9, 120.1 (q, *Jc.r = 256 Hz), 118.6, 113.3,
112.0, 101.6, 44.9.

IR (KBr)/lem™ 3352, 3260, 1696, 1661, 1612, 1504, 1412, 1322, 1280, 1197, 1156,
1129, 991, 841.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 454.0902, zmierzone 454.0960.

12.13. Ogolna procedura syntezy pochodnych 7-O-amidosiarczanu-
3-(4-benzoiloamino-fenylo)-kumaryny i 7-O-amidosiarczanu-3-(4-
fenyloacetyloamino-fenylo)-kumaryny Illa-k

W kolbie kulistej o pojemnosci 10 mL zaopatrzonej w chtodnice zwrotng oraz rurke
z chlorkiem wapnia umieszczono 0.6 mL dichlorometanu 10.16 mL izocyjanianu
chlorosulfonylu. Do tak przygotowanego roztworu wprowadzono mieszaning 0.075 mL
kwasu mrowkowego 1 1.9 pL DMA. Calo$¢ ogrzewano w tazni wodnej o temperaturze 35 °C.
Po uptywie 3.5h, do wygenerowanego chloroamidosiarczanu dodano 1.3 mmola
odpowiedniej pochodnej 102a-k rozpuszczonej w 4.5 mL DMA. Po uptywie 24 h, zawarto$¢
kolby przeniesiono do zlewki z woda. Powstaly osad surowego produktu odsgczono

i krystalizowano z acetonitrylu otrzymujac odpowiednia pochodna Il1a-k.

7-O-amidosiarczan-3-(4-benzoiloamino-fenylo)-kumaryny Illa

Wydajnos$¢: 79 %.
Temperatura topnienia: 267-270 °C

(z rozktadem).

'IHNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.42 (1H, s, NH), 8.31 (1H, s, CH), 8.26 (2H, s,
NH,), 7.97 (2H, d, J = 6.3 Hz, Ar-H), 7.92-7.84 (3H, m, Ar-H), 7.80-7.74 (2H,
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m, Ar-H), 7.66-7.52 (3H, m, Ar-H), 7.36 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H), 7.29 (1H,
dd, J=8.3 Hz, J=2.0 Hz, Ar-H).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 166.4, 160.2, 153.9, 152.6, 140.4, 139.7, 135.5,
132.4,130.4, 130.2, 129.5, 129.1, 128.4, 126.6, 120.5, 119.4, 118.7, 110.2.

IR (KBr)/cm™ 3332, 3294, 1701, 1668, 1602, 1513, 1412, 1331, 1244, 1190, 1118,
979, 843.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 435.0651, zmierzone 435.0655.

7-O-amidosiarczan-3-[4-(4-fluoro-benzoiloamino)-fenylo]-kumaryny I11b

Wydajnos$¢: 85 %.
Temperatura topnienia: 255-258 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO), § (ppm): 10.44 (1H, s, NH), 8.33 (1H, s, CH), 8.27 (2H, s,
NH2), 8.14-8.02 (2H, m, Ar-H), 7.96-7.72 (5H, m, Ar-H), 7.48-7.26 (4H, m, Ar-
H).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 164.4, 164.1 (d, “Jc.r = 249 Hz), 161.0, 160.1,
159.4, 154.7, 153.2, 151.9, 140.2, 139.5, 139.0, 131.2, 130.4 (m), 129.6 (m),
128.6 (m), 125.8, 121.7, 119.8, 118.6, 117.9, 115.3 (m), 113.3, 112.0, 109.4,
101.7.

IR (KBr)/cm'1 3399, 3345, 1701, 1660, 1610, 1499, 1412, 1327, 1253, 1181, 1112,
993, 834.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 453.0557, zmierzone 453.0608.
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7-O-amidosiarczan-3-[4-(3,4-difluoro-benzoiloamino)-fenylo]-kumaryny Illc

Wydajnos¢: 88 %. ‘
Temperatura topnienia: 258-260 °C ’
(z rozktadem).

'HNMR (500 MHz, DMSO0), § (ppm): 10.62 (1H, s, NH), 8.33 (1H, s, CH), 8.27 (2H, s,
NH,), 8.20-8.00 (1H, m, Ar-H), 7.92-7.56 (7H, m, Ar-H), 7.40-7.26 (2H, m, Ar-
H).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 164.0, 160.1, 154.0, 152.6, 152.2 (d, *Jcr = 252
Hz), 149.8 (d, "Jc.r = 247 Hz), 141.1, 139.8 (m), 132.8 (m), 130.5 (m), 129.6,
129.2, 126.5, 126.0, 120.6, 119.4, 118.3 (m), 114.1, 112.8, 110.1, 102.4.

IR (KBr)/cm™ 3416, 3342, 1699, 1651, 1607, 1506, 1411, 1327, 1246, 1184, 1113,
991, 832.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 471.0462, zmierzone 471.0486.

7-O-amidosiarczan-3-(4-pentafluorobenzoiloamino-fenylo)-kumaryny I11d

Wydajnos$¢: 81 %.
Temperatura topnienia: 259-265 °C

(z rozktadem).

A

¥

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 11.16 (1H, s, NH), 8.31 (1H, s, CH), 8.25 (2H, s,
NH,), 7.87 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.82-7.72 (4H, m, Ar-H), 7.36 (1H, d, J =
2.4 Hz, Ar-H), 7.30 (1H, dd, J = 8.3 Hz, J = 2.4 Hz, Ar-H).

BCNMR (125 MHz, DMSO), § (ppm): 161.2, 1593, 154.8 (m), 153.3, 152.0, 143.1 (d,
L = 252 Hz), 140.6, 139.4, 138.2, 137.6, 136.9 (d, Jcr = 247 Hz), 131.4,
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130.7, 129.9 (m), 129.2, 128.9, 125.6, 121.4, 119.2, 118.6, 117.8, 113.4, 112.0
(m), 109.4, 101.7.

IR (KBr)/cm'1 3257, 3194, 1711, 1666, 1601, 1501, 1417, 1336, 1253, 1191, 1118,
994, 846.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 525.0180, zmierzone 525.0177.

7-O-amidosiarczan-3-(4-fenyloacetyloamino-fenylo)-kumaryny Ille

Wydajnos¢: 85 %.
Temperatura topnienia: 208-210 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO0), & (ppm): 10.30 (1H, s, NH), 8.26 (1H, s, CH), 8.24 (2H, s,
NH,), 7.84 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.72-7.66 (4H, m, Ar-H), 7.36-7.22 (7H,
m, Ar-H), 3.66 (2H, s, CH,).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 170.0, 160.1, 153.9, 152.6, 140.4, 139.6, 136.6,
130.4, 129.9, 129.8, 129.7, 129.6, 129.0, 127.3, 126.5, 119.4, 119.3, 118.7,
110.1, 44.0.

IR (KBr)/cm™ 3289, 3185, 1712, 1665, 1601, 1499, 1415, 1347, 1248, 1182, 1112,
991, 843.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 449.0807, zmierzone 449.0813.
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7-O-amidosiarczan-3-{4-[2-(3,4-difluoro-fenylo)-acetyloamino]-fenylo}-
kumaryny 111f

Wydajnos¢: 87 %.
Temperatura topnienia: 212-214 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO0), & (ppm): 10.35 (1H, s, NH), 8.27 (1H, s, CH), 8.24 (2H, s,
NH,), 7.85 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.74-7.64 (4H, m, Ar-H), 7.44-7.36 (2H,
m, Ar-H), 7.35 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H), 7.28 (1H, dd, J = 8.3 Hz, J = 2.0 Hz,
Ar-H), 7.20-7.16 (1H, m, Ar-H), 3.69 (2H, s, CH,).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 168.7, 161.0, 159.4, 153.2, 151.8, 149.2 (d, \Jc.r =
244 Hz), 148.4 (d, "Jc.r = 244 Hz), 140.1, 139.5, 138.9, 133.4 (m), 129.8, 129.6
(m), 126.1 (m), 118.7 (m), 117.0, 116.5, 113.3, 109.4, 101.7, 42.0.

IR (KBr)/cm™ 3313, 3192, 1714, 1595, 1515, 1414, 1357, 1247, 1185, 1115, 992,
840.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 485.0619, zmierzone 485.0621.

7-O-amidosiarczan-3-{4-[2-(3,4,5-trifluoro-fenylo)-acetyloamino]-fenylo}-
kumaryny I1lg

Wydajnos¢: 90 %.

Temperatura topnienia: 216-219 °C. W
o—»ty—‘ &

% 6&

'HNMR (500 MHz, DMSOQ), 6 (ppm): 10.35 (1H, s, NH), 8.27 (1H, s, CH), 8.24 (2H, s,
NHy), 7.84 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.74-7.64 (4H, m, Ar-H), 7.36-7.24 (4H,
m, Ar-H), 3.72 (2H, s, CH,).
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BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 168.1, 161.0, 159.4, 153.2, 151.8, 149.7 (d, “Jc.r =
250 Hz), 139.4, 138.9, 135.3 (m), 132.9 (m), 129.7 (m), 128.9 (m), 125.7, 118.7,
117.9, 114.0 (m), 109.4, 101.7, 41.8.

IR (KBr)/cm™ 3304, 3188, 1704, 1677, 1603, 1504, 1415, 1354, 1248, 1185, 1115,
991, 841.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 503.0525, zmierzone 503.0586.

7-O-amidosiarczan-3-[4-(2-(pentafluorofenylo-acetyloamino)-fenylo]-kumaryny
IH1h

Wydajnos$¢: 82 %.
Temperatura topnienia: 248-250 °C.

/

- | )

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.55 (1H, s, NH), 8.28 (1H, s, CH), 8.24 (2H, s,
NH,), 7.85 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.73 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.66 (2H,
d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.35 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H), 7.29 (1H, dd, J = 8.3 Hz, J
= 2.4 Hz, Ar-H), 3.93 (2H, s, CH,).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 165.8, 161.0, 159.4, 153.2, 151.9, 145.0 (d, YJc.r =
245 Hz), 139.0, 138.3 (d, Jc.r = 245 Hz), 132.2 (d, *Jc.r = 245 Hz), 129.4 (m),
129.0 (m), 125.7, 118.7, 117.9, 113.3, 110.4 (m), 109.4, 101.6, 29.9.

IR (KBr)/cm™ 3304, 3188, 1705, 1678, 1603, 1505, 1415, 1354, 1250, 1186, 1115,
991, 842.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 539.0336, zmierzone 539.0396.
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7-O-amidosiarczan-3-{4-[2-(4-fluoro-3-trifluorometylo-fenylo)-acetyloamino]-
fenylo}-kumaryny I11i

Wydajnos¢: 83 %.
Temperatura topnienia: 187-190 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.39 (1H, s, NH), 8.26 (1H, s, CH), 8.24 (2H, s,
NH,), 7.84 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.78-7.62 (6H, m, Ar-H), 7.52-7.44 (1H,
m, Ar-H), 7.34 (1H, s, Ar-H), 7.28 (1H, d, J = 9.3 Hz, Ar-H), 3.80 (2H, s, CH,).

BCNMR (125 MHz, DMSO), & (ppm): 169.4, 160.1, 156.2 (d, YJc.r = 245 Hz), 153.9,
152.6, 140.9, 140.2, 139.7, 136.9 (m), 133.6 (m), 130.4 (m), 129.7 (m), 128.7
(m), 126.5, 1235 (q, YJc.r = 274 Hz), 119.4, 118.0, 117.6 (m), 114.1, 110.1,
102.4, 42.3.

IR (KBr)/lem™ 3299, 3188, 1711, 1667, 1611, 1508, 1413, 1356, 1244, 1187, 1115,
991, 842.

HRMS (m/z) [M-H] obliczone 535.0587, zmierzone 535.0593.

7-O-amidosiarczan-3-{4-[2-(2,5-bis-trifluorometylo-fenylo)-acetyloamino]-
fenylo}-kumaryny I11j

Wydajnos¢: 89 %.
Temperatura topnienia: 208-212 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO), & (ppm): 10.46 (1H, s, NH), 8.27 (1H, s, CH), 8.24 (2H, s,
NH,), 8.00-7.94 (2H, m, Ar-H), 7.89 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.85 (1H, d, J =
8.8 Hz, Ar-H), 7.71 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.66 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H),
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BC NMR

HRMS

7.35 (1H, d, J = 2.0 Hz, Ar-H), 7.29 (1H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 4.11 (2H, s,
CH,).

(125 MHz, DMSO), & (ppm): 167.6, 161.0, 159.4, 153.2, 151.8, 140.2, 139.4,
138.9, 135.5, 130.5 (m), 129.6 (m), 129.0 (m), 127.0 (m), 125.7, 124.4 (m),
123.7 (q, Ycr = 274 Hz), 123.5 (q, “c.r = 274 Hz), 118.6 (m), 117.9, 113.3,
109.4, 101.7.

(KBr)/cm'1 3305, 3211, 1710, 1671, 1598, 1517, 1414, 1342, 1249, 1185, 1115,
991, 843.

(m/z) [M-H] obliczone 585.0555, zmierzone 585.0555.

7-O-amidosiarczan-3-{4-[2-(4-trifluorometoksy-fenylo)-acetyloamino]-fenylo}-
kumaryny 11k

Wydajnos$¢: 88 %.
Temperatura topnienia: 252-254 °C.

'H NMR

BC NMR

HRMS

(500 MHz, DMSO0), & (ppm): 10.38 (1H, s, NH), 8.26 (1H, s, CH), 8.24 (2H, s,
NH,), 7.84 (1H, d, J = 8.8 Hz, Ar-H), 7.74-7.64 (4H, m, Ar-H), 7.45 (2H, d, J =
8.3 Hz, Ar-H), 7.36-7.30 (3H, m, Ar-H), 7.28 (1H, dd, J = 8.3 Hz, J = 2.0 Hz,
Ar-H), 3.72 (2H, s, CHy).

(125 MHz, DMSO), & (ppm): 168.9, 161.0, 154.7, 153.2, 151.8, 147.1, 140.1,
139.5, 138.9, 135.3, 131.0, 129.6 (m), 129.1 (m), 125.8, 121.6, 120.9, 120.1 (q,
YJc.r = 255 Hz), 118.6, 117.5, 113.3, 112.0, 109.4, 101.6, 42.3.

(KBr)/cm'1 3304, 3217, 1711, 1670, 1611, 1509, 1413, 1354, 1248, 1182, 1111,
991, 842.

(m/z) [M-H] obliczone 533.0630, zmierzone 533.0681.
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12.14. Ogolna procedura syntezy pochodnych N-acylowanych
pochodnych tyraminy 103a-r

Do wysuszonej kolby kulistej o pojemnosci 10 mL, zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
oraz rurk¢ zchlorkiem wapnia, zawierajacej 2.0 mmola odpowiedniej pochodnej kwasu
karboksylowego oraz 1.65 mL dichlorometanu lub toluenu, wprowadzono 1.65 mL SOCI.,.
Tak przygotowang mieszaning ogrzewano do wrzenia przez 4 h, anastgpnie schtodzono
i odparowano rozpuszczalnik. Po  rozpuszczeniu pozostatosci w10 mL  acetonu,
wprowadzono 0.274 g (2.0 mmol) tyraminy oraz 1.1g (8.0 mmol) bezwodnego K,COj;
i ogrzewano do wrzenia przez 4h. Po ochlodzeniu mieszaniny reakcyjnej i usunigciu
rozpuszczalnika, pozostato$¢ rozpuszczono w zimnej wodzie (20 mL). Otrzymang zawiesing
ekstrahowano octanem etylu (3 x 20 mL). Po wysuszeniu warstwy organicznej oraz
odparowaniu rozpuszczalnika, surowy produkt oczyszczano na drodze chromatografii
kolumnowej, uzywajac jako eluent mieszaning CH,Cl, : MeOH w stosunku 50 : 1 otrzymujac

odpowiednig pochodng 103a-r.

4-(2-benzoiloamino-etylo)-fenol 103a

Wydajnos$¢: 60 %.
Temperatura topnienia: 157-159 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.21 (1H, s, OH), 8.52 (1H, t, J = 5.4 Hz, NH),
7.84-7.76 (2H, m, Ar-H), 7.54-7.40 (3H, m, Ar-H), 7.01 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-
H), 6.67 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 3.39 (2H, g, J = 8.3 Hz, CH,), 2.71 (2H, t, J
= 7.8 Hz, CHy).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 166.6, 156.1, 135.1, 131.5, 130.0, 129.9, 128.7,
127.6, 115.6, 41.7, 34.8.

IR (KBr)/cm'1 3326, 1637, 1602, 1539, 1511, 1447, 1371, 1312, 1294, 1234, 1192,
1107, 1052, 1015, 823, 779, 565.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 242.1181, zmierzone 242.1203.

137


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

4-[2-(4-fluoro-benzoiloamino)-etylo]-fenol 103b

Wydajnos¢: 58 %.
Temperatura topnienia: 157-161 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.16 (1H, s, OH), 8.54 (1H, t, J = 4.9 Hz, NH),
7.90-7.80 (2H, m, Ar-H), 7.30-7.20 (2H, m, Ar-H), 7.00 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-
H), 6.66 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 3.39 (2H, g, J = 7.3 Hz, CH,), 2.70 (2H, 1, J
= 7.3 Hz, CHy).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 165.5, 164.2 (d, *Jc.r = 248 Hz), 156.1, 131.6 (m),
130.2 (m), 130.0, 129.9, 115.7 (m), 115.6, 41.8, 34.8.

IR (KBr)/cm™ 3343, 1638, 1601, 1543, 1500, 1447, 1371, 1313, 1292, 1243, 1192,
1107, 1053, 1015, 824, 768, 566.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 260.1087, zmierzone 260.1099.

4-[2-(3,4-difluoro-benzoiloamino)-etylo]-fenol 103c

Wydajnos$¢: 52 %.
Temperatura topnienia: 147-150 °C. f j % ' : : '

'HNMR (500 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.17 (1H, s, OH), 8.63 (1H, t, J = 5.4 Hz, NH),
7.90-7.80 (1H, m, Ar-H), 7.75-7.65 (1H, m, Ar-H), 7.60-7.45(1H, m, Ar-H),
7.01 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 6.66 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 3.39 (2H, q, J =
8.3 Hz, CHy), 2.70 (2H, t, J = 7.3 Hz, CH,).

BCNMR (101 MHz, DMSO), § (ppm): 164.3, 156.1, 151.7 (d, “Jcr = 250 Hz), 149.6 (d,
Yc.r = 246 Hz), 132.5 (m), 130.0, 129.9, 125.0 (m), 118.0 (m), 116.9 (m), 115.6,
41.8, 34.6.
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IR (KBr)/cm'l 3322, 1638, 1600, 1545, 1508, 1455, 1372, 1315, 1284, 1239, 1192,
1109, 1052, 1016, 822, 777, 555.
HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 278.0993, zmierzone 278.1013.

4-[2-(2,4,5-trifluoro-benzoiloamino)-etylo]-fenol 103d

Wydajnos¢: 59 %.
Temperatura topnienia: 132-137 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.18 (1H, s, OH), 8.45-8.35 (1H, m, NH), 7.70-
7.55 (2H, m, Ar-H), 7.02 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 6.67 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-
H), 3.37 (2H, g, J = 6.3 Hz, CHy), 2.69 (2H, t, J = 7.8 Hz, CH,).

BCNMR (101 MHz, DMSO), § (ppm): 162.0, 156.1, 155.2 (d, Jc.r = 246 Hz), 150.8 (d,
Yer = 252 Hz), 146.4 (d, *Jc.r 244), 130.0, 129.7, 121.5 (m), 118.4 (m), 115.6,
107.3 (m), 41.8, 34.5.

IR (KBr)/cm'1 3307, 1650, 1604, 1544, 1503, 1438, 1358, 1326, 1293, 1227, 1190,
1150, 1042, 1006, 827, 795, 570.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 296.0898, zmierzone 296.0905.

4-12-(2,3,4,5,6-pentafluoro-benzoiloamino)-etylo]-fenol 103e

Wydajnos$¢: 60 %.

Temperatura topnienia: 154-155 °C. f : ? ; : '

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.22 (1H, s, OH), 8.98 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH),
7.04 (2H, d, J = 8.4 Hz, Ar-H), 6.69 (2H, d, J = 8.4 Hz, Ar-H), 3.43 (2H, g, J =
6.1 Hz, CH,), 2.70 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH}).
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BC NMR

IR

HRMS

(101 MHz, DMSO), § (ppm): 156.9, 156.2, 143.4 (d, Nc.r = 248 Hz), 141.5 (d,
Vcr = 253 Hz), 137.4 (d, Wer = 247 Hz), 130.0, 129.4, 115.6, 113.2 (m), 41.7,
34.3.

(KBr)/cm'l 3287, 1653, 1598, 1556, 1486, 1443, 1368, 1334, 1285, 1242, 1197,
1123, 1058, 984, 827, 781, 557.

(m/z) [M+H]" obliczone 332.0710, zmierzone 332.0722.

4-{2-[4-(trifluorometylo)-benzoiloamino]-etylo}-fenol 103f

Wydajnos$¢: 51 %.
Temperatura topnienia: 176-179 °C.

IH NMR

BC NMR

HRMS

(500 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.18 (1H, s, OH), 8.76 (1H, t, J = 5.4 Hz, NH),
7.99 (2H, d, J = 7.8 Hz, Ar-H), 7.84 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.02 (2H, d, J =
8.3 Hz, Ar-H), 6.67 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 3.42 (2H, g, J = 7.8 Hz, CH)),
2.72 (2H, t, J = 7.3 Hz, CHy).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 165.4, 156.1, 138.9, 131.5 (m), 130.0, 129.9,
128.5, 125.8 (M), 124.4 (q, “Jc.r = 272 Hz), 115.6, 41.8, 34.6.

(KBr)/cm'1 3323, 1644, 1602, 1543, 1508, 1455, 1375, 1318, 1290, 1233, 1171,
1107, 1065, 1015, 822, 776, 567.

(m/z) [M+H]" obliczone 310.1055, zmierzone 310.1063.

4-[2-(4-nitro-benzoiloamino)-etylo]-fenol 103g

Wydajnos¢: 47 %.
Temperatura topnienia: 180-183 °C.
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'H NMR

BC NMR

HRMS

(400 MHz, DMSO) , 6 (ppm): 9.21 (1H, s, OH), 8.87 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH),
8.32 (2H, d, J = 8.9 Hz, Ar-H), 8.04 (2H, d, J = 8.9 Hz, Ar-H), 7.03 (2H, d, J =
8.5 Hz, Ar-H), 6.68 (2H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 3.45 (2H, q, J = 6.6 Hz, CH)),
2.74 (2H,t,J=7.4 Hz, CH)).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 164.9, 156.1, 149.4, 140.7, 130.0, 129.8, 129.1,
124.0, 115.6, 41.9, 34.6.

(KBr)/cm™ 3320, 1635, 1596, 1557, 1509, 1455, 1350, 1323, 1298, 1230, 1193,
1106, 1051, 1010, 824, 780, 561.

(m/z) [M+H]" obliczone 287.1032, zmierzone 287.1051.

4-(2-fenyloacetyloamino-etylo)-fenol 103h

Wydajnos$¢: 58 %.
Temperatura topnienia: 115-117 °C.

'H NMR

BC NMR

HRMS

)

(500 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.16 (1H, s, OH), 8.17-8.00 (1H, m, NH), 7.35-
7.15 (5H, m, Ar-H), 6.95 (2H, d, J = 7.9 Hz, Ar-H), 6.65 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-
H), 3.37 (2H, s, CH,), 3.23 (2H, g, J = 7.1 Hz, CH,), 2.57 (2H, t, J = 7.5 Hz,
CH,).

(101 MHz, DMSO), § (ppm): 170.4, 156.1, 136.9, 130.0, 129.9, 129.4, 128.6,
126.7,115.5,42.9,41.1, 34.7.

(KBr)/cm'l 3230, 1644, 1592, 1537, 1513, 1444, 1357, 1334, 1316, 1222, 1196,
1107, 1049, 1028, 824, 769, 554.

(m/z) [M+H]" obliczone 256.1338, zmierzone 256.1350.
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4-{2-[2-(3,4-difluoro-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenol 103i

Wydajnos¢: 55 %.

Temperatura topnienia: olej.

'H NMR

BC NMR

IR

HRMS

(500 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.17 (1H, s, OH), 8.10-8.04 (1H, m, NH), 7.38-
7.22 (2H, m, Ar-H), 7.06-7.00 (1H, m, Ar-H), 6.93 (2H, d, J = 7.8 Hz, Ar-H),
6.63 (2H, d, J = 7.8 Hz, Ar-H), 3.37 (2H, s, CH,), 3.18 (2H, g, J = 6.8 Hz, CH,),
2.56 (2H, t, J = 7.3 Hz, CH,).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 169.8, 156.1, 149.5 (d, YJc.r = 245 Hz), 148.8 (d,
Yo = 244 Hz), 134.6 (M), 130.0, 129.8, 126.2 (M), 118.4 (m), 117.5 (m), 115.5,
41.7,41.1, 34.7.

(KBI’)/Cm_1 3306, 1618, 1595, 1556, 1513, 1435, 1363, 1341, 1271, 1244, 1194,
1114, 1042, 965, 817, 770, 551.

(m/z) [M+H]" obliczone 292.1149, zmierzone 292.1166.

4-{2-[2-(3,4,5-trifluoro-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenol 103j

Wydajnos$¢é: 52 %.
Temperatura topnienia: 142-144 °C.

IH NMR

BC NMR

(400 MHz, DMSO) , 6 (ppm): 9.20 (1H, s, OH), 8.09 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH),
7.19-7.11 (2H, m, Ar-H), 6.95 (2H, d, J = 8.4 Hz, Ar-H), 6.65 (2H, d, J = 8.4
Hz, Ar-H), 3.40 (2H, s, CH,), 3.21 (2H, q, J = 6.0 Hz, CH,), 2.58 (2H.t,J = 7.3
Hz, CH,).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 169.3, 156.1, 150.4 (d, "Jc.r = 247 Hz), 138.0 (q,
Yc.r = 247 Hz), 134.1 (m), 129.9, 129.8, 115.5, 114.1 (m), 41.6, 41.1, 34.6.
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IR (KBr)/cm'l 3332, 1647, 1593, 1548, 1514, 1449, 1364, 1338, 1268, 1231, 1200,
1106, 1041, 983, 830, 797, 552.
HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 310.1055, zmierzone 310.1061.

4-{2-[2-(2,3,4,5,6-pentafluoro-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenol 103k

Wydajnos$¢: 59 %.

Temperatura topnienia: olej.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.21 (1H, s, OH), 8.26 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH),
6.98 (2H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 6.67 (2H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 3.59 (2H, s,
CH,), 3.22 (2H, q, J = 6.1 Hz, CHy), 2.59 (2H, t, J = 7.3 Hz, CH,).

BCNMR (101 MHz, DMSO), § (ppm): 169.3, 156.2, 145.2 (d, Jc.r = 248 Hz), 140.0 (d,
e = 253 Hz), 137.9 (d, Yc.r = 247 Hz), 130.0, 129.6, 115.5, 113.7 (m), 41.0,
35.2, 30.3.

IR (KBr)/cm'1 3311, 1645, 1598, 1551, 1486, 1443, 1368, 1334, 1291, 1242, 1197,
1123, 1058, 999, 827, 788, 561.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 346.0866, zmierzone 346.0888.

4-{2-[2-(4-fluoro-3-trifluorometylo-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenol 103l

Wydajnos¢: 50 %.
Temperatura topnienia: 111-114 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.19 (1H, s, OH), 8.14 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH),
7.67 (1H, m, Ar-H), 7.58-7.53 (1H, m, Ar-H), 7.47-7.40 (1H, m, Ar-H), 6.94
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BC NMR

HRMS

(2H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 6.65 (2H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 3.48 (2H, s, CH,),
3.21 (2H, g, J =6.0 Hz, CH,), 2.58 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH)).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 169.7, 158.1 (d, *Jc.r = 252 Hz), 156.1, 136.1 (m),
134.0 (m), 129.9, 129.8, 128.0 (m), 123.2 (q, YJc.r = 272 Hz), 117.4 (m), 116.6
(m), 115.5,41.4,41.1, 34.7.

(KBr)/lcm™ 3324, 1648, 1592, 1553, 1505, 1437, 1354, 1325, 1265, 1238, 1200,
1120, 1057, 1044, 825, 797, 562.

(m/z) [M+H]" obliczone 342.1117, zmierzone 342.1132.

4-{2-[2-(2,5-bis-trifluorometylo-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenol 103m

Wydajnos$¢: 62 %.

Temperatura topnienia: 112-114 °C.

'H NMR

BC NMR

HRMS

(400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.19 (1H, s, OH), 8.20 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH),
7.96-7.82 (3H, m, Ar-H), 6.98 (2H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 6.67 (2H, d, J = 8.5
Hz, Ar-H), 3.78 (2H, s, CH,), 3.22 (2H, q, J = 6.4 Hz, CH,), 2.59 (2H, t, J = 7.4
Hz, CH,).

(101 MHz, DMSO0), & (ppm): 168.7, 156.1, 136.7, 132.6 (m), 131.6 (m), 130.6
(m), 129.9, 129.8, 127.4 (m), 124.5 (m), 124.1 (q, *Jc.r = 275 Hz), 123.9 (q, "Jcr
=273 Hz), 115.5, 41.3, 38.8, 34.8.

(KBr)/cm™ 3350, 1621, 1613, 1554, 1509, 1438, 1336, 1314, 1301, 1243, 1185
1120, 1059, 1042, 844, 827, 562.

(m/z) [M+H]" obliczone 392.1085, zmierzone 392.1101.
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4-{2-[2-(4-trifluorometoksy-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenol 103n

Wydajnos¢: 47 %.

Temperatura topnienia: oil.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.20 (1H, s, OH), 8.13 (1H, t, J = 5.4 Hz, NH),
7.35-7.25 (4H, m, Ar-H), 6.95 (2H, d, J = 8.4 Hz, Ar-H), 6.66 (2H, d, J = 8.4
Hz, Ar-H), 3.42 (2H, s, CHy), 3,21 (2H, q, J = 6.2 Hz, CH,), 2.58 (2H,1,J = 7.3
Hz, CHy).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 170.0, 156.1, 136.5, 131.8, 131.2, 130.0, 129.9,
121.2, 120.6 (q, “Jc.r = 256 Hz), 115.5, 42.0, 41.1, 34.7.

IR (KBr)/cm™ 3291, 1647, 1595, 1557, 1511, 1444, 1362, 1340, 1258, 1221, 1194,
1105, 1023, 821, 792, 535.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 340.1161, zmierzone 340.1171.

4-{2-[2-(4-nitro-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenol 1030

Wydajnos$¢: 51 %.
Temperatura topnienia: 155-157 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.20 (1H, s, OH), 8.20 (1H, t, J = 6.1 Hz, NH),
8.17 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar-H), 7.47 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar-H), 6.95 (2H, d, J =
8.4 Hz, Ar-H), 6.65 (2H, d, J = 8.4 Hz, Ar-H), 3.55 (2H, s, CHy), 3.23 (2H, q, J
= 6.2 Hz, CHy), 2.59 (2H, t, J = 7.3 Hz, CH)).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 169.2, 156.1, 146.7, 145.0, 130.7, 130.0, 129.8,
123.7,115.5, 42,5, 41.1, 34.7.
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IR (KBr)/cm'l 3296, 1636, 1594, 1570, 1512, 1448, 1379, 1342, 1270, 1249, 1202,
1107, 1049, 992, 820, 805, 551.
HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 301.1188, zmierzone 301.1197.

4-(2-perfluorodekanoiloaminoetylo)-fenol 103p

Wydajnos$¢: 19 %.
Temperatura topnienia: 164-166 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.58-9.50 (1H, m, NH), 9.21 (1H, s, OH), 6.98
(2H, d, J = 6.9 Hz, Ar-H), 6.67 (2H, d, J = 7.1 Hz, Ar-H). 2.72-2.62 (2H, m,
CH,).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 156.9 (t, 2Jcr = 25 Hz), 156.2, 129.9, 128.9,
115.5, 115.0-105.0 (m), 41.7, 33.8.

IR (KBr)/cm'1 3342, 1695, 1601, 1543, 1518, 1454, 1374, 1342, 1197, 1145, 1106,
1008, 928, 823, 780, 723, 624, 546.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 634.0486, zmierzone 634.0498.

4-(2-perfluoroundekanoiloaminoetylo)-fenol 103r

Wydajnos$¢: 18 %.
Temperatura topnienia: 165-169 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.59 (1H, t, J = 5.6 Hz, NH), 9.25 (1H, s, OH),
6.98 (2H, d, J = 8.4 Hz, Ar-H), 6.66 (2H, d, J = 8.4 Hz, Ar-H), 2.67 (2H, t, J =
7.3 Hz, CH,).
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BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 157.0 (t, *Jc.r = 26 Hz), 156.2, 129.8, 128.9,
115.5, 115.0-105.0 (m), 41.7, 33.8.

IR (KBr)/cm™ 3353, 1697, 1600, 1541, 1516, 1455, 1374, 1344, 1198, 1145, 1083,
987, 895, 821, 780, 721, 635, 545.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 684.0454, zmierzone 684.0480.

12.15. Ogdlna procedura syntezy pochodnych N-acylowanych
pochodnych amidosiarczanu tyraminy 1Va-r

W kolbie kulistej o pojemnosci 10 mL zaopatrzonej w chtodnice zwrotng oraz rurke
z chlorkiem wapnia umieszczono 0.6 mL dichlorometanu 10.16 mL izocyjanianu
chlorosulfonylu. Do tak przygotowanego roztworu wprowadzono mieszaning 0.075 mL
kwasu mrowkowego 1 1.9 pL DMA. Calo$¢ ogrzewano w tazni wodnej o temperaturze 35 °C.
Po wuptywie 3.5h, do wygenerowanego chloroamidosiarczanu dodano 1.3 mmola
odpowiedniej pochodnej 103a-r rozpuszczonej w 4.5 mL DMA. Po uplywie 24 h, zawarto$¢
kolby przeniesiono do zlewki z woda. Powstaly osad surowego produktu odsaczono
i oczyszczano na drodze chromatografii kolumnowej, uzywajac jako eluent mieszaning

CH,CI;, : MeOH w stosunku 50 : 1 otrzymujac odpowiednig pochodng 1Va-r.

Amidosiarczan 4-(2-benzoiloamino-etylo)-fenylu 1Va

Wydajnos$¢: 84 %.
Temperatura topnienia: 164-166 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.58 (1H, t, J = 5.4 Hz, NH), 7.94 (2H, s, NHy),
7.54-7.42 (3H, m, Ar-H), 7.32 (2H, d, J = 7.3 Hz, Ar-H), 7.20 (2H, d, J = 8.3
Hz, Ar-H), 3.48 (2H, g, J = 7.3 Hz, CH}), 2.85 (2H, t, J = 7.8 Hz, CHy).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 166.7, 149.0, 138.4, 135.0, 131.6, 130.3, 128.8,
127.6,122.5, 41.2, 34.9.

IR (KBr)/lcm™ 3376, 3155, 1627, 1552, 1502, 1363, 1311, 1175, 1150, 954, 870,
844,722, 577.
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HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 321.0909, zmierzone 321.0918.

Amidosiarczan 4-[2-(4-fluoro-benzoiloamino)-etylo]-fenylu 1Vb

Wydajnos¢: 88 %.
Temperatura topnienia: 159-163 °C.

'HNMR (500 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.62 (1H, t, J = 5.4 Hz, NH), 7.95 (2H, s, NHy),
7.92-7.86 (2H, m, Ar-H), 7.36-7.24 (4H, m, Ar-H), 7.20 (2H, d, J = 8.8 Hz, Ar-
H), 3.47 (2H, q, J = 7.8 Hz, CH,), 2.85 (2H, t, J = 7.8 Hz, CH,).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 165.6, 164.3 (d, *Jc.r = 248 Hz), 149.0, 138.4,
131.4 (m), 130.3, 130.2 (m), 122.5, 115.7 (m), 41.3, 34.8.

IR (KBr)/lem™ 3424, 3262, 1622, 1556, 1504, 1372, 1324, 1178, 1150, 930, 870,
854, 722, 575.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 339.0815, zmierzone 339.0831.

Amidosiarczan 4-[2-(3,4-difluoro-benzoiloamino)-etylo]-fenylu 1Vc

Wydajnos¢: 80 %.
Temperatura topnienia: 129-131 °C.

-

IHNMR (500 MHz, DMSO) , 5 (ppm): 8.71 (1H, t, J = 5.4 Hz, NH), 7.95 (2H, s, NH,),
7.89-7.82 (1H, m, Ar-H), 7.74-7.68 (1H, m, Ar-H), 7.58-7.52 (1H, m, Ar-H),
7.32 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.20 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 3.47 (2H, q, J =
6.8 Hz, CH,), 2.85 (2H, t, J = 7.3 Hz, CH)).
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BC NMR

IR

HRMS

(101 MHz, DMSO), § (ppm): 164.5, 151.8 (d, Ye.r = 250 Hz), 149.6 (d, YJcr =
246 Hz), 149.0, 138.3, 132.3 (m), 130.3, 125.0 (m), 122.5, 118.0 (m), 117.0 (m),
41.4,34.7.

(KBr)/cm'l 3414, 3296, 1637, 1543, 1504, 1374, 1319, 1175, 1157, 936, 877,
848, 722, 570.

(m/z) [M+H]" obliczone 357.0721, zmierzone 357.0749.

Amidosiarczan 4-[2-(2,4,5-trifluoro-benzoiloamino)-etylo]-fenylu 1\vVd

Wydajnos¢: 78 %.
Temperatura topnienia: 116-118 °C.

IH NMR

BC NMR

HRMS

(500 MHz, DMSO) , 3 (ppm): 8.52 (1H, t, J = 4.9 Hz, NH), 7.95 (2H, s, NH,),
7.70-7.62 (2H, m, Ar-H), 7.33 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.20 (2H, d, J = 8.3
Hz, Ar-H), 3.46 (2H, q, J = 7.3 Hz, CH,), 2.83 (2H, t, J = 7.8 Hz, CH,).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 162.2, 155.3 (d, “Jc.r = 249 Hz), 150.8 (d, YJc.r =
253 Hz), 149.1, 146.4 (d, "Jc.r = 244 Hz), 138.1, 130.4, 122.5, 121.4 (m), 118.5
(m), 107.3 (m), 41.3, 34.6.

(KBr)/cm'1 3414, 3295, 1647, 1542, 1504, 1376, 1334, 1175, 1144, 946, 870,
845, 719, 569.

(m/z) [M+H]" obliczone 375.0626, zmierzone 375.0641.

Amidosiarczan 4-[2-(2,3,4,5,6-pentafluoro-benzoiloamino)-etylo]-fenylu Ve

Wydajnos$¢: 89 %.

Temperatura topnienia: olej. r§
| — @
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'H NMR

BC NMR

HRMS

(400 MHz, DMSO) , 3 (ppm): 9.09 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH), 7.99 (2H, s, NH,),
7.34 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.21 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 3.51 (2H, q, J =
6.1 Hz, CH,), 2.85 (2H, t, J = 7.2 Hz, CH),).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 157.0, 149.2, 143.5 (d, *Jc.r = 255 Hz), 141.5 (d,
YJer = 257 Hz), 137.8, 137.4 (d, “Jcr = 253 Hz), 130.4, 122.4, 113.0 (m), 41.3,
34.4.

(KBr)/cm™ 3377, 3296, 1650, 1557, 1501, 1390, 1332, 1182, 1158, 955, 870,
851, 719, 573.

(m/z) [M+H]" obliczone 411.0438, zmierzone 411.0455.

Amidosiarczan 4-{2-[4-(trifluorometylo)-benzoiloamino]-etylo}-fenylu IVf

Wydajnos$é: 87 %.
Temperatura topnienia: 167-169 °C.

'H NMR

BC NMR

HRMS

(500 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.83 (1H, t, J = 5.4 Hz, NH), 8.01 (2H, d, J = 8.3
Hz, Ar-H), 7.95 (2H, s, NH,), 7.85 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 7.33 (2H, d, J =
8.3 Hz, Ar-H), 7.20 (2H, d, J = 8.3 Hz, Ar-H), 3.50 (2H, q, J = 7.8 Hz, CH)),
2.87 (2H, t, J = 7.8 Hz, CH,).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 165.5, 149.1, 138.7, 138.3, 131.5 (m), 130.3,
128.5, 125.8 (M), 124.4 (q, "Jc.r = 272 Hz), 122.5, 41.4, 34.7.

(KBr)/lem™ 3408, 3322, 1636, 1544, 1504, 1375, 1326, 1175, 1130, 948, 858,
846, 717, 573.

(m/z) [M+H]" obliczone 389.0783, zmierzone 389.0796.
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Amidosiarczan 4-[2-(4-nitro-benzoiloamino)-etylo]-fenylu 1Vg

Wydajnos¢: 79 %.

Temperatura topnienia: 157-159 °C. § ~ ;
\ o

'H NMR

BC NMR

IR

HRMS

(400 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.94 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH), 8.32 (2H, d, J = 8.9
Hz, Ar-H), 8.05 (2H, d, J = 8.9 Hz, Ar-H), 7.97 (2H, s, NH,), 7.34 (2H, d, J =
8.6 Hz, Ar-H), 7.21 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 3.52 (2H, g, J = 7.5 Hz, CH)),
2.89 (2H, t, J = 7.4 Hz, CH,).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 165.1, 149.4, 149.1, 140.6, 138.2, 130.4, 129.1,
124.0, 122.5, 41.4, 34.6.

(KBr)/cm'1 3396, 3240, 1644, 1545, 1505, 1368, 1340, 1180, 1155, 944, 863,
850, 717, 566.

(m/z) [M+H]" obliczone 366.0760, zmierzone 366.0781.

Amidosiarczan 4-[2-fenyloacetyloamino-etylo)-fenylu IVh

Wydajnos¢: 90 %.
Temperatura topnienia: 128-130 °C. ¢ :
@
3 (4

'H NMR

BC NMR

HRMS

(500 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.11 (1H, t, J = 5.4 Hz, NH), 7.94 (2H, s, NH,),
7.30-7.14 (9H, m, Ar-H), 3.37 (2H, s, CH,), 3.26 (2H, g, J = 6.8 Hz, CH,), 2.70
(2H, t, J = 7.3 Hz, CH,).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 170.5, 149.0, 138.3, 136.8, 130.3, 129.4, 128.6,
126.8,122.4, 42.9, 40.7, 34.8.

(KBr)/lem™ 3327, 3165, 1625, 1541, 1504, 1375, 1348, 1169, 1153, 942, 872,
844, 705, 561.

(m/z) [M+H]" obliczone 335.1066, zmierzone 335.1076.
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Amidosiarczan 4-{2-[2-(3,4-difluoro-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenylu Vi

Wydajnos¢: 79 %.

Temperatura topnienia: 115-117 °C. ‘ﬁ ~
@
| —— V V

'H NMR

BC NMR

IR

HRMS

(400 MHz, DMSO) , 5 (ppm): 8.17 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH), 7.96 (2H, s, NH5),
7.39-7.27 (2H, m, Ar-H), 7.25 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar-H), 7.18 (2H, d, J = 8.6
Hz, Ar-H), 7.07-7.02 (1H, m, Ar-H), 3.40 (2H, s, CH,), 3.28 (2H, g, J = 5.9 Hz,
CH,), 2.72 (2H, t, J = 7.3 Hz, CH,)

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 169.9, 149.5 (d, “Jc.r = 245 Hz), 149.0, 148.8 (d,
Lo = 244 Hz), 138.2, 134.5 (m), 130.3, 126.2 (M), 122.4, 118.4 (m), 117.5 (m),
41.7,40.7, 34.8.

(KBI’)/Cm_1 3327, 3184, 1625, 1558, 1505, 1367, 1337, 1173, 1155, 931, 873,
841, 712, 561.

(m/z) [M+H]" obliczone 371.0877, zmierzone 371.0901.

Amidosiarczan 4-{2-[2-(3,4,5-trifluoro-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenylu 1V]

Wydajnos$¢: 84 %.

Temperatura topnienia: 149-150 °C. w’$‘
[ %
- , 4

IH NMR

BC NMR

(400 MHz, DMSO) , 5 (ppm): 8.17 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH), 7.96 (2H, s, NH5),
7.26 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.21-7.12 (4H, m, Ar-H), 3.42 (2H, s, CH,), 3.29
(2H, g, J = 6.1 Hz, CH,), 2.73 (2H, t, J = 7.3 Hz, CH,).

(101 MHz, DMSO0), & (ppm): 169.4, 150.3 (d, Jcr = 246 Hz), 149.0, 138.2,
138.0 (d, Ne.r = 247 Hz), 134.0 (m), 130.3, 122.4, 114.1 (m), 41.6, 40.7, 34.7.
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IR (KBr)/cm™ 3325, 3186, 1621, 1558, 1505, 1369, 1335, 1174, 1156, 931, 865,
842, 718, 564.
HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 389.0783, zmierzone 389.0794.

Amidosiarczan 4-{2-[2-(2,3,4,5,6-pentafluoro-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-
fenylu IVk

Wydajnos¢: 72 %.
Temperatura topnienia: 164-168 °C. ‘ﬁ j
@
, 2

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.35 (1H, t, J = 5.4 Hz, NH), 7.96 (2H, s, NH,),
7.29 (2H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 7.19 (2H, d, J 8.5, Ar-H), 3.61 (2H, s, CH,), 3.30
(2H, g, J = 6.2 Hz, CH,), 2.74 (2H, t, J = 7.3 Hz, CH,).

BCNMR (101 MHz, DMSO), § (ppm): 167.1, 149.0, 145.4 (d, “Jc.r = 245 Hz), 139.8 (d,
Ycr = 250 Hz), 138.1, 137.2 (d, “Jcr = 249 Hz), 130.3, 122.4, 110.8 (m), 40.9,
35.2,29.8.

IR (KBr)/cm'1 3341, 3184, 1630, 1564, 1505, 1374, 1342, 1174, 1157, 930, 871,
840, 720, 565.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 425.0594, zmierzone 425.0623.
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Amidosiarczan 4-{2-[2-(4-fluoro-3-trifluorometylo-fenylo)-acetyloamino]-
etylo}-fenylu 1VI

Wydajnos¢: 89 %.

Temperatura topnienia: 140-141 °C. *’S‘
[ <

'H NMR

BC NMR

IR

HRMS

(400 MHz, DMSO) , 5 (ppm): 8.22 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH), 7.96 (2H, s, NH5),
7.67-7.62 (1H, m, Ar-H), 7.60-7.54 (1H, m, Ar-H), 7.47-7.41 (2H, m, Ar-H),
7.25 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.17 (2H, d, J = 7.2 Hz, Ar-H), 3.50 (2H, s,
CH,), 3.29 (2H, g, J = 6.1 Hz, CH,), 2.72 (2H, d, J = 7.2 Hz, CH,).

(101 MHz, DMSO0), & (ppm): 169.9, 158.1 (d, Ycr = 254 Hz), 149.0, 138.2,
136.2 (m), 134.0 (), 130.3, 128.0 (), 123.2 (q, “Jer = 272 Hz), 122.4, 117.3
(m), 116.6 (m), 41.3, 40.7, 34.8.

(KBI’)/Cm_1 3378, 3278, 1645, 1549, 1504, 1346, 1327, 1173, 1153, 929, 880,
842, 723, 548.

(m/z) [M+H]" obliczone 421.0845, zmierzone 421.0854.

Amidosiarczan 4-{2-[2-(2,5-bis-trifluorometylo-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-

fenylu IVm

Wydajnos¢: 82 %.
Temperatura topnienia: 164-166 °C. /51
[ 4
[ 4

IH NMR

(400 MHz, DMSO) , 5 (ppm): 8.28 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH), 7.96 (2H, s, NH5),
7.95-7.82 (3H, m, Ar-H), 7.29 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.19 (2H, d, J = 8.6
Hz, Ar-H), 3.79 (2H, s, CH,), 3.29 (2H, q, J = 7.4 Hz, CH,), 2.73 (2H, t, J = 7.4
Hz, CH,).
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BCNMR (101 MHz, DMSO),  (ppm): 168.8, 149.0, 138.2, 135.6, 132.6 (m), 131.6 (m),
130.6 (m), 130.3, 127.4 (m), 124.6 (m), 124.1 (q, "Jc.r = 275 Hz), 123.9 (q, YJcr
=273 Hz), 122.5, 40.9, 38.8, 34.9.

IR (KBr)/cm™ 3348, 3224, 1639, 1539, 1504, 1389, 1345, 1166, 1154, 937, 867,
852, 717, 5509.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 471.0813, zmierzone 471.0831.

Amidosiarczan 4-{2-[2-(4-trifluorometoksy-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenylu
IVn

Wydajnos$¢: 81 %.

Temperatura topnienia: 124-125 °C. /3‘
A
[ 5
\ ¢

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.20 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH), 7.96 (2H, s, NHy),
7.36-7.23 (6H, m, Ar-H), 7.18 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 3.43 (2H, s, CH,), 3.28
(2H, g, J = 6.2 Hz, CHy), 2.73 (2H, 1, J = 7.3 Hz, CH)).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 170.1, 149.0, 147.4, 138.3, 136.4, 131.3, 130.3,
122.4,121.3, 120.6 (q, "Jc.r = 256 Hz), 42.0, 40.7, 34.8.

IR (KBr)/cm™ 3308, 3176, 1628, 1539, 1506, 1374, 1321, 1172, 1152, 937, 875,
842, 719, 558.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 419.0889, zmierzone 419.0894.

Amidosiarczan 4-{2-[2-(4-nitro-fenylo)-acetyloamino]-etylo}-fenylu 1VVo

Wydajnos$¢: 86 %.
Temperatura topnienia: 155-158 °C. /3-
&
[ 5
| ¢
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'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 8.28 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH), 8.18 (2H, d, J = 8.7
Hz, Ar-H), 7.97 (2H, s, NH,), 7.50 (2H, d, J = 8.7 Hz, Ar-H), 7.26 (2H, d, J =
8.6 Hz, Ar-H), 7.18 (2H, d, J =8.6 Hz, Ar-H), 3.57 (2H, s, CH;), 3.30 (2H, d, J =
6.2 Hz, CH,), 2.73 (2H, d, J = 7.2 Hz, CH,).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 169.3, 149.0, 146.7, 144.9, 138.2, 130.8, 130.3,
123.7,122.4, 42.5, 40.7, 34.8.

IR (KBr)/lem™ 3318, 3174, 1628, 1545, 1502, 1368, 1342, 1171, 1155, 930, 870,
841, 719, 553.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 380.0916, zmierzone 380.0939.

Amidosiarczan 4-(2-perfluorodekanoilamino]-etylo}-fenylu 1Vp

Wydajnos$é: 89 %.
Temperatura topnienia: 152-155 °C.

'HNMR (400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.63 (1H, t, J = 5.5 Hz, NH), 7.96 (2H, s, NHy),
7.29 (2H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 7.19 (2H, d, J = 8.5 Hz, Ar-H), 3.48-3.42 (2H,
m, CHy), 2.82 (2H, t, J = 7.3 Hz, CHy).

BCNMR (101 MHz, DMSO), & (ppm): 157.0 (t, 2Jcr = 26 Hz), 149.2, 137.3, 130.3,
122.5, 115.0-105.0 (m), 41.2, 33.9.

IR (KBr)/cm™ 3415, 3298, 1687, 1549, 1508, 1375, 1341, 1203, 1143, 957, 885,
841, 721, 554.

HRMS (m/z) [M+H]" obliczone 713.0214, zmierzone 713.0222.
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Amidosiarczan 4-(2-perfluoroundekanoilamino]-etylo}-fenylu 1Vr

Wydajnos¢: 82 %.
Temperatura topnienia: 137-139 °C.

'H NMR

BC NMR

HRMS

(400 MHz, DMSO) , & (ppm): 9.61 (1H, t, J = 5.6 Hz, NH), 7.95 (2H, s, NH,),
7.29 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 7.20 (2H, d, J = 8.6 Hz, Ar-H), 3.45 (2H, q, J =
7.1 Hz, CH,), 2.82 (2H, t,J = 7.4 Hz, CH,).

(101 MHz, DMSO), & (ppm): 157.1 (t, “Jc.r = 25 Hz), 149.2, 137.3, 130.2,
122.5, 115.0-105.0 (m), 41.2, 33.9.

(KBr)/lem™ 3377, 3329, 1689, 1549, 1508, 1374, 1344, 1201, 1145, 956, 887,
837, 722, 555.

(m/z) [M+H]" obliczone 763.0182, zmierzone 763.0191.
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Rozdziatl 13

Opis badan biologicznych

13.1. Procedura izolacji enzymu

Badania aktywnosci biologicznej in vitro otrzymanych inhibitorow przeprowadzono
na sulfatazie steroidowej wyizolowanej z tozyska ludzkiego wedlug nastepujacej procedury:
1. Ludzkie lozysko pozbawiono wszelkich blon, anastgpnie homogenizowano

w zimnym buforze Tris-HCI o pH 7.4, zawierajacym 0.1 % Tritonu X-100 i 0.2 %

NaNs.

2. Homogenat kilkakrotnie zamrazano irozmrazano, a nastgpnie odwirowano przy

100000 g przez 60 min.

3. Supernatant usunig¢to, a procedur¢ zaczynajaca si¢ od homogenizacji powtdrzono
pieciokrotnie.
4. Ostatecznie enzym oczyszczono na drodze trojstopniowej chromatografii

z wykorzystaniem kolumn: DEAE-celuloza, Con A-Sefaroza i Bio-Gel A-1.5 oraz

odpowiednich buforéw.

5. Wszystkie etapy izolacji prowadzono w temperaturze 4 °C.

13.2. Procedura testu aktywnosci inhibicyjnej wobec wyizolowanego
enzymu

Aktywnos$¢ biologiczng inhibitor6w oznaczono poprzez analiz¢ przebiegu reakcji
enzymatycznej z wykorzystaniem siarczanu p-nitrofenylu (NPS). Objetos¢ koncowa
mieszaniny reakcyjnej wynosita 120 uL (pH = 7.25) i zawierata 0.8 umol NPS, 40 pmol
Tris-HCI oraz odpowiednig ilo$¢ enzymu. Po 60 minutach trwania reakcji, do mieszaniny
reakcyjnej dodano 0.5 mL 1 M NaOH. Uwolniony p-nitrofenol oznaczano z wykorzystaniem

spektrofotometru przy dtugosci fali 405 nm.

13.3. Procedura testu 7 wykorzystaniem linii komorkowych

Wszystkie linie komorkowe: MCF-7 (ATCC® HTB-22™), T47D (ATCC ® HTB-
133™), MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) oraz SkBr3 (ATCC® HTB-30™) hodowano
Zz wykorzystaniem pozywki DMEM o wysokiej zawartosci glukozy, zawierajacej 10 %
ptodowej surowicy bydlecej (FBS) iantybiotyki (penicyling w stezeniu 62.6 ug/mL
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I streptomycyne w stezeniu 40 ug/mL), bez dodatku czerwieni fenolowej. Komoérki hodowano
w wilgotnej atmosferze zawierajacej 10 % CO, oraz 90 % powietrza w temperaturze 37 °C.
W celu oznaczenia cytotoksycznosci, komorki w logarytmicznej fazie wzrostu poddawano
dzialaniu wskazanych stezen badanych zwiazkow przez 120 h. Zywotno$é komorek okreslano
przy uzyciu testu MTT. Krzywe dawka-efekt wyznaczano z wykorzystaniem
oprogramowania GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) na
podstawie = dwoch  niezaleznych  eksperymentow  przeprowadzonych  w czterech

powtorzeniach.
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