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Autor rozprawy doktorskiej: Karol Biernacki

Ja, nizej podpisany(a), oswiadczam, iz jestem swiadomy(a), ze zgodnie z przepisem art. 27 ust. 11
2 ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych (t.j. Dz.U. z 2021 poz.
1062), uczelnia moze korzystac z mojej rozprawy doktorskiej zatytutowane;:

Projektowanie, synteza oraz badanie aktywnos$ci biologicznej nowych inhibitoréw sulfatazy
steroidowej (STS) na bazie amidosiarczanowych pochodnych triazoli i oksadiazoli do
prowadzenia badan naukowych lub w celach dydaktycznych.!

Swiadomy(a) odpowiedzialnoéci karnej z tytutu naruszenia przepiséw ustawy z dnia 4 lutego
1994 r. o prawie autorskim i prawach pokrewnych i konsekwengji dyscyplinarnych okreslonych w
ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.2021.478 tj.), a takze odpowiedzialnosci
cywilno-prawnej oswiadczam, ze przedktadana rozprawa doktorska zostata napisana przeze mnie
samodzielnie.

Oséwiadczam, ze tres¢ rozprawy opracowana zostala na podstawie wynikow badan prowadzonych

y y y
pod kierunkiem i w $cistej wspdtpracy z promotorem dr. hab. inz. Sebastianem Demkowiczem
prof. uczelni.

Niniejsza rozprawa doktorska nie byla wczeéniej podstawa zadnej innej urzedowej procedury
zwiazanej z nadaniem stopnia doktora.

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

Potwierdzam zgodnos¢ niniejszej wersji pracy doktorskiej z zalgczong wersjq elektroniczna.

GAANSK, ANIA oo e
Podpis doktoranta

Ja, nizej podpisany(a), wyrazam zgode/mie—wyrazam—zgody* na umieszczenie ww. rozprawy
doktorskiej w wersji elektronicznej w otwartym, cyfrowym repozytorium instytucjonalnym
Politechniki Gdanskiej.

GAANSK, AN oo et
podpis doktoranta

*niepotrzebne usungé

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

2. W przypadku publicznego udostepniania utworéw w taki sposob, aby kazdy mogt mie¢ do nich dostep w miejscu i czasie przez
siebie wybranym korzystanie, o ktérym mowa w ust. 1, jest dozwolone wytgcznie dla ograniczonego kregu oséb uczacych sie,
nauczajgcych lub prowadzgcych badania naukowe, zidentyfikowanych przez podmioty wymienione w ust. 1.
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Streszczenie rozprawy w jezyku polskim: Niniejsza dysertacja dotyczy szeregu badan z
wykorzystaniem technik modelowania molekularnego oraz metod syntezy nowych inhibitoréw
STS opartych o rdzenie pierscieni heterocyklicznych 1,2,3-triazolu oraz 1,2,4-oksadiazolu.
Aktywno$¢ inhibicyjna otrzymanych pochodnych zostata oznaczona w testach in vitro z
wykorzystaniem enzymu wyizolowanym z fozyska ludzkiego oraz znakowanym radioizotopowo
siarczanem estronu, a takze w tescie komdrkowych z wykorzystaniem linii nowotworowej MCF-7
stanowiacej zrodto STS. Zwiazki z serii pochodnych 1,2,3-triazolu, wykazujace najwyzsza
aktywnos¢ biologiczna, zostaty zbadane w testach in vivo w celu oznaczenia aktywnosci
przeciwnowotworowej w mysim modelu raka sutka

Streszczenie rozprawy w jezyku angielskim: This dissertation presents a series of experiments
using molecular modeling techniques and synthesizing methods of new STS inhibitors based on
1,2,3-triazole and 1,2,4-oxadiazole heterocyclic ring. The inhibitory activity of the obtained
derivatives was determined in in vitro tests using an enzyme isolated from human placenta and
with radiolabelled estrone sulfate, and also in a cell test using the MCF-7 tumor line as a source of
STS. The compounds from the series of 1,2,3-triazole derivatives, showing the highest biological
activity, were tested in vivo to determine anti-tumor activity in a mouse breast cancer model
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Wykaz skr6téw i symboli

[PH]-E1S — Znakowany radioizotopowo siarczan estronu

178-HSD — Dehydrogenaza 173-hydroksysteroidowa

ACN — Acetonitryl

Adiol — Androstenediol

Adiol-S — Siarczan androstenodiolu

ALT — Aminotransferaza alaninowa

AST — Aminotransferaza asparaginianowa

CDI — 1,1’-Karbonylodiimidazol

CDK4 — Kinaza zalezna od cyklin 4 (ang. Cyclin-Dependent Kinase /)

CuAAC — Reakcja cykloaddycji azydek-alken katalizowana kationami miedzi (ang. Cu-
Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition)

DASI — Dualne inhibitory aromataza-sulfataza (ang. Dual Aromatase-Sulfatase Inhibi-
tors)

DCC — N,N’-Dicykloheksylokarbodiimid

DCM — Dichlorometan

N,N-DMA - N,N-Dimetyloacetamid

DMF — N,N-Dimetyloformamid

DHEA — Dehydroepiandrosteron

DHEA-S — Siarczan dehydroepiandrosteronu

DBU — 1,8-Diazabicyklo(5.4.0)undek-7-en

E1-S — Siarczan estronu

E2-S — Siarczan estradiolu

EDC — 1-Etylo-3-(3-dimetyloaminopropylo)karbodiimid

ER — Receptor estrogenowy

GnRH — Hormon uwalniajacy gonadotropiny (ang. Gonadotropin-Releasing Hormone)
HCT — Hematokryt

HDBC — Hormonozalezny nowotwoér piersi (ang. Hormone Dependent Breast Cancer)
HDC — Hormonozalezny nowotwér (ang. Hormone Dependent Cancer)

HEDMs — Materialy o wysokiej gestosci energii (ang. High Energy Density Materials)
HER2 — Receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu (ang. Human FEpidermal
Growth Factor Receptor 2)

HGB — Hemoglobina

LnRH — Hormon uwalniajacy hormon luteinizujacy (ang. Luteinizing-Hormone-Releasing
Hormone)
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MTD — Maksymalna Tolerowana Dawka

mTOR — Ssaczy cel rapamycyny (ang. Mammalian Target of Rapamycin Kinase)
OATPs — Polipeptydy transportujace aniony organiczne (ang. Organic Anion Transporting
Polypeptides)

PaAtsA — Arylosulfataza bakterii Pseudomonas aeruginosa

PARP — Polimeraza (poli-ADP) rybozy (ang. Poly (ADP-ribose) polymerase)

RBC — Liczba erytrocytow

SAR — Analiza struktura-aktywnos$é (ang. Structure-Activity Relationship)

SERM — Selektywny modulator receptora estrogenowego (ang. Selective Estrogen Recep-
tor Modulator)

SPF — ,,Wolny od specyficznych patogenéw” (ang. Specific Pathogen Free)

STS — Sulfataza steroidowa

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

WBC — Liczba biatych krwinek

T3P — Bezwodnik kwasu propanofosfonowego

TBAF — Fluorek tetrabutyloamoniowy

TBTU — Tetrafluoroboran 2-(1H-benzotriazo-1-ilo)-1,1,3,3-tetrametylouroniowy
t-BuONO  — Azotyn tert-butylu

TGI — Zahamowanie wzrostu guza (ang. Tumor Growth Inhibition)

TLC — Cienkowarstwowa chromatografia cieczowa (ang. Thin Layer Chromatography)
TMSNj3 — Azydek trimetylosililowy

TV — Objetosé guza (ang. Tumor Volume)
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Streszczenie

Dynamiczny rozwdj oraz nieustannie poszerzajaca sie¢ wiedza na temat budowy i zasad
funkcjonowania ludzkiego organizmu znaczaco zrewolucjonizowaly nauki medyczne, pozwalajac
na skutecznag diagnostyke oraz zwalczanie wielu schorzen. Dzigki temu, osoby cierpiace na nie-
uleczalne, niegdys$ $miertelne schorzenia, dzisiaj maja szanse podjecia efektywnej, nowoczesnej
terapii oraz przezwyciezenia choroby. Niestety, pomimo wielu nowatorskich i przetomowych od-
kryé, ktére doprowadzity do opracowania szeregu nowoczesnych terapii medycznych, niezwykle
skomplikowany i wieloetapowy proces kancerogenezy uniemozliwia opracowanie jednej, uniwer-

salnej metody leczenia choréb nowotworowych.

Wedlug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO), kazdego roku z powodu réznego rodzaju
chorob, schorzen czy nieszczedliwych wypadkéw ginie okoto 55 milionéw osob. Niepodwazalnie
najczestsza przyczyng smierci sa choroby uktadu sercowo-naczyniowego powodujace rocznie zgon
okoto 18 milionéw ludzi (miazdzyca, choroby niedokrwienne serca, choroby wsierdzia, niewydol-
nos¢ serca, nowotwory serca itd.). Choroby nowotworowe powoduja za$ $mier¢ okoto 10 milionéw
0s6b kazdego roku. W $wietle najnowszych badan rak piersi jest najczesciej wystepujacym typem
nowotworu w krajach wysoko rozwinietych wsréd kobiet w okresie post-menopauzalnym. Zgod-
nie z danymi prezentowanymi przez International Agency for Research on Cancer, w 2020 roku
zdiagnozowano ponad 2,26 miliona nowych przypadkéw zachorowan na raka piersi, jak réwniez
odnotowano prawie 700 tys. zgonéw z powodu tej choroby [1]. Wobec powyzszego, opracowa-
nie zupelnie nowych, skutecznych metod terapeutycznych, pozwalajacych na skuteczng walke z

nowotworem, jest jednym z kluczowych wyzwan wspdlczesnej medycyny.

Udowodniono, ze duza liczba nowotworéw w swoim poczatkowym etapie rozwoju wykazuje
charakter hromonozalezny — nowotwor piersi, prostaty, endometrium, jajnikéw (np. ponad 90%
przypadkéw raka piersi wykazuje charakter zalezny od steroidéw [2]). WHO uznaje aktywne
biologicznie hormony (estrogeny i androgeny) za jeden z gtéwnych czynnikéw odpowiedzialnych
za stymulacje proliferacji nowotworéw hormonozaleznych (HDC). Z tego powodu nowoczesne
terapie skierowane przeciwko tym chorobom powinny wykorzystywaé¢ farmaceutyki, ktore sku-
tecznie zmniejszaja dostepnosé hormondéw dla tkanek zmienionych nowotworowo. Dotychczasowe
metody leczenia wykorzystujace gtéwnie chemoterapeutyki, bedace inhibitorami aromatazy lub

selektywnymi modulatorami receptoréw estrogenowych (SERM), czesto zawodza.

Do chwili obecnej zidentyfikowano trzy szlaki enzymatyczne odpowiedzialne za tworzenie
sie aktywnych form estrogenow: szlak kompleksu enzymatycznego aromatazy, dehydrogenazy
17B-hydroksysteroidowej (173-HSD) oraz sulfatazy steroidowej (STS). Co wazne, udowodniono,

iz ilos¢ estronu wytwarzanego z siarczanu estronu poprzez szlak enzymatyczny STS jest dziesie-
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ciokrotnie wyzsza niz z androstendionu (poprzez enzym aromatazy) [3]. Dodatkowo aktywnos$é
STS w tkance raka piersi jest milion razy wyzsza niz aktywno$é aromatazy [4]. Oznacza to,
ze STS staje sie niezwykle waznym, nowym celem molekularnym, ktéry moze przyczynié sie do
opracowania znacznie skuteczniejszej terapii przeciwko HDC i ich profilaktyki. W ciagu ostatnich
kilku lat trwaly intensywne badania nad pozyskaniem nowych, skutecznych inhibitoréw STS.
Niestety, wickszos$¢ substancji wykazujacych wysoki poziom inhibicji enzymu posiadala niepoza-
dane wtadciwosci estrogenowe, ktére w $wietle najnowszych badan stanowia gtéwna przyczyne
progresji HDC i sg powodem negatywnych rezultatéw badan klinicznych. W celu zniwelowania
tych wlasciwosci od kilku lat trwaja prace nad otrzymaniem zwiazkéw, ktére skutecznie nasla-
duja steroidowa budowe naturalnych substratéw STS i jednoczesnie nie wykazuja wilasciwosci

estrogenowych.

W niniejszej pracy przedstawilem szereg badan obejmujacych projektowanie (z wykorzy-
staniem technik modelowania molekularnego) oraz synteze nowych inhibitoréw STS opartych o
rdzenie pierscieni heterocyklicznych 1,2,3-triazolu oraz 1,2,4-oksadiazolu. Aktywnosé inhibicyjna
otrzymanych pochodnych oznaczylem w testach in vitro postugujac sie enzymem wyizolowanym
z tozyska ludzkiego oraz znakowanym radioizotopowo siarczanem estronu, a takze w tescie ko-
mérkowych z wykorzystaniem linii nowotworowej MCF-7 stanowiacej zrédto STS. Zwiazki z
serii pochodnych 1,2 3-triazolu wykazujace najwyzsza aktywnos¢ biologiczna, zostalty zbadane
w testach in vivo w celu oznaczenia aktywnosci przeciwnowotworowej w mysim modelu raka

sutka.

Wyniki przeprowadzonych badan udowodnily wysoki potencjal inhibicyjny wszystkich
otrzymanych pochodnych. Sposréd serii amidosiarczanowych pochodnych triazoli, pochodne I-V
osiagnely wartoéci parametru I1Cs9 w tescie komorkowym na poziomie nanomolowym. Amido-
siarczan 4-(1-(3,5-difluorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu wykazal najwiekszy potencjal, dla
ktérego wartos¢ parametru ICsg wyniosta 0,21 nM, charakteryzujac sie jednoczes$nie pieciokrot-
nie wyzsza aktywnoscig od zwigzku referencyjnego — Irosustatu. Otrzymane wyniki przeprowa-
dzonych badan in vivo pieciu wyselekcjonowanych zwiazkéw charakteryzujacych sie najwyzszym
potencjalem inhibicyjnym (I-V) potwierdzily, iz zsyntetyzowane inhibitory sa zdolne do skutecz-
nego zahamowania aktywnosci STS w tkankach nowotworu, wykazujac jednoczesnie brak niepo-
zadanych skutkéw ubocznych w dawce 50 mg/kg masy ciata. Skutkiem tego w przeprowadzonych
badaniach na zwierzetach uzyskano efekt terapeutyczny w postaci zahamowania wzrostu guza o
51% dla pochodnej amidosiarczanu 4-(1-(3,5-dichlorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu (V).

W ramach przeprowadzonych badan biologicznych in wvitro amidosiarczanowych pochod-
nych 1,2,4-oksadiazolu ustalono, iz wszystkie zaprojektowane zwiazki charakteryzowaly sie bar-

dzo wysokim potencjatem inhibicyjnym. Amidosiarczan 4-(5-(4-(2-(3- fluorofenylo)acetamido)fe-
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nylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu wykazal najwyzsza aktywno$é w tescie komérkowym, osiaga-
jac warto$é¢ parametru ICsg na poziomie 1,10 nM (wartosé 1Cs¢ Irosustatu w tym samym tescie

wyniosta 1,14 nM).

W niniejszej dysertacji opisalem réwniez szereg eksperymentéw syntetycznych procesu
optymalizacji otrzymywania pochodnych azydobenzenu z odpowiedniej pochodnej soli diazonio-
wej, syntetyzowanej in situ z analogoéw aniliny z uzyciem azotynu tert-butylu. Ponadto, przed-
stawilem udoskonalong metode syntezy pochodnych N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamiddw

z odpowiedniej pochodnej benzonitrylu w reakcji kondensacji z hydroksyloaming,.

Przedstawiona praca zawiera rowniez studium literaturowe dotyczace historii HDC, a takze
podrozdzialy poswiecone STS, jej roli w organizmie zywym oraz o postepach w rozwoju nowych
inhibitoréw tego enzymu. Ponadto, zaprezentowany zostal krétki przeglad literaturowy doty-

czacy pochodnych 1,2,4-oksadiazolu oraz 1,2,3-triazolu.
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Abstract

The forceful development and constantly expanding knowledge about structure of the hu-
man body and its functioning, significantly revolutionized medical sciences allowing for effective
diagnostic and to fight many diseases. For that reason, people suffering from incurable, formerly
fatal diseases today have a chance to undertake effective, modern therapy and overcome ill-
ness. Regrettably, despite many breakthrough discoveries that have led to the development of
a number of innovative medical therapies, the extremely complicated and multistage process of

carcinogenesis, prevents the development of one unique cancer treatment method.

According to the World Health Organization (WHO), nearly 55 milion people die every
year due to vaiorus diseases, illinesses or accidents. Undeniably, the most common cause of death
are cardiovascular diseases, causing death of roughly 18 milion people annually (atherosclerosis,
ischemic heart disease, endocardial disease, heart failure, heart cancer, etc.). Cancer account for
the death of about 10 milion peaple each year. According to the recent research, breast cancer
is the most common type of tumor in post-menopauzal women in highly-developed countries.
Based on the data presented by the International Agency for Research on Cancer, in 2020 over
2.26 milion new breast cancer cases were diagnosed, as well ass nearly 700 thousands deaths due
to this disease [1]. In view of the above, development of completely new, effective therapeutic
methods, allowing for an effective fight against cancer, is one of the main challenges of modern

medicine.

It has been proven that some of all tumors in their early stages of growth are hormone-
dependent — breast, prostate and ovaries cancer, and endometrium (eg. over 90% of breast cancer
cases are hormone-dependent [2]). WHO considers biologically active hormones (estrogens and
androgens) to be one of the main factors responsible for the stiumaltion of hormone-dependent
cancer (HDC) tissue growth. Consequently, modern therapies against these diseases should use
pharmaceuticals, which effectively reduce the availability of hormones for neoplastic tissues.
Nowadays, therapies using chemotherapeutic agents that are aromatase inhibitors or selective

estrogen receptor modulators, often fail.

Three enzymatic pathways responsible for the formation of active forms of estrogens have
been identified so far: the aromatase enzyme complex, 173-hydroxysteroid dehydrogenase (173-
HSD) and steroid sulfatase (STS) pathway. Importantly, it has been proven that the amount of
estrone produced from estrone sulfate via the STS enzymatic pathway is ten times higher than
that from androstenedione (via the enzyme aromatase) [3]. Additionally, the activity of STS
in breast cancer tissue is one million times higher than that of aromatase [4]. This means that

STS is becoming an extremely attractive, new molecular target that could contribute to the
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development of a much more effective therapy against HDC and their prevention. In the last few
years, intensive research was carried out to obtain new, effective STS inhibitors. Unfortunately,
most of the substances showing a high level of enzyme inhibition had undesirable estrogenic
properties, which, in the light of the latest research, are the main cause of HDC progression and
are the reason for the negative results of clinical trials. In order to eliminate these properties,
work has been underway for several years to obtain compounds that effectively mimic the steroid

structure of natural STS substrates and, at the same time, do not show estrogenic properties.

Herein, I have presented a series of experiments (using molecular modeling techniques)
and synthesizing methods of new STS inhibitors based on 1,2,3-triazole and 1,2,4-oxadiazole
heterocyclic ring. The inhibitory activity of the obtained derivatives was determined in in vitro
tests using an enzyme isolated from human placenta and with radiolabelled estrone sulfate, and
also in a cell test using the MCF-7 tumor line as a source of STS. The compounds from the
series of 1,2,3-triazole derivatives, showing the highest biological activity, were tested in vivo to

determine anti-tumor activity in a mouse breast cancer model.

Outcomes from conducted research showed the high inhibitory potential of all obtained
derivatives. Amongst the series of triazole sulfamate derivatives, I-V analogues achieved the
IC5¢ value in cellular test at the nanomolar level. 4-(1-(3,5-Difluorophenyl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)phenyl sulfamate showed the greatest potential, having the ICsy value of 0.21 nM, while being
five times more active than the reference — Irosustat. The obtained in vivo results of five selected
compounds with the highest inhibitory potential (I-V) proved, that the synthesized inhibitors
are capable of effective inhibition of STS activity in tumor tissues without causing side effects
in the dose of 50 mg/kg body weight. As a result, the therapeutic effect was achieved in animal
studies in the form of tumor growth inhibition by 51% for the 4-(1-(3,5-dichlorophenyl)-1H-
1,2,3-triazol-4-yl)phenyl sulfamate (V).

As part of the in vitro evaluation of 1,2,4-oxadiazole sulfamate derivatives, it was found
that all designed compounds featured by high inhibitory potential. 4-(5-(4-(2-(3-Fluorophenyl)a-
cetamido)phenyl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl)phenyl sulfamate showed the highest activity in the cel-
lular test, reaching the IC5¢ value of 1.10 nM (The IC5g value for Irosustat was 1.14 nM in the

same assay).

In this dissertation I've described a series of synthetic experiments — optimizing process of
azidobenzene preparation from a suitable diazonium salt derivative, obtained in situ from aniline
analogues using tert-butyl nitrite. Moreover, I have presented an improved method for the syn-
thesis of N’-hydroxybenzenecarboximidamide derivatives from the corresponding benzonitrile

derivative by a condensation reaction with hydroxylamine.

In addition, the presented work also includes literature study on the history of HDC, as
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well as subsections on STS, its role in the living organism, and scientific advances regarding
its inhibitors. In addition, a short literature review of the 1,2,4-oxadiazole and 1,2,3-triazole

derivatives was presented.
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1.1 Wstep

Wedltug szacunkéw WHO w roku 2020 przedwczesnie zycie stracito prawie 56 milionow
0s6b. Przyczynag ponad 60% wszystkich zgonéw byly choroby niezakaZne, okolo 28% choroby
zakazne, $miertelne schorzenia cigz, noworodkéw oraz choroby zywieniowe, a nieco ponad 10%
urazy i wypadki. Wedlug statystyk, za najwyzsza liczbe zgonéw odpowiedzialne sg choroby
uktadu krazenia. W ciagu ostatnich kilku lat, z nieznacznie malejaca tendencja, miazdzyca,
choroby wsierdzia, zawal serca oraz jego niewydolnoéé, zatory naczyn krwionosnych oraz udary
powodowaly $mier¢ okoto 18 milionéw ludzi rocznie, stanowigc prawie 25% wszystkich zgonéw. Z
drugiej za$ strony, w roku 2020 choroby nowotworowe spowodowaly $mier¢ prawie 10 milionéw
0s6b, lokujac sie tym samym na drugim miejscu w tej niechlubnej klasyfikacji [5]. Przyczyny

Smierci w 2020 roku zestawitlem w postaci wykresu na Rysunku 1.1.
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Rysunek 1.1: Przyczyny Smierci w 2020 roku

Jak sie okazuje, choroby niezakazne dominuja nie tylko w danych statystycznych dotycza-
cych émiertelnosci na poziomie globalnym, ale takze sa odpowiedzialne za wigkszos$¢ zgondéw w
krajach wysoko rozwinietych. Smieré¢ osé6b spowodowana chorobami zakaznymi, niedozywieniem,
zgonami noworodkéw oraz matek w czasie porodowym i poporodowym sa powszechne — aczkol-
wiek w niektérych panstwach dominujace. W krajach Trzeciego Swiata, np. w Kenii, gléwna

przyczyna zgonéw sg choroby biegunkowe, za§ w Afryce Poludniowej oraz Botswanie to wirus
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HIV odpowiada za wigkszo$¢ spowodowanych $mierci. Dane statystyczne wskazuja, iz w krajach

o wysokim poziomie dochodowym, tego typu schorzenia maja niski odsetek $miertelnosci [6].

Wedhug WHO, dotychczasowo scharakteryzowano okoto 13 000 réznych choréb oraz scho-
rzen zdrowotnych, z ktérych choroby zakazne stanowia najliczniejsza grupe. Najbardziej rozpo-

wszechnionymi sa:

1. Wirusowe zapalenie watroby typu A, B oraz C, wywolane przez wirusa z rodziny Hepatitis,
liczace obecnie okoto 600 milionéw przypadkéw, powodujace $mieré okoto miliona oséb
kazdego roku [7, 8],

2. Denga, wywotana przez wirusa Denga Virus, liczaca okoto 400 milionéw przypadkéw kaz-

dego roku, doprowadzajaca do $mierci okoto 40 tysiecy oséb rocznie [6],

3. Malaria, ktéra wywolywana jest przez pasozyta z rodziny Plasmodium, z roczna ilodcia

zachorowan liczaca okolo 250 milionéw oraz okolo 700 tysiecy zgondéw [9],

4. Choroby biegunkowe, spowodowane najczesciej infekcjami pasozytniczymi, wirusowymi
oraz bakteryjnymi drég pokarmowych, z czestotliwoscia wystepowania okoto 2,5 miliarda

kazdego roku, powodujace Smier¢ okolo 1,6 miliona 0séb rocznie [10].

Wszystkie, wyzej wymienione choroby zakazne, wystepujag gtéwnie w krajach tropikalnych
oraz sub-tropikalnych, dotykajac w znacznej wickszosci dzieci, szczegdlnie ponizej 5 roku zycia.
Powodem tak ogromnej ilosci zachorowan jest w duzej mierze stabo rozwinieta profilaktyka

zdrowotna oraz niedobér urzadzen higieniczno-sanitarnych.
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1.2 Choroby nowotworowe

W $wietle najnowszych danych opublikowanych przez International Agency for Research
on Cancer, w 2020 roku choroby nowotworowe spowodowaly $mier¢ blisko 10 milionéw osob.
Prawie potowa wszystkich zgonow dotyczy oséb, ktére osiagnety 70 lat lub wiecej. W czasach
starzejacego sie spoteczenstwa, w szczegolnoséci w krajach wysoko rozwinietych, oraz nieustannie
rosnacej populacji, ilo§é zachorowan na choroby nowotworowe oraz zgondéw z nimi zwigzanych
bedzie wzrastala. W ciagu ostatnich trzydziestu lat ich ilo$é¢ wzrosta prawie o 70%. Niemniej
jednak, analiza statystyczna pokazuje, iz odsetek ludzi, ktérych émieré spowodowana byta zmia-

nami nowotworowymi, powoli maleje [6].

Pozostate
42 9%

Przetyk
3,1%

Szyjka macicy
3,1%

Watroba
4,7%

Piersi
11,7%

Zotadek
5,6%
Prostata
7,3% Jelito grube
10%

Suma: 19 292 789 przypadkow

Phuca
11,4%

Rysunek 1.2: Zachorowalno$¢ na choroby nowotworowe w 2020 roku — dane dotycza skali §wiatowej,
0s6b w kazdym wieku i obu ptci

Jak podaja dane statystyczne, nowotwoér piersi jest najczedciej wystepujacym typem no-
wotworu, ktéry stanowi az 11,7% wszystkich przypadkéw (okoto 2,3 miliona oséb). Kolejno, naj-
czedciej wystepujacymi miejscami pojawiania sie zmian nowotworowych sa pluca, jelito grube

oraz prostata (Rysunek 1.2).

Liczba zgonéw spowodowana nowotworem piersi wyniosta 690 tysiecy w roku 2020, przy
wspoélezynniku $miertelnodci na poziomie okoto 30,3% (Rysunek 1.3). Niemniej jednak, naj-
wyzszym wspotczynnikiem $miertelnosci charakteryzuje sie nowotwor trzustki, osiagajac wartosé
az 94%. Zmiany nowotworowe watroby, miedzyblonka, centralnego ukladu nerwowego oraz ptuc
wykazuja réwnie zle rokowania (odpowiednio 92, 90, 85, 82 oraz 81%). Powodem tak wysokich
wspotczynnikow Smiertelnosci sg komplikacje spowodowane leczeniem oraz zlodliwoscia tych no-

wotwordw.
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Prostata Pozostate

3,8% 35,6%
Trzustka

4,7%

Przetyk
5,8%

Piersi
6,9%

Zotadek

thr(?ba Jelito grube
8,3% 9,4%

Suma: 9 958 133 zgonéw

Rysunek 1.3: Zgony spowodowane chorobami nowotworowymi w 2020 roku — dane dotycza skali

$wiatowej, os6b w kazdym wieku i obu plci

Choroby nowotworowe mozemy podzieli¢ na kilka grup. Jedna z nich sa nowotwory hor-

monozalezne (HDC). Jest to grupa guzéw, ktérych rozwdj jest silnie uzalezniony od obecnosci

steroidow — glownie estrogenéw oraz androgenéw. Dalsza cze$é niniejszej dysertacji bedzie sku-

piaé¢ sie na tym typie chor6b nowotworowych, jako iz ich rozwdj jest $cisle zwiazany z funkcja

biologiczng STS — enzymu bedacego gtéwnym przedmiotem prowadzonych przez mnie badan.
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1.3 Nowotwory hormonozalezne

Nowotwory hormonozalezne to typ tkanek zmienionych nowotworowo, ktérych wzrost i/lub
przetrwanie silnie zalezy od obecno$ci hormonéw ptciowych. Okoto 60 lat temu zaobserwowano,
iz podanie testosteronu lub jego kongeneru pacjentom, u ktérych zdiagnozowano raka prostaty,
powodowalo znaczny wzrost aktywnodci tkanki nowotworowej. Z drugiej za$ strony, kiedy ogra-
niczono dostep hormonu komérkom nowotworowym zauwazono znaczacy regres — nowotwor nie

przetrwal [11].

Niemniej jednak, pierwsze doniesienia literaturowe na temat HDC siggaja znacznie wcze-
sniej. W roku 1896 dokonano fundamentalnego odkrycia. Ot6z dr George Thomas Beatson
spostrzegl, iz calkowite usuniecie jajnikéw u kobiet ze zdiagnozowanym nowotworem piersi,
powodowalo silng regresje raka. W ramach prowadzonych przez niego badan okazalo sie, iz
wiekszo$¢ pacjentek uzyskalo pozytywny efekt terapii dzieki owariektomii [12]. Odkrycie to bylo
poczatkiem terapii hormonalnej. Historia HDC jest bardzo dtuga oraz niesamowicie obszerna w

material literaturowy, pojawiajacy sie od ponad 130 lat. Do dzi§ wyrdznia sie kilka typéw HDC:

1. Rak piersi, ktory jest najbardziej rozpowszechnionym typem nowotworu, najczeéciej wy-
kazuje silng zaleznosé hormonalna stymulujaca jego rozwdj oraz przetrwanie. Gléwnie
estrogen oraz progesteron odpowiadaja za przyrost tkanki piersi zmienionej nowotworowo
[13].

2. Rak prostaty, ktérego rozwdj czesto zalezy od stezenia androgendéw, np. testosteronu i jego

pochodnych.

3. Rak jajnikéw (charakteryzujacy sie nadekspresja receptoréw estrogenowych) moze by¢é

stymulowany przez obecnosé estrogenu a takze estradiolu.

4. Nowotwor macicy lub blony §luzowej macicy (endometrioza) sa ekstremalnie wrazliwe na
obecnosé zenskich hormonéw piciowych — estrogenu oraz progesteronu. Nalezy podkreslié,
iz obecnos¢ tego pierwszego powoduje silny rozwdj tkanki nowotworowej, zas ten ostatni
jest odpowiedzialny za silng inhibicje wzrostu raka oraz powoduje naturalne réznicowanie
si¢ komorek nabltonka. Oznacza to, iz kobiety, u ktérych wystepuje owulacja (w skutek
ktorej produkowany jest progesteron) maja niska szanse zachorowalnosci na ten typ no-

wotworu [14].
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1.3.1 Metody leczenia HDC

W ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat medycyna poczynita ogromne postepy w leczeniu
oraz profilaktyce HDC. Oprécz tradycyjnych metod leczenia obejmujacych metody chirurgiczne
oraz chemoterapie substancjami cytostatycznymi, obecnie opracowano szereg innych, niebeda-
cych tak inwazyjnymi i wyniszczajacymi organizm. Najwazniejsza z nich jest bezspornie terapia
hormonalna. Obecnie na rynku farmaceutycznym dostepnych jest kilkanascie substancji lecz-
niczych, ktérych stosowanie prowadzi do obnizenia stezenia estrogenéw i androgenéw we krwi
obwodowej w takim stopniu, aby uniemozliwi¢ dalszy rozwdj oraz przetrwanie rozwijajacego sie
nowotworu. Pomimo wspodlnego celu chemoterapeutykéw w leczeniu HDC, mechanizm ich dzia-
tania znaczaco si¢ rozni. W leczeniu nowotworu prostaty obecnie stosowane sa migdzy innymi

nastepujace substancje:

1. Finasteryd oraz Dutasteryd — substancje bedace inhibitorami 5o-reduktazy [15, 16].

2. Leuprorelina i Degareliks — zwiazki chemiczne bedace agonistami oraz antagonistami
GnRH (ang. gonadotropin-releasing hormone, hormon uwalniajacy gonadotropiny) i LHRH
(ang. luteinizing-hormone-releasing hormone, hormon uwalniajacy hormon luteinizujacy)

17, 18).

3. Bikatulamid, Enzatulamid oraz Apalutamid - substancje stosowane jako zwiazki

antagonistyczne receptora androgenowego [19, 20].

W przypadku wystapienia opornosci nowotworu na ww. substancje lecznicze, pacjen-
tom podawane sg najczeSciej substancje immunoterapeutyczne lub zwiazki cytostatyczne —
Sipuleucel-T, Kabazytaksel czy Paklitaksel [21-23]. Struktury niektérych zwiazkéw przed-

stawilem na Rysunku 1.4.

Obecnie hormonozalezny nowotwor piersi (HDBC) jest jednym z najczesciej wystepuja-
cych zmian nowotworowych na calym $wiecie (szczegdlnie u kobiet). Ponadto szacuje sie, iz
rozwdj okoto 70-90% wszystkich przypadkéw zachorowan na ten typ nowotworu charakteryzuje
sie silng zaleznoScia hormonalna, w szczegdlnosci we wezesnych etapach choroby [2]. Do dzi$ naj-
popularniejsza metoda leczenia nowotworu piersi jest terapia hormonalna, w ktérej najczesciej
stosowang substancja aktywna jest Tamoksyfen, stosowany od lat 70-tych ubiegtego wieku,
bedacy antagonista receptora estrogenowego (ER) [24]. Ponadto, do stosowanych modulatoréw

ER drugiej generacji zaliczamy: Raloksyfen, Toremifen oraz Fulwestrant [25-27].

Innym, niezwykle istotnym celem molekularnym w leczeniu HDBC, jest kompleks aroma-

tazy (syntetazy estrogenowej), ktérego rola biologiczna polega na aromatyzowaniu piercienia
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androgenéw, powodujac powstawanie estradiolu oraz estronu [28]. Obecnie na rynku dostepnych
jest kilka inhibitoréw tego enzymu. Do najczesciej stosowanych naleza: Anastrozol, Ekseme-

stan oraz Letrozol [29, 30].

Ponadto, do innych stosowanych w praktyce klinicznej zwiazkéw mozemy zaliczyé sub-
stancje, bedace inhibitorami HER2 (ang. Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) — Tra-
stuzumab emtanzyna [31, 32], CDK4/6 (ang. Cyclin-Dependent Kinase) — Palbocyklib,
Rybocyklib oraz Abemacyklib [33-39], mTOR (ang. Mammalian Target of Rapamycin Ki-
nase) — Ewerolimus [40, 41], a takze PARP (ang. Poly (ADP Ribose) Polymerase) — Olapa-

N

=
e
O
O\\ F
S\@%N F
ot
F

Bikalutamid

Kabazytaksel

Rysunek 1.4: Substancje biologicznie aktywne stosowane w terapii hormonalnej nowotworu gruczotu
krokowego
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Rysunek 1.5: Substancje dostepne na rynku farmaceutycznym, stosowane w leczeniu HDBC

rib [42-45]. Struktury chemiczne wybranych zwiazkéw, stosowanych w leczeniu HDBC, zostaly

przedstawione na Rysunku 1.5.

Pomimo tak szerokiej dostepnosci wielu farmaceutykéw stosowanych w leczeniu HDC, na-
ukowcy jak i lekarze do dzi§ borykaja sie z wieloma ograniczeniami wykorzystywanych obecnie
terapii. Dlugotrwale stosowanie preparatéw zawierajacych substancje aktywne zaburzajace go-
spodarke hormonalng m.in. Anastrozol, Letrozol, Eksemestan, Fulwestrant czy Tamok-
syfen, moze prowadzi¢ do powaznych skutkéw ubocznych, takich jak: zakrzepy krwi, udary,
za¢ma, utrata masy kostnej, wahania nastroju, ataki migreny, problemy z oddychaniem, ude-
rzenia goraca, depresja, ryzyko niewydolnosci i zawalu serca, utrata libido i wysokie prawdo-
podobienstwo nawrotu nowotworu lub nawet utworzenia sie nowych — endometrium lub macicy
[27, 46-49]. Ponadto, w ramach prowadzonych badan naukowych udowodniono, iz dlugotrwale

stosowanie ww. substancji aktywnych prowadzi do powstawania mutacji, ktérych efektem jest
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pojawianie sie opornosci na terapie hormonalna, wynikajacej z rekompensacji ilosci estrogenéw
oraz androgenéw we krwi obwodowej. Z tego tez powodu, kazdego dnia naukowcy staraja sie
udoskonalié¢ juz istniejace metody lub tez pracuja nad catkowicie nieznanymi, nowatorskimi spo-
sobami leczenia, w celu zniwelowania niepozadanych skutkéw ubocznych oraz zminimalizowania

ryzyka nawrotu nowotworéw.
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1.4 Hormony plciowe

1.4.1 Rola hormonéw w organizmie cztowieka

Hormony naleza do grupy zwiazkéw sygnalizacyjnych, ktére odpowiadaja za zachowanie
oraz regulacje proceséw fizjologicznych w organizmie. U ludzi zidentyfikowano co najmniej 45
réznych hormonéw, odpowiadajacych za utrzymanie homeostazy, ktérych role do dzis§ nie zo-
staly w pelni poznane, a wiedza na ich temat poszerza sie nieustannie [50]. Jedna z istotnych
grup hormonéw sg hormony plciowe, do ktérych nalezg estron, estradiol, estriol oraz progeste-
ron (zenskie hormony plciowe, estrogeny), a takze testosteron i androsteron (meskie hormony
plciowe, androgeny). Hormony te pelnia fundamentalng role w prawidlowym funkcjonowaniu
organizmu, odpowiadajac miedzy innymi za szybkosé przemiany metabolicznej, budowe pierw-
szo 1 drugorzedowych cech plciowych (u kobiet jak i u mezczyzn te funkcje pelnia zaréwno
estrogeny oraz androgeny), a takze biora udzial w biosyntezie biatek, lipidéw i prawidlowym
utrzymaniu gospodarki mineralnej. Estrogeny (bedace wazodylatorami) pelnia istotna role we
witasciwym funkcjonowaniu ukladu sercowo-naczyniowego oraz zmniejszaja aktywacje ptytek
krwi. Estradiol ma znaczacy wplyw na poprawne funkcjonowanie osteoklastéw i osteoblastéw
oraz regulacje masy ciala (silnie redukuje tkanke tluszczowa). Estrogeny odpowiadaja réwniez
za poprawna czynno$é¢ ukladu nerwowego (biora udzial w biosyntezie przekaznikéw steroido-
wych). Androgeny za$, wplywaja na funkcjonowanie uktadu kostnego, nerwowego, mie$niowego,
krwiotwérczego oraz sercowo-naczyniowego, a takze reguluja prace prostaty oraz procesu sper-

matogenezy [51].

Niestety, ww. hormony plciowe sg rowniez odpowiedzialne za rozwdj, wzmozong prolifera-

cje oraz przetrwanie HDC (prostaty, endometrium, macicy, a w szczegdlnosci piersi) [52].

1.4.2 Szlak biosyntezy hormonéw piciowych

Steroidogeneza u czlowieka obejmuje procesy, w ktérych siarczany steroidéw (np. siar-
czan estronu (E1-S), siarczan androstenodiolu (Adiol-S) czy siarczan dehydroepiandrosteronu
(DHEA-S)) uwazane sa za kluczowe czynniki endokrynologiczne odpowiedzialne za progresje
HDC. Dotychczas zidentyfikowano trzy szlaki enzymatyczne odpowiedzialne za powstawanie ak-
tywnych form estrogenowych: kompleksu aromatazy, dehydrogenazy 17(3-hydroksysteroidowe;
oraz szlak STS. Prekursory steroidéw takie jak DHEA-S oraz Adiol-S sg biosyntetyzowane w
nadnerczach z cholesterolu. Obecnoé¢ grupy siarczanowej w formie soli znaczaco zwigksza ich
rozpuszczalnosé¢ we krwi obwodowej, umozliwiajac latwy transport. Po dotarciu do komoérek

tkanki obwodowej, siarczany steroidéw sa transportowane do komoérek przez OATPs. W tym
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Rysunek 1.6: Szlak biosyntezy steroidéw — androgenéw oraz estrogendéw
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wlasnie miejscu kluczowa role odgrywa STS, powodujac hydrolize siarczanéw steroidéw (Adiol-
S i DHEA-S, ktére sa produkowane przez kore nadnerczy w najwiekszych ilogciach) umozliwiajac
tym samym powstawanie ich biologicznie czynnych form (dehydroepiandrosteronu — DHEA, an-
drostenediolu — Adiol), ktére moga by¢ w dalszej kolejnosci metabolizowane do steroidéw, wyka-
zujacych silniejsze wladciwosci estrogenowe (tj. estronu, estradiolu oraz testosteronu). Ponadto,
siarczanowe formy estronu (E1-S) oraz estradiolu (E2-S) biosyntetyzowane sa np. w jajnikach
czy tkance tluszczowej, stanowiac dodatkowy rezerwuar prekursoréw steroidéw, przeksztalca-
nych do aktywnych form poprzez szlak STS [53, 54| (szczegély, Rysunek 1.6). Nalezy pod-
kresli¢, ze wylacznie STS jest odpowiedzialna za hydrolize E1-S oraz DHEA-S [55]. Fakt ten w
sposob jednoznaczny dowodzi, iz enzym ten pelni kluczowa role w regulacji biosyntezy hormo-
néw plciowych, a jego zahamowanie funkcji biologicznej, powinno przynie$é¢ znaczace korzysci

terapeutyczne.
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1.5 Sulfataza steroidowa

Sulfataza steroidowa jest enzymem odpowiedzialnym za hydrolize siarczanéw steroidéw do
ich biologicznie aktywnych form. W zwiazku z tym, jest odpowiedzialna za indukowanie proli-
feracji HDC. STS jest szeroko rozpowszechniona w ciele cztowieka, a zaburzenia jej dystrybucji
prowadza do wielu zmian patologicznych, w tym nowotworéw oraz schorzen o podlozu gineko-
logicznym [54]. Mutacje genetyczne, powodujace inaktywacje genu kodujacego enzym STS lub
jego zmiane prowadzaca do ekspresji katalitycznie nieaktywnej sulfatazy, powodujg chorobe tzw.

rybiej tuski X-chromosomalnej [56-59].

Istotny jest rowniez fakt, iz stezenie STS w komoérkach nowotworowych jest znacznie wyz-
sze, niz w ich odpowiednikach niezmienionych nowotworowo, powodujac tym samym nasilenie
enzymatycznej reakcji hydrolizy siarczanéw steroidéw w tkance raka. Ponadto, aktywnosé¢ tego

enzymu w komérkach HDC jest milion razy wyzsza niz aromatazy [3, 4].

1.5.1 Budowa enzymu STS

STS jest glikozylowanym biatkiem zwigzanym
z blonami retikulum endoplazmatycznego, zbudowa-
nym z 583 aminokwaséw przypominajacym ksztalt
sgrzyba” (Rysunek 1.7). Centrum aktywne STS
sktada sie z dziewieciu katalitycznie istotnych amino-
kwaséw, ktore odgrywaja znaczaca role w przebiegu
reakcji enzymatycznej: Asp35, Asp36, Arg79, Lys134,
His136, His290, Asp342, Gly343 i Lys368. Dodatkowo,
reszty aminokwasowe takie jak: Leu74, Arg98, Thr99,
Vall01, Leul03, Leul67, Vall77, Phel78, Thrl80,
Gly181, Thr484 oraz Phed88 biora udzial w rozpo-

znawaniu naturalnego substratu STS, np. E1-S, w wy-

niku szeregu oddzialywan elektrostatycznych w szcze-  Rysunek 1.7: Struktura przestrzenna
STS wraz z zadokowanym naturalnym
substratem E1-S (oznaczony kolorem
sem znajdujacym sie w centrum aktywnym enzymu jest czarnym) oraz z wyréznionymi,
katalitycznie istotnymi aminokwasami

gblnosci hydrofobowych. Najistotniejszym aminokwa-

formyloglicyna (fGly75), ktéra odpowiedzialna jest za
prawidlowy przebieg enzymatycznej reakcji hydrolizy siarczanowych prekursoréw steroidéw. W
formie spoczynkowej enzymu, fGly75 wystepuje w postaci siarczanu swej gem-diolowej formy,

koordynowanej przez kation wapnia.
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1.5.2 Mechanizm dzialania STS

Ze wzgledu na podobienstwo budowy centrum aktywnego STS do enzymoéw wystepujacych
u czlowieka, ktorych mechanizm reakcji enzymatycznych jest analogiczny i obecnie jest dobrze
znany (arylosulfatazy A oraz B) [60], pogladowy przebieg reakcji mozna przedstawié¢ nastepujaco
(Rysunek 1.8):

OH

NH OH

O
Sciezka B o { OH - HSO,
L O
NH

/,
oL o
W\
o)

\
H

Rysunek 1.8: Proponowany mechanizm reakcji enzymatycznej STS

W pierwszym etapie nastepuje atak nukleofilowy grupy hydroksylowej gem-diolowej formy
fGly75 na atom siarki ugrupowania siarczanowego substratu STS (np. E1-S), czego wynikiem jest
utworzenie siarczanu formyloglicyny oraz aktywnego biologicznie steroidu (E1). W nastepnym
etapie ma miejsce odtworzenie gem-diolowej formy fGly75. Sciezka pierwsza (A, Rysunek 1.8)
zaklada odejscie anionu wodorosiarczanowego oraz utworzenie formyloglicyny, ktéra nastepnie
pod wplywem czasteczki wody, przeksztalcana jest do swojej gem-diolowej formy. Sciezka druga
(B, Rysunek 1.8) zaklada bezposredni atak nukleofilowy czasteczki wody na atom siarki siar-

czanowej formy fGly75, w wyniku czego odtworzona zostaje jej gem-diolowa forma.

1.5.3 Mechanizm dezaktywacji funkcji biologicznej STS

Obecnie zaklada sie, iz zahamowanie aktywnosci biologicznej STS spowodowane jest prze-
niesieniem grupy sulfamoilowej w centrum aktywnym enzymu na fGly75. Niestety, doktadny
mechanizm inhibicji STS do dnia dzisiejszego nie zostal poznany i jednoznacznie udowodniony.

Niemniej jednak, w ciggu ostatnich kilkunastu lat zostal poczyniony ogromny postep w moleku-
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larnym zrozumieniu hamowania aktywnosci tego biatka. Jak sie okazuje, prace eksperymentalne z
ludzkim enzymem sulfatazy sg utrudnione z technicznych wzgledéw — STS jest zwiazana z btona
retikulum endoplazmatycznego oraz moze by¢ heterogenicznie glikozylowana, co powoduje trud-
noéci w krystalizacji enzymu po jego dezaktywacji. W zwiazku z powyzszym, dotychczasowe
badania mechanizmu reakcji enzymatycznej opieraly si¢ gltéwnie na wykorzystaniu arylosul-
fatazy bakterii Pseudomonas aeruginosa (PaAtsA), ktora pelni analogiczna funkcje jak STS
[61]. Otrzymane wyniki dostarczyly cennych informacji na temat dezaktywacji STS przy uzyciu
zwiazkéw zawierajacych grupe amidosiarczanowa, m.in. Irosustatu [62]. Przeprowadzone ba-
dania wskazaly na nieodwracalny, zalezny od czasu oraz stezenia mechanizm inhibicji STS. Jak
sie okazuje, zahamowanie aktywnosci biologicznej enzymu zwiazane jest z rozerwaniem wigzania
ArO-8S, zachodzacym w obecnosci fGly75, z réwnoczesnym ,multi-sulfamoilowaniem” STS (ste-
chiometrycznie od 3 do 6 ugrupowan amidosiarczanowych na jeden enzym). Zjawisko to zostalo
szczegoltowo wyjasnione w pracy naukowej Williams’a i wspélpracownikéw z 2014 roku, w ktérej
autorzy opisuja zjawisko odwracalnego amidosiarczanowania funkcji aminowych aminokwasow

(lizyny oraz histydyny) obecnych w centrum aktywnym STS [63].

W roku 2019 prof. Barry Potter, bedacy autorem pionierskich prac poswieconych pro-
jektowaniu efektywnych inhibitoréw STS, zaproponowatl alternatywny, choé¢ nadal dyskusyjny
mechanizm reakcji [64]. Dzieki wykorzystaniu metody wiszacej kropli, autorzy z powodzeniem
otrzymali krysztal PaAtsA po inkubacji enzymu z Irosustatem, ktéry odpowiedzialny byt w
eksperymencie za catkowitg inhibicje STS. Otrzymane wyniki, choé¢ niekomplementarne z otrzy-
manymi przez zesp6l prof. Williams’a [61-63], przyniosly interesujacy oraz istotny wglad w
poznanie mechanizmu hamowania aktywnos¢ biatka. Analiza struktury krystalograficznej po-
twierdzila kowalencyjna zmiane w otoczeniu aminokwasu fGly75, bez modyfikacji w otoczeniach
aminokwaséw lizyny oraz histydyny w centrum aktywnym. Ponadto, gestosé elektronowa ozna-
czona za pomoca metod rentgenograficznych, posiadata charakterystyczng, tetragonalng forme
znajdujaca sie w otoczeniu jonu Ca?T polaczona z jedng z grup hydroksylowych aminokwasu

fGly75, przy nienaruszonej strukturze drugiej grupy —OH.

Na podstawie otrzymanych wynikéw zaproponowano trzy formy, ktére moga reprezento-
waé trwale, kowalencyjne zwiazanie fGly75 z farmakoforem, odpowiedzialnym za dezaktywacje
enzymu (Rysunek 1.9). W oparciu o hipoteze zaproponowana przez prof. Williams’a, z teo-
retycznego punktu widzenia najbardziej faworyzowanag forma adduktu byl N-siarczan iminy
(Addukt B, Rysunek 1.9). Jednak na podstawie wynikéw otrzymanych przez zesp6l prof.
Barry’ego Pottera, forma ta zostata zakwestionowana co wynikalo z obecnosci drugiej grupy
hydroksylowej aminokwasu fGly75 potaczonej w forme tetragonalng z ugrupowaniem amido-
siarczanowym w otrzymanej strukturze krystalograficznej [64]. W zwiazku z powyzszym, naj-

bardziej prawdopodobnymi adduktami zablokowanej gem-diolowej fGly75 sa Addukt C oraz
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Rysunek 1.9: Proponowane formy fGly75 w centrum aktywnym STS po inkubacji z inhibitorem.
Addukt A - siarczan fGly w formie spoczynkowej, Addukt B — addukt fGly z ugrupowaniem
amidosiarczanowym polaczony przez wiazanie iminowe, Addukt C — addukt fGly z ugrupowaniem
amidosiarczanowym polaczony przez atom tlenu oraz Addukt D — addukt fGly z ugrupowaniem
amidosiarczanowym polaczony przez atom azotu. W powyzszej grafice nie uwzgledniono stereochemii
atomu Cg fGly75

Addukt D przedstawione na Rysunku 1.9. Niestety, w wyniku analizy danych otrzymanych
metodg dyfrakcji rentgenowskiej, rozréznienie potaczenia ugrupowania amidosiarczanowego z
fGly75 przez atom tlenu lub azotu okazato si¢ niemozliwe. Niemniej jednak, na podstawie roz-
wazan teoretycznych zasugerowano, iz polaczenie kowalencyjne gem-diolowej fGly75 z funkcja
amidosiarczanowa poprzez atom tlenu jest niekorzystne z energetycznego punktu widzenia [63].
Oznacza to, iz najbardziej prawdopodobng forma wystepujaca w nieaktywnej biologicznie STS

jest Addukt D zobrazowany na Rysunku 1.9.

Wobec powyzszego, mechanizm reakcji inhibicji STS mozna przedstawi¢ nastepujaco —
Sciezka A (Rysunek 1.10) zaklada w pierwszym etapie aktywacje ugrupowania amidosiar-
czanowego inhibitora w obecnoéci katalitycznie istotnych aminokwaséw w centrum aktywnym
STS, powodujac utworzenie si¢ ugrupowania sulfonylaminowego, ktore ulega reakcji z aldehy-
dowa forma fGly75. Powstaly silnie elektrofilowy addukt ulega reakcji substytucji nukleofilowej
z czasteczka wody znajdujaca sie w centrum katalitycznym, prowadzac do utworzenia sie Ad-
duktu D. Sciezka B natomiast (Rysunek 1.10), zaklada bezposredni atak gem-diolowej formy
fGly75 na atom siarki ugrupowania amidosiarczanowego inhibitora, co skutkuje utworzeniem
Adduktu C. W kolejnym etapie, Addukt C moze ulega¢ reakcji odwracalnej, uwalniajac cza-

steczke sulfonamidu w formie zjonizowanej, odtwarzajac tym samym aldehydowa forme fGly75,
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Rysunek 1.10: Proponowany mechanizm hamowania aktywnos$ci STS za pomoca amidosiarczanowych
pochodnych fenoli. W celu jasniejszego zobrazowania mechanizmu, stereochemia wegla Cg fGly75 nie
zostala uwzgledniona

ktéra ulega reakcji z anionem sulfonamidowym, prowadzac finalnie do powstania Adduktu D.
Prawdopodobne jest to, iz Addukt D moze posiadaé charakter rownie odwracalny co Ad-
dukt C (Rysunek 1.9), aczkolwiek istnieje szansa zablokowania reakcji odwracalnej poprzez
zmieniong stereochemi¢ aminokwasu. Z drugiej zas strony, obecno$¢ wigzania CBtgiy75—NH, moze
prowadzi¢ do zakldcenia caltej ,maszynerii” katalitycznej STS, powodujac jej trwala dezaktywa-
cje [64].
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1.6 Inhibitory STS

W ciagu ostatnich trzydziestu lat wiele odrodkéw naukowych na $wiecie prowadzito bada-
nia skoncentrowane na poszukiwaniu i rozwoju nowych, skutecznych inhibitoréw STS. Do chwili
obecnej inhibitory STS mozna podzieli¢ na kilka kategorii: alternatywne substraty i steroidowe
lub niesteroidowe inhibitory odwracalne/nieodwracalne. Na przestrzeni lat, naukowcom udalo
si¢ otrzymac ogromng biblioteke zwiazkéw, wykazujacych silne powinowactwo do STS charakte-
ryzujacych sie zréznicowana budowa oraz mechanizmem dzialania. Pomimo opracowania szeregu
efektywnych inhibitoréw, do dzi$ tylko jeden zostal wlaczony do badan klinicznych — Irosustat
(wykorzystywany w leczeniu nowotworu piersi, prostaty oraz endometrium). Niemniej jednak, w
literaturze istnieje wiele doniesien sugerujacych, iz inhibicja STS moze mieé nie tylko korzystny
wplyw w terapii HDC, ale réwniez w leczeniu innych schorzen, np. choréb neurodegeneracyjnych
[65].

1.6.1 Inhibitory STS — Alternatywne substraty

Pierwsza klasa zwiazkow, zbadanych na poczatku lat 90-tych ubieglego wieku, ktora wy-
kazywala aktywno$¢ inhibicyjna wobec STS, byla seria pochodnych siarczanéw 2-(hydroksyfeny-
lo)indolu, z ktérej najaktywniejsza pochodna (1, Rysunek 1.11) wykazywala wartosé ICsg na
poziomie 80 pM [66]. W ciagu nastepnych kilku lat, pozyskano szereg inhibitoréw STS z zaréwno
syntetycznych, jak i naturalnie wystepujacych zwiazkéw o budowie steroidowej, np. syntetyczny
steroid Danazol, oraz pochodne progesteronu — Promegeston, Tibolon oraz Norelgestro-
min (Rysunek 1.11).

Pomimo tego, iz ww. zwiazki sa analogami steroidéw, wykazywaly one przecietne wlasci-
wosci inhibicyjne wobec STS. Niemniej jednak, sa z powodzeniem stosowane w leczeniu endo-
metriozy, w hormonalnej terapii menopauzalnej oraz sg wykorzystywane jako $rodki antykon-
cepcyjne [67-69]. Najaktywniejsza pochodna pochodzaca z serii analogéw steroidéw byt siarczan
5-androsteno-3(3,17B-diol-3-ylu wykazujacy wartosé¢ ICsp réwna 2 pM (2, Rysunek 1.11). Nie-
stety, ograniczeniem dla zastosowania alternatywnych substratow, ktorych budowa opiera sie na
strukturze steroidu, jest ich metabolizowanie in vivo prowadzace do formowania si¢ czasteczek
posiadajacych wlasciwosci estrogenowe. 7 tej przyczyny posiadaly one silny charakter mito-
genny, ograniczajacy tym samym ich zastosowanie w terapii choréb nowotworowych o podtozu

hormonozaleznym.
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Rysunek 1.11: Struktury chemiczne inhibitoréw STS o budowie steroidowej

1.6.2 Nieodwracalne, steroidowe inhibitory STS

W kolejnych latach, zintensyfikowano prace majace na celu zaprojektowanie oraz otrzyma-
nie efektywnych, odwracalnych inhibitorow STS. Nieoceniony wktad w rozwdj inhibitoréw STS
mial prof. Barry Victor Lloyd Potter z Uniwersytetu Oksfordzkiego. Jego zespdt poczatkowo
koncentrowal sie na zastapieniu grupy siarczanowej naturalnych substratow STS jej analogami
tj. ugrupowaniami fosfonowymi, metylotiofosforowymi, sulfanianowymi, sulfonamidowymi halo-
genkami sulfonylu i metylenosulfonianami [70-76]. Zwiazki projektowane byly w taki sposéb,
aby skutecznie konkurowaé z naturalnymi substratami STS przy jednoczesnym zachowaniu sta-

bilnoéci metabolicznej.

Jednym z pierwszych zwiazkéw, wykazujacych obiecujace wtadciwosci inhibicyjne o charak-
terze odwracalnym byl E1-MTP (Rysunek 1.12), posiadajacy ugrupowanie metylotiofosfo-
nianowe. Zwiazek ten zapoczatkowal pozniejszy rozwdj inhibitoréw steroidowych, zawierajacych

w swojej strukturze chemicznej ugrupowania amidosiarczanowe. Jednym z najwiekszych od-
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Rysunek 1.12: Struktury chemiczne wybranych inhibitoréw STS

kryé¢ w poszukiwaniu skutecznych inhibitoréw STS bylo otrzymanie wtadnie amidosiarczanu es-
tronu (EMATE, Rysunek 1.12) oraz amidosiarczanu estradiolu (E2MATE, Rysunek 1.12).
Zwiazki te jako pierwsze charakteryzowaly si¢ nieodwracalnym mechanizmem inhibicji STS.
EMATE wykazywal ekstremalnie wysoka skutecznos¢ inhibicyjna, charakteryzujac sie warto-
Scia IC5p na poziomie 65 pM [77, 78]. Pomimo wysokiego potencjalu EMATE nie zostal wila-
czony do klinicznych badan eksperymentalnych, z powodu silnych witaéciwosci estrogenowych
jego metabolitu, wykazujac 5-krotnie wyzsza aktywnosé od etynyloestradiolu (powszechnie sto-

sowanego $rodka antykoncepcyjnego) podczas prowadzonych badan in vivo [79).

Niemniej jednak, bardzo wysoki potencjal estrogenny E2MATE zostal wykorzystany w
badaniach klinicznych w hormonalnej terapii zastepczej, w ktérych to amidosiarczan estradiolu
stosowany byt jako pro-lek. Niestety, pomimo obiecujacych wynikéw w I oraz II etapie badan kli-
nicznych, w ktérych udowodniono bezpieczny oraz bardzo dobrze tolerowany profil terapeutyczny
E2MATE, dalsze eksperymenty zostaly przerwane ze wzgledu na dezaktywacje spowodowana

transformacja metaboliczna zachodzaca na atomie wegla C17 [80, 81].
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1.6.3 Nieodwracalne, niesteroidowe inhibitory STS

Wiasciwosci estrogenowe inhibitorow STS w sposéb negatywny wplywaly na otrzymy-
wane rezultaty prowadzonych badan in vivo oraz in wvitro. Metabolity steroidowych analogéw
znaczaco indukowaly wzrost hormonozaleznych komoérek nowotworowych. Z tego powodu, roz-
poczeto poszukiwania inhibitoréw STS charakteryzujacych sie silnymi wtasciwoéciami inhibi-

cyjnymi (najczesciej wynikajacymi z obecnosci grupy amidosiarczanowej, odpowiedzialnej za
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Rysunek 1.13: Przyktady amidosiarczanowych inhibitoréw STS o budowie niesteroidowej
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permanentne zablokowanie aktywnosci biologicznej enzymu), niewykazujacych wlasciwosci es-
trogenowych. Cel ten zostal osiagniety dzieki przyjetej strategii projektowania zwiazkdéw o bu-
dowie silnie imitujacej strukture steroidéow. W ramach prowadzonych badan naukowcom udato
si¢ pozyskaé setki pochodnych, bedacych wysoce efektywnymi inhibitorami STS o budowie nie-
steroidowej, np. amidosiarczanowe pochodne benzofenonu, 1,2,4-triazolu, imidazolu, bifenolu,
benzoksatiazolu, benzotiazolu, fenyloindolu, tiofenu, benzotiofenu, karboranu, adamantylu, ty-

raminy, flawonoidéw, piperazyny oraz chromenonu (Rysunek 1.13) [65, 82-91].

Wiéréd amidosiarczanowych pochodnych inhibitorow STS, najbardziej obiecujacymi po-
chodnymi byly analogi 7-hydroksy-2-okso-2H-chromen-7-ylu. Pierwszym z nich, ktéry wykazy-
wal dobra aktywnos¢ biologiczna w tescie mikrosomalnym (IC59 = 380 nM), byl amidosiarczan
4-metylo-2-okso-2 H-chromen-7-ylu (COUMATE, Rysunek 1.14), zdolny do zablokowania ak-
tywnosci STS w 90% w testach in vitro z wykorzystaniem linii komérkowej MCF-7 przy stezeniu
10 pM [92]. Dalszy rozwdj pochodnych kumaryn doprowadzil do opracowania ich tréjcyklicz-
nych analogéw, zawierajacych w strukturze nasycony pierécien alicykliczny sktadajacy sie od
pieciu do o$miu atoméw wegla (Rysunek 1.14) [93]. Sposréd nich, najwyzsza aktywnoscia
charakteryzowaly sie pochodne 666-COUMATE oraz 667-COUMATE posiadajace wartosci
IC59 w tescie komérkowym na poziomie odpowiednio 70 nM oraz 8 nM. Jak sie okazalo, dalsze
zwiekszanie wielkosci pierscienia alicyklicznego powodowalo spadek aktywnosci (wartosé 1Cs
dla COUMATE-668, Rysunek 1.14 wyniosta 30 nM). Na podstawie otrzymanych wynikow
do dalszych eksperymentéw wyselekcjonowano 667-COUMATE (znany réwniez pod nazwa
Irosustat, STX64 oraz BN83495), ktéry w przeprowadzonych badaniach in vitro oraz in vivo

nie wykazywal wlasciwosci estrogenowych. [93].

1.6.4 Irosustat — Badania kliniczne

Irosustat jako jedyny ze wszystkich otrzymanych inhibitorow STS, zostal zakwalifiko-
wany do etapu badan klinicznych, w ktérych badano jego potencjal w leczeniu HDC (piersi,
prostaty, macicy oraz endometrium). W przeprowadzonych badaniach klinicznych ustalono,
iz aktywnos¢ STS we krwi obwodowej oraz komoérkach raka piersi u kobiet w okresie post-
menopauzalnym spadla do zaledwie 1% po pieciu dniach stosowania leku w dawce 20 mg/kg
masy ciata [94]. Ponadto, podczas prowadzonych eksperymentéw zaobserwowano spadek stezen
E1, E2, Adiolu, DHEA oraz, co ciekawe, testosteronu i androstendionu ($redni spadek stezen dla
E1-57-76%, E2 — 38-39%, testosteronu — 27-30%), androstenedionu — 62-72%) [94]. W pierwszym
etapie badan klinicznych z powodzeniem okreslono optymalna dawke wynoszaca 40 mg/kg masy
ciala (przy jednoczesnym nieosiaggnieciu maksymalnej tolerowanej dawki, pomimo zastosowania

dawki wynoszacej 80 mg/kg masy ciala) oraz zauwazono niepozadane skutki uboczne w postaci
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Rysunek 1.14: Struktury chemiczne inhibitoréw STS na bazie amidosiarczanowych pochodnych
2-okso-2 H-chromen-7-ylu

suchej skéry [95]. Uzyskane rezultaty wykazaly, ze terapia pacjentéw leczonych przy wykorzy-
staniu inhibitora STS prowadzita do stabilizacji choroby oraz braku jej rozwoju w okresie od 24

do nawet 72 tygodni [95].

Stosowanie lekéw odpowiedzialnych za regulacje ilodci estrogenéw w organizmie (gléw-
nie inhibitoréw aromatazy) czesto prowadzi do powstawania swoistej opornosci nowotworu na
terapie hormonalng. Zjawisko to wynika z pojawiajacych sie mutacji, odpowiedzialnych za pod-
wyzszenie stezenia STS oraz 173-HSD w komorkach nowotworowych, zwiekszajacych ilos¢ wy-
twarzanych steroidéw [96, 97]. W zwiazku z powyzszym, w II etapie badan klinicznych zasto-
sowano terapi¢ skojarzona poprzez kombinacje¢ inhibitora aromatazy oraz Irosustatu. W toku
prowadzonych eksperymentéw udowodniono, iz terapia ta prowadzita do dtuzszej stabilizacji cho-
roby oraz braku progresji guza [98]. Badania kliniczne z udzialem Irosustatu zostaly réwniez
przeprowadzone u pacjentéw ze zdiagnozowanym zaawansowanym rakiem macicy, charaktery-
zujacym sie silng nadekspresja STS. Niestety, otrzymane wyniki terapii statystycznie nie réznity
sie od metod stosowanych obecnie (octan megestrolu), co byto powodem wczesnego zakonczenia
badan klinicznych [99]. Dane literaturowe sugeruja, iz zablokowanie funkcji enzymatycznej STS
moze by¢ kluczowe w leczeniu nowotworu prostaty, jajnikéw, pecherza moczowego oraz jelita
grubego. Niemniej jednak, przeprowadzenie wielu dodatkowych badan jest konieczne, w celu

potwierdzenia stawianych hipotez [64, 100-103].
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1.6.5 Kolejne generacje inhibitoré6w STS oraz inhibitory dualne

Wysoka wrazliwo$¢ tkanki zmienionej nowotworowo na obecnos¢ steroidéw, ktérych ste-
zenie w skali pikomolarnej powoduje odpowiedz ER prowadzac do przyspieszenia rozrostu raka
sprawia, iz projektowanie inhibitorow STS o lepszym profilu farmakodynamicznym i wyzszej
aktywnosci jest nadal silnie pozadane. Nastepstwem tego bylo otrzymanie steroidowych analo-
géw N-propylopiperydynodionu (STX213 oraz STX1938, Rysunek 1.15), ktére posiadaly
znacznie dhuzszy okres dzialania niz Irosustat oraz charakteryzowaly sie znacznie wyzszg ak-
tywnoscig. W badaniach wykazano, iz po podaniu gryzoniom pojedynczej dawki Irosustatu w
ilosci 10 mg/kg masy ciala, STS odzyskata swoja aktywnosé w 50% juz pod czterech dniach od
podania, podczas gdy po podaniu takiej samej iloéci STX213, czas ten wydtuzyl sie do dwu-
nastu dni [104]. Ponadto, inhibitory STX213 oraz STX1938 w ksenograftowym modelu raka
piersi, byly zdolne do zahamowania rozrostu nowotworu w 67%, podczas gdy Irosustat osig-
gnal rezultat na poziomie 50% [105]. Stabszy efekt dzialania spowodowany byl niecatkowitym
zablokowaniem aktywnosci STS przez Irosustat, pomimo stosowania takiej samej dawki [106].
Oznacza to, iz kompletna inhibicja STS jest niezbedna do osiagniecia zadowalajacych rezultatow

w leczeniu pacjentéow ze zdiagnozowanym nowotworem wykazujacym charakter hormonozalezny.

0 0 )<F
N N "F
N
O 0 0
o) 0 Yo
0 0

I
0=$=0 | |
NH, 0=$=0 0=$=0
rosustat NH, NH,
rosusta STX213 STX1938

Rysunek 1.15: Struktury chemiczne inhibitoréw STS na bazie amidosiarczanowych pochodnych
N-propylopiperydynodionu

Badania kliniczne potwierdzity wysoka efektywnos¢ terapii inhibitorem STS u pacjentéw
z HDBC. Poniewaz STS nie jest jedynym enzymem, ktéry odpowiada za biosynteze steroidéw, a
jest raczej jedna z mozliwosci ich formowania, kluczowe byloby przeprowadzenie badan klinicz-
nych, ktore polegalyby na zablokowaniu wszystkich mozliwych szlakéw steroidogenezy. Pomimo
iz przeprowadzono wstepne badania, w ktérych Irosustat byl podawany wraz z inhibitorem
aromatazy, korzystne byloby stosowanie jednego zwiazku wykazujacego wlasciwosci inhibicyjne
wobec obu enzymdw. Dotychczasowe badania sugeruja, iz stosowanie jednego leku przynosi ko-
rzysci w badaniach klinicznych w poréwnaniu ze stosowaniem kilku lekow, w szczegdlnosci kiedy
dotycza one ustalania efektéw toksycznych. Ponadto, podejscie oparte na zastosowaniu jednej

substancji pozwolitoby na unikniecie interakcji miedzy zwiazkami i prowadzitoby do prostszych,
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przedklinicznych badan skutecznosci dawki. Co wiecej, poniewaz nowotwory posiadaja zdolno$é
rozwijania opornosci na stosowanie pojedynczych lekéw celowanych, zastosowanie substancji o

wlasciwosciach dualnych mogloby przezwyciezy¢ te opornosé [107].
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Rysunek 1.16: Struktury chemiczne inhibitorow STS wykazujacych aktywnosé wobec STS oraz
kompleksu aromatazy

Pierwsze inhibitory dualne aromatazy-sulfatazy (DASI, ang. Dual Aromatase-Sulfatase
Inhibitors) byly projektowane na bazie pochodnych dihydroksyizoflawonu. Wprowadzenie ugru-
powan amidosiarczanowych do struktury ww. zwigzku umozliwito zablokowanie funkcji enzyma-
tycznej STS jak i aromatazy niestety na umiarkowanym poziomie [108-110]. Dalsze prace nad
inhibitorami DASI doprowadzily do otrzymania amidosiarczanu 4-(((4-cyjanofenylo)(4H-1,2,4-
triazol-4-ilo)amino)metylo)fenylu — w wyniku modyfikacji struktury zwiazku 14 (silnego inhi-
bitora aromatazy ICsy = 0,5 nM, Rysunek 1.16), polegajacej na wprowadzeniu ugrupowania
amidosiarczanowego w miejsce atomu bromu, zapewniajac tym samym wladciwosci inhibicyjne
wobec STS (IC5p = 0,82 nM) i nieznacznie obnizajac aktywno$é wobec kompleksu aromatazy
(IC50 = 36 nM). Testy in vivo udowodnily, iz zwiazek ten zdolny byl do zahamowania aktyw-
nosci STS w 72% oraz aromatazy w 85% juz po 24 godzinach od podania. Kolejne modyfikacje
ww. zwiazku doprowadzily do otrzymania bromowanej pochodnej w pozycji orto w stosunku
do ugrupowania amidosiarczanowego — STX681 (Rysunek 1.16). Jak sie okazalo, aktywnosé
pochodnej wobec STS oraz aromatazy wzrosta kilkukrotnie, umozliwiajac zahamowanie ich ak-
tywnosci do poziomu odpowiednio 98 i 82% w testach in vivo. Ponadto, szereg eksperymentéw

z wykorzystaniem ksenograftowego, szczurzego modelu udowodnit wyzszosé stosowania zwigzku
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o charakterze dualnym, w zestawieniu z terapia skojarzona. STX681 wykazal znaczny sto-
pien inhibicji wzrostu nowotworéw wykazujacych nadekspresje STS (MCF-7g1g) oraz aromatazy
(MCF-7,), podczas gdy Irosustat zdolny byl do zahamowania wzrostu komérek MCF-Tgrs,
nie wykazujac aktywnosci wobec MCF-74 [111].

Kontynuacja ww. badan skutkowala otrzymaniem szerokiej gamy zwiazkéw wykazujacych
podwdéjne wlasciwosci inhibicyjne [112]. Jednym z nich, charakteryzujacym sie wysoka aktyw-
noscig biologiczna, byl zwiazek 15, ktérego strukture przedstawitem na Rysunku 1.16. Testy
komoérkowe z udziatem linii nowotworowej JEG-3 wykazaly, iz zwiazek 15 posiadal wartoéé¢ I1Csg

na poziomie 830 pM oraz 15 pM wobec odpowiednio STS i kompleksu aromatazy.
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1.6.6 Rozwdj inhibitoréw STS w Katedrze Chemii Organicznej
Politechniki Gdanskiej

W ciagu ostatnich dziesieciu lat w zespole Katedry Chemii Organicznej Wydziatu Che-
micznego Politechniki Gdanskiej prowadzono intensywne badania nad rozwojem nowych, sku-
tecznych inhibitorow STS. Poczatkowo strategia projektowania inhibitorow zaktadata wprowa-
dzenie ugrupowan fosforanowych, amidofosforanowych, tiofosforanowych oraz amidotiofosfora-
nowych jako farmakoforéw, odpowiedzialnych za zahamowanie aktywnosci STS. Cho¢ mecha-
nizm dezaktywacji funkcji biologicznej STS przez ww. ugrupowania nie zostat do konca zbadany,
eksperymenty z zakresu dokowania molekularnego wykazaly, iz w centrum aktywnym enzymu
istniata mozliwos¢ migracji grupy fosforanowej inhibitora lub tez przeniesienia grupy metylowej
na reszte aminokwasowa fGly75. W kolejnych latach, zespét podjat sie otrzymywania inhibitoréw
STS posiadajacych w swojej strukturze ugrupowanie amidosiarczanowe oraz rdzenie czasteczek

posiadajace silnie elektroujemny atom fluoru.

Wiéréd zaprojektowanych zwiazkéw mozna wyrdznié:

1. Amidosiarczanowe, fosforowe oraz tiofosforowe pochodne tyraminy zawierajace w swojej
strukturze podstawniki o zréznicowanym charakterze (Struktury 16 1 17, Rysunek 1.17)
[113, 114]

2. Fosforanowe oraz tiofosforanowe pochodne flawonoidéw oraz bis-flawonoidéw (Struktury
18 i 19, Rysunek 1.17) [115]

3. Analogi fosforanowe, tiofosforanowe oraz amidosiarczanowe kumaryn oraz bis-kumaryn
(Struktury 20-23, Rysunek 1.17) [116-122]

4. Fosforanowe oraz tiofosforanowe analogi bifenyli i bis-bifenyli (Struktury 24 oraz 25, Ry-
sunek 1.17) [123]
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Rysunek 1.17: Struktury chemiczne inhibitoréw STS zaprojektowane w zespole Katedry Chemii
Organicznej Politechniki Gdanskiej
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1.7 1,2,4-Oksadiazole

Oksadiazole to piecioczlonowe pierscienie heterocykliczne zawierajace w swojej konstytucji
jeden atom tlenu oraz dwa atomy azotu (dawniej znane byly jako furadiazole). Ze wzgledu na
rozmieszczenie heteroatoméw mozemy wyréznié cztery izomery oksadiazolu — 1,2,3-oksadiazol,

1,2,4-oksadiazol, 1,2,5-oksadiazol oraz 1,3,4-oksadiazol (Rysunek 1.18).

O\ N 'O> N ,O\ ||/O>
| N L “\//N NI
N N "N
1,2,3-oksadiazol  1,2,4-oksadiazol 1,2,5-oksadiazol 1,3,4-oksadiazol

Rysunek 1.18: Struktury chemiczne izomeréw oksadiazolu

Sposrod nich, najwiekszym zainteresowaniem wérod naukowcdw ciesza sie pochodne 1,3,4-
oksadiazolu. Znalazly one szerokie zastosowanie nie tylko w medycynie (wykazujac wlasciwosci
przeciwnowotworowe, przeciwpasozytnicze, przeciwgrzybowe, przeciwbakteryjne, przeciwgruzli-
cze 1 przeciwzapalne), ale réwniez w pozostalych dziedzinach tj. w przemysle materialéw scynty-
lacyjnych oraz barwnikéw [124-128]. Ponadto, na podstawie analizy danych literaturowych Web
of Science mozna wywnioskowaé, iz badania nad analogami 1,2,4-oksadiazolu intensywnie sie

rozwijaja (Rysunek 1.19).

250
P e e

150G == =====--eeemem oo

Ilos¢ artykutow

100

50

1982 1984 1986 1988 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022

Rysunek 1.19: Tlo§¢ artykuléw naukowych zawierajacych stowo kluczowe:
,»1,2,4-oksadiazol” (niebieski), ,1,2,5-oksadiazol” (czerwony), ,,1,3,4-oksadiazol” (zielony) w latach
1960-2022 [129]

7 drugiej za$ strony, pochodne 1,2,5-oksadiazolu znalazty zastosowanie gtéwnie jako mate-

rialy o wysokiej gestosci energii (ang. High Energy Density Materials, HEDMs), a takze wykazaly

Strona 48 CZESC TEORETYCZNA


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

1,2,4-Oksadiazole Rozprawa Doktorska

wlasciwosci cytotoksyczne [130-132]. Z powodu niestabilnosci chemicznej 1,2,3-oksadiazolu, co
w konsekwencji prowadzi do powstawania pochodnych diazometanu, zastosowanie analogdéw tego

izomeru zostalo zbadane w niewielkim stopniu [133].

1.7.1 1,2,4-Oksadiazole — Historia, wlasciwosci i zastosowanie

Pierwsze pochodne zawierajace w swojej strukturze pierécien heterocykliczny 1,2,4-oksa-
diazolu zostaly otrzymane na drodze syntetycznej przez Tiemann’a i Kriigera w 1884 roku i
zostaly w owym czasie sklasyfikowane jako zwiazki azoksyméw, czy tez furolabl]diazoli [134].
Potencjal aplikacyjny pochodnych oksadiazolu pozostawal przez dlugi czas niewykorzystany.
Dopiero po 80 latach od odkrycia oksadiazoli naukowcy z powodzeniem przeprowadzili reakcje
przegrupowania fotochemicznego ww. heterocykla [135, 136]. Badania biologiczne pochodnych
1,2,4-oksadiazolu rozpoczely sie z poczatkiem lat 40-tych ubieglego wieku, gdzie po dwudzie-
stu latach badan otrzymano N,N-dietylo-2-(3-fenylo-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)etanamine, zwiazek

N
N NK\/ Q“Y; / @
~ -N
O
O
Oksolamina

Prenoksdiazyna

N'O>~
N | CF
_/—/ _\—NH N/ :
=N =
O\N/)\© WO

N-O
Butalamina Pleconaril
) N
N-O 0
L7 N N W/\/ N~
/ -
COOH Fasiplon
Ataluren Proksazol

Rysunek 1.20: Struktury chemiczne komercyjnie dostepnych lekow bedacych pochodnymi
1,2,4-oksadiazolu
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znany réwniez pod nazwa Oksolamina (Rysunek 1.20) — lek typu First-In-Class stosowany

w leczeniu przewleklego kaszlu [137-139].

W ciagu ostatnich czterdziestu lat, analogi pierscienia heterocyklicznego 1,2,4-oksadiazo-
lu zostaly szeroko zbadane, czego wynikiem bylo otrzymanie zwiazkéow wykazujacych wlasci-
wodci przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwdrgawkowe, przeciwwirusowe, przeciwbak-
teryjne, przeciwgrzybicze, przeciwdepresyjne, przeciwangiogenne, przeciwbolowe, przeciwobrze-
kowe, przeciwpasozytnicze oraz inne. Ponadto wykazano, iz analogi heterocykla 1,2,4-oksadiazolu
posiadaja silne powinowactwo do deacetylazy sirtuiny, anhydrazy weglanowej, deacetylazy hi-
stonowej, kinaz RET, bialek wiazacych penicyling, cyklooksygenaz, esteraz cholinowych, hipo-
kretyny, a takze do receptoréw kappa opioidowych oraz estradiolowych [140-153]. Warto réw-
niez zwréci¢ uwage na fakt, iz niektére pochodne 1,2,4-oksadiazolu znalazly zastosowanie jako

HEDMSs oraz supramolekularne ciecze krystaliczne [132, 154-156].

Ponadto, heterocykliczny pierscien 1,2,4-oksadiazolu wykazuje wtasciwosci bioizosteryczne
z ugrupowaniem estrowym oraz amidowym, ktorych przyczyng jest zdolnoscig do tworzenia od-
dziatywan elektrostatycznych (w gléwnej mierze oddzialywan wodorowych). Ta wlasciwosé jest
szczegllnie uzyteczna w sytuacji kiedy obserwowana jest niestabilno$é ww. ugrupowan (przede
wszystkim w ukladach biologicznych). Obecnie na rynku farmaceutycznym dostepnych jest kilka
preparatéw, ktorych struktura chemiczna substancji aktywnej opiera sie na heterocyklicznym
pierscieniu 1,2,4-oksadiazolu tj, Oksolamina, Prenoksdiazyna (substancje przeciwkaszlowe),
Butalamina (wazodylator), Pleconaril (substancja przeciwwirusowa), Ataluren (substancja
stosowana w leczeniu dystrofii migsniowej Duchenne’a), Fasiplon (substancja przeciwlekowa)
oraz Proksazol (substancja stosowana w leczeniu zaburzen czynnosciowych uktadu pokarmo-

wego [157-159]. Struktury ww. substancji aktywnych przedstawilem na Rysunku 1.20).

Co ciekawe, 1,2 4-oksadiazol jest jedynym ze wszystkich czterech izomerdéw oksadiazolu,
ktory wystepuje w zwiagzkach pochodzenia naturalnego. Ot6z, w 2011 roku multidyscyplinarny
zespot z Uniwersytetu Neapolskiego oraz Chinskiej Akademii Nauk w Szanghaju wyizolowal dwie
substancje alkaloidowe z morskiego $limaka Phidiana militaris, nieopisane wéwczas w literaturze
naukowej — Fidianidyne A oraz Fidianidyne B (ang. Phidianidine, Rysunek 1.21) [160].
Naukowcom udato si¢ ustali¢, iz wspomniane alkaloidy posiadaja wlasciwosci cytotoksyczne
wobec wybranych nowotworowych linii komoérkowych, a takze wykazuja selektywne wlasciwosci

agonistyczne wobec fosfatazy bialkowo-tyrozynowej 1B oraz receptora chemokiny 4 [161, 162].

Kolejnym przykladem zwiazku naturalnego zawierajacego w swojej konstytucji hetero-
cykl 1,2,4-oksadiazolu jest kwas kwiskwalanowy (Rysunek 1.21) wyizolowany z nasion rosliny
azjatyckiej Quisqualis indica. Ta alaninowa pochodna wykazuje silne powinowactwo do metabo-

tropowych receptoréow glutaminowych typu II oraz IV — atrakcyjnych celéw molekularnych w
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Rysunek 1.21: Struktury chemiczne pochodnych 1,2,4-oksadiazolu pochodzenia naturalnego

leczeniu udaru, epilepsji czy tez choréb neurodegeneracyjnych [163, 164].

1.7.2 1,2,4-Oksadiazole — Metody syntezy

Dotychczas, naukowcom z calego Swiata udalo sie opracowaé kilka metod syntetycznych,
umozliwiajacych otrzymanie analogéw 1,2,4-oksadiazolu. Najbardziej popularne z nich obejmuja
reakcje pochodnych amidoksymowych z aktywowanymi formami kwaséw karboksylowych oraz
1,3-dipolarna cykloaddycje pomigdzy nitrylami a tlenkami nitryli. Jedna z pierwszych metod,
opisana prawie 140 lat temu, obejmowala reakcje pochodnej amidoksymu z chlorkiem kwasowym
w bardzo wysokiej temperaturze (czesto poprzez stapianie ze soba tych dwoch reagentéw) [134].
Niemniej jednak, prowadzenie reakcji w tych warunkach skutkowalo powstawaniem produktow
ubocznych wytwarzanych m.in. w wyniku kondensacji dwéch czasteczek amidoksymu. Metoda
ta zostata udoskonalona poprzez wprowadzenie katalizatoréw — fluorku tetrabutyloamoniowego
lub pirydyny [165]. Pomimo tego, reakcja kondensacji pochodnych amidoksymowych z kwasami
karboksylowymi, posiadajacymi aktywowang funkcje kwasowa, znalazla najszersze zastosowa-
nie. W tego typu transformacjach, wykorzystywane sa estry metylowe oraz etylowe kwasow
karboksylowych, czy tez ich formy anhydrydowe oraz kwasy karboksylowe aktywowane przy wy-
korzystaniu réznorodnych odczynnikéw kondensujacych (EDC, DCC, CDI, TBTU, T3P) [166—
170]. Niestety, powyzsze metody wykazuja szereg ograniczen, gtéwnie wynikajacych z niskich

wydajnosci reakcji oraz problemoéw z oczyszczaniem otrzymanej mieszaniny poreakcyjne;j.

W ciaggu ostatnich kilku lat, w procedurach otrzymywania pochodnych 1,2,4-oksadiazolu

zaczeto stosowanie promieniowania mikrofalowego. Reakcja heterocyklizacji pomiedzy chlorkiem
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kwasu karboksylowego (lub tez jego estrem, w szczegdlnosci metylowym) a amidoksymem, po-
zwolita na otrzymanie 3,5-dipodstawionych pochodnych 1,2,4-oksadiazolu w nadzwyczaj krot-
kim czasie oraz z bardzo wysokimi wydajnosciami [171, 172]. Ponadto, pomyslnie przeprowa-
dzono reakcje pomiedzy arylowa pochodng nitrylu oraz chlorowodorkiem hydroksyloaminy przy
udziale promieniowania mikrofalowego oraz odpowiedniego katalizatora (MgO, CH;COOH lub
KF) otrzymujac arylowa pochodna amidoksymu. Pozwolilo to na opracowanie nieskompliko-

wanej, dwuetapowe]j procedury syntetycznej otrzymywania pochodnych 1,2,4-oksadiazolu [173—
175].

W literaturze opisane sa rowniez metody otrzymywania pochodnych 1,2,4-oksadiazolu wy-
korzystujace reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji pomiedzy nitrylami oraz tlenkami nitryli. Nie-
stety, niska reaktywnos¢ wiazania potrojnego funkcji ~-C=N oraz wysokie prawdopodobienstwo
powstawania niepozadanych produktéw ubocznych (2-okso-1,2,5-oksadiazolu oraz 4-okso-1,2,4-
oksadiazolu w wyniku reakcji dimeryzacji tlenkéw nitryli) eliminuje wykorzystanie powyzszej

procedury w skali przemystowej [176-178].

Wiecej informacji na temat metod syntezy analogéw 1,2 4-oksadiazolu oraz ich zastosowa-
nia zostalo zawartych we wspélnej pracy przegladowej — Biernacki K., Dasko M., Ciupak O.,
Kubinski K., Rachon J., Demkowicz S.; Nowvel 1,2,4-Ozadiazole Derivatives in Drug Discovery.
Pharmaceuticals 2020, 13, E111
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1.8 Triazole

Triazole to grupa zwiazkow heterocyklicznych o charakterze aromatycznym, sktadajacych
sie z trzech atoméw azotu oraz dwoch atomow wegla, z ktorych wszystkie posiadaja hybrydyzacje
typu sp?. Z racji obecnoéci trzech heteroatoméw w strukturze pierécienia, triazole wystepuja w
postaci dwoch izomeréw — 1,2 3-triazolu oraz 1,2,4-triazolu. 1,2,4-Triazole wystepuja w postaci
dwoch form izomerycznych, ktorych rozdzielenie jest niezwykle utrudnione ze wzgledu na bardzo
szybko zachodzacy proces tautomeryzacji. Z drugiej zas strony, zwiazki 1,2,3-triazoli moga by¢
podzielone na monocykliczne zwiazki 1,2,3-triazolu oraz benzotriazole (z ktérych obydwa analogi

moga wystepowaé¢ w postaci 3 réznych form), a takze sole 1,2,3-triazoliowe (Rysunek 1.22).

HN N Tautomeria N||\/\\N
=N Szybko H
4H-1,2,4-triazol 1H-1,2 4-triazol

Ny N
R N‘ "N R
Rj/{ R R
= N
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Rysunek 1.22: Tautomeria pierscienia heterocyklicznego 1,2,4-triazolu, oraz klasyfikacja zwiazkow
1,2,3-triazolu
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Na uwage zastuguje fakt, iz chemia zwiazkéw triazolu oraz ich potencjal aplikacyjny od
wielu lat przyciaga uwage naukowcéw z calego Swiata, czego rezultatem jest ogromna iloéé arty-
kutéw naukowych pojawiajacych sie na temat zastosowania oraz otrzymywania tych wtasnie po-
chodnych zwiazkéw heterocyklicznych (Rysunek 1.23). Nalezy podkreslié¢, iz w ciagu ostatnich
dwdéch dekad, zainteresowanie pochodnymi 1,2,3-triazolu znacznie wzrosto, czego konsekwen-
cja bylo opracowanie szeregu wydajnych metod ich otrzymywania (szczegdly patrz podrozdzial

1.8.2).

Ilos¢ artykutow
=
3

]
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1
]
]
]
1
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Rysunek 1.23: Ilo$¢ artykuléw naukowych zawierajacych stowo kluczowe: ,1,2,3-triazol” (niebieski)
oraz ,1,2,4-triazol” (czerwony) w latach 1965-2022 [129]

Notabene, zwiazki ktorych struktura opiera sie na pierécieniu heterocyklicznym 1,2.4-
triazolu, znalazly najszersze zastosowanie jako substancje przeciwgrzybicze. Powodem tego jest
silna zdolnos¢ koordynacyjna tego heterocykla do kationéw zelaza. Ponadto, analogi ww. pier-
Scienia wykazuja szereg innych wlasciwosci biologicznych m.in. przeciwbakteryjne, przeciwgruzli-
cze, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne, przeciwdrgawkowe, antyseptyczne i przeciwwirusowe
[179-194]. Dodatkowo, niektére pochodne 1,2,4-triazolu znalazly zastosowanie w przemysle fo-

towoltaicznym, elektronicznym oraz w chemii materialéw [195].

1.8.1 1,2,3-Triazole — Historia, wtasciwosci i zastosowanie

Przyjmuje sie, iz okreélenie pierscienia heterocyklicznego ,triazol” zostalo wprowadzone
przez Baldin’a w 1855 roku, kiedy to opisano zwiazek sktadajacy sie z dwdch atoméw wegla,
trzech atoméw wodoru i trzech atoméw azotu [196]. Od tamtego czasu naukowcom na calym

Swiecie udalo si¢ otrzymaé niezliczona ilo$¢ pochodnych triazolu, znajdujacych zastosowanie pra-
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Rysunek 1.24: Struktury chemiczne komercyjnie dostepnych lekéw zawierajacych pierscien
heterocykliczny 1,2,3-triazolu

wie w kazdej dziedzinie nauki i galezi przemystu. Pochodne 1,2 3-triazolu wykazaly wtasciwosci

przeciwnowotworowe, przeciwbakteryjne, przeciwzapalne, przeciwgrzybicze, przeciwdepresyjne,

przeciwwirusowe, przeciwgruzlicze, antyoksydacyjne oraz przeciwmalaryczne [197-211]. Obecnie

na rynku farmaceutycznym dostepnych jest kilkanadcie preparatéw, w ktorych sktad wchodza

substancje aktywne zawierajace w swojej strukturze pierscien 1,2,3-triazolu, np. Rufinamid
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(lek przeciwdrgawkowy), Tazobaktam, Cefatryzyna (antybiotyki), TSAO (substancja stoso-
wana w leczeniu wirusa HIV), CAI (substancja przeciwnowotworowa), Mubitrinib (substancja
stosowana w leczeniu chor6b nowotworowych — obecnie wycofana), Suworeksant (lek nasenny),
Radezolid (lek stosowany w leczeniu wysypki bakteryjnej) oraz Tikagrelor (lek stosowany w
profilaktyce udaru mézgu). Struktury ww. substancji przestawilem na Rysunku 1.24. Co wie-
cej, zwiazki otrzymane w oparciu o rdzen 1,2,3-triazolu znajduja zastosowanie réwniez jako syn-
tetyczne produkty posrednie w galeziach przemystu takich jak agrochemia, chemia polimeréw,
kosmetyka, a takze wykorzystywane sg jako inhibitory korozji, dendrymery, ciecze krystaliczne,

fotostabilizatory, pigmenty oraz chelatory [212-230).

Analogi triazolu zawdzieczaja swoje szerokie zastosowanie w przemysle farmaceutycznym
unikalnym wtadciwosciom fizykochemicznym. W literaturze znane one sg jako mimetyki ugrupo-
wania amidowego, co wynika z wystepowania silnego momentu dipolowego pierécienia heterocy-
klicznego, ktéry mieéci sic w zakresie 5,2-5,6 Debaja! oraz charakterystycznym wiasciwosciom
kwasowo-zasadowym. Precyzujac, wartos¢ parametru pK, dla 1H-1,2,3-triazolu wynosi 9,26,
za$ zasadowos$¢ heteroatomdéw obecnych w pierécieniu jest pomijalnie mata, silnie zalezaca od
podstawnikéw w pozycjach 1, 4 oraz 5 [232]. Ponadto, zdolnosé¢ pierscienia 1,2,3-triazolu do
tworzenia wigzan wodorowych, oddzialtywan elektrostatycznych typu van der Waals oraz n-m,
znaczaco wplynela na zainteresowanie ta grupa zwiazkéw w chemii medycznej, jako iz posiadaja

silne powinowactwo do wiazania si¢ z biatkami.

Pod wzgledem oddziatywan miedzyczasteczkowych, 1,4-dipodstawione pochodne 1,2,3-
triazolu wykazuja silng preferencje do reszt hydrofobowych w centrum aktywnym enzymu. Ze
wzgledu na planarny i silny charakter aromatyczny (w szczegélnosci w przypadku pochodnych
1,4-diarylopodstawionych), sa one zaangazowane w oddzialywania elektrostatyczne z aminokwa-
sami o podobnym charakterze — w szczegdlnosci z tryptofanem. Ponadto, atomy azotu N2 oraz
N3 heterocykla triazolu stuza réwniez jako akceptory wiazania wodorowego (HBA), podczas gdy
atom wodoru znajdujacy sie¢ w pozycji 5, ze wzgledu na silng polaryzacje spowodowana obec-
noscia az trzech heteroatoméw, moze zachowywaé sie jako donor wiazania wodorowego (HBD)
(Rysunek 1.25) [233].

Nalezy réwniez nadmienié, iz heterocykl triazolu charakteryzuje sie szczegdlnie wysoka
opornoscia na hydrolize (zar6wno kwasowa jak i zasadowa), sSrodowisko utleniajaco-redukujace
(co jest dowodem na obecno$é silnego charakteru aromatycznego pierscienia) oraz degradacje
enzymatyczna. Pomimo iz w literaturze udowodniono formowanie sie¢ N-tlenku triazolu 1,5-
dipodstawionych pochodnych w komérkach watroby szczuréw, to jednak nie zauwazono tego

typu transformacji dla 1,4-dipodstawionych analogéw [234, 235].

W celu zestawienia, warto§é momentu dipolowego acetamidu wynosi ok. 3,8 Debaja [231]
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Rysunek 1.25: Potencjalne miejsca tworzenia sie oddzialywan miedzyczasteczkowych (wodorowych) w
czasteczce 1,4-dipodstawionego 1,2,3-triazolu

Pomimo tak wielu obiecujacych wtasciwosci, iloé¢ preparatow leczniczych opierajacych
sie o strukture heterocykla 1,2,3-triazolu jest zaskakujaco mala. Moze to oznaczaé, iz nadal
istnieja swego rodzaju ograniczenia, ktére sprawiaja, ze naukowcy odchodzg od wprowadza-
nia triazolu do struktur chemicznych zwiazkéw biologicznie aktywnych. Jak sie okazuje, jeden
z najwiekszych probleméw lezy w ograniczonej rozpuszczalnosci otrzymanych pochodnych (w
szezegblnosei 1,4-dipodstawionych) w roztworach wodnych. Jednoznacznie wynika to z faktu,
iz pomiedzy czasteczkami zwiazkéw w strukturze krystalicznej wystepuja silne oddzialywania
elektrostatyczne (typu n-n) znacznie obnizajace ich rozpuszczalnosé. Niemniej jednak, problem
ten moze zostaé rozwiazany, poprzez wprowadzenie dodatkowych ugrupowan zwickszajacych hy-
drofilowo$¢ struktury zwiazku lub tez transformacje substancji aktywnej w rozpuszczalng forme

soli.

1.8.2 1,2,3-Triazole — Metody syntezy

Reakcja 1,3-dipolarnej [3+2] cykloaddycji pomiedzy azydkiem a alkinem jest bez watpienia
najbardziej rozpowszechniong oraz najszerzej opisana w literaturze chemicznej metoda otrzymy-
wania pochodnych 1,2,3-triazolu. Po raz pierwszy zostala ona szczegdlowo przedstawiona przez
niemieckiego chemika, profesora Rolfa Huisgena w latach 60-tych ubiegtego wieku. Niemniej jed-
nak, pierwsze doniesienia na temat tego typu transformacji siegaja dalej wstecz, do roku 1893,
kiedy to po raz pierwszy opisano reakcje pomiedzy azydkiem fenylu a but-2-ynodionianem di-
metylu [236, 237]. Wprawdzie odkrycie reakcji heterocyklizacji pomiedzy azydkiem organicznym
a alkinem byto krokiem milowym w chemii heterocykli, wiele reakcji pomiedzy tymi reagentami
jest z chemicznego punktu widzenia niepraktycznych. Powodem tego jest koniecznosé stosowania
bardzo wysokich temperatur podczas prowadzenia reakcji oraz tworzenie sie dwéch produktow

— formy 1,4- oraz 1,5-dipodstawionej 1,2,3-triazolu (Rysunek 1.26).

Dopiero okoto 40 lat pézniej, bo w 2002 roku, zesp6t profesora Karla Barryego Sharplessa z
Kalifornijskiego Instytutu La Jolla opisat selektywna metode otrzymywania 1,4-dipodstawionego

1,2,3-triazolu w reakcji cykloaddycji, poprzez zastosowanie katalitycznej ilosci kationow mie-
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Rysunek 1.26: Schemat reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydku fenylu oraz etynylobenzenu

dzi(I), tworzonych w wyniku reakcji redukeji siarczanu(VI) miedzi(II) kwasem askorbinowym.
W owym czasie, reakcja cykloaddycji azydek-alken katalizowana kationami miedzi (CuAAC,
ang. Cu-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition) zaczela byé¢ stosowana powszechnie nie tylko
w chemii, ale réwniez w niektérych obszarach nauk biologicznych oraz chemii materialéow, ze
wzgledu na bardzo tatwy proces syntetyczny, tatwosé oczyszczania oraz wysoka wydajnosé pro-
wadzonych reakcji [238-245]. Pomimo wielu badan, mechanizm reakcji CuAAC pozostaje nadal

dyskusyjny. Nie do konca zbadany jest sposéb chelatowania azydku do centrum kationu miedzi,

i NE\ |
NNR,
RH E
N. N.
N R
E+
RN [Cul
R; N —>» R_——
N [O] - 1 —_—
= [Cu]
N N R,
N ‘Rz
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M redukcyjna —Cu o Yomgremey R, =
RH[M] eliminacja [Cu] 1 1" N=N-N-R;; | [Cu]
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2 N. .N. sprzeganie [Cu] —
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produkt uboczny

Rysunek 1.27: Proponowany mechanizm reakcji cykloaddycji CuAAC. Oznaczenie [Cu] dotyczy
kationoéw miedzi o blizej nieokreslonym stopniu utlenienia, otoczonych réznymi ligandami
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ktory od zawsze uwazany byl za proces determinujacy szybkosé¢ reakcji chemicznej. Ponadto,
niejasne pozostaje protonowanie triazolowego zwiazku miedzioorganicznego, bedacego interme-
diatem w celu uzyskania produktu koncowego [239, 246, 247]. Proponowany mechanizm reakcji

CuAAC zaprezentowalem na Rysunku 1.27.

Niespelna trzy lata pdzniej od opisania metody CuAAC, profesor Valery Fokin wraz ze
swoim zespotem przy wspdipracy z profesorem Sharplessem, opisal selektywna metode otrzy-
mywania izomeru 1,5-dipodstawionego 1,2,3-triazolu w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji [248,
249]. Metoda ta polegala na wykorzystaniu sterycznie zatloczonych katalizatoréw rutenu(II),
ktorych przykladem jest chlorek pentametylocyklopentadienylo-bis(trifenylofosfina)rutenu(II)
(Cp*-RuCly(PPhg)2). Autorzy opisali, iz w przypadku stosowania tego typu katalizatoréw, po-
wstawanie izomeru 1,5-dipodstawionego-1,2,3-triazolu byto jedynym produktem reakcji. Nalezy
podkreslié, iz zastosowanie katalizatoréw rutenowych, zawierajacych ligandy o mniejszym zatto-
czeniu sterycznym, m.in. RuCla(PPhg)s2 (dichlorku tris(trifenylofosfina)rutenu(Il)) czesto pro-
wadzito do powstawania mieszaniny izomeréw 1,2,3-triazolu. Struktury ww. katalizatorow za-

prezentowalem na Rysunku 1.28.

CH;
R
H,c” | “cH Ph;- R -PPh,
T oRu PPh;
Cl1” | “PPhy
PPh3 RllClz(PPh3)3

Cp*-RuCI(PPh;),

Rysunek 1.28: Struktura chemiczna katalizatora rutenowego stosowanego w reakcji 1,3-dipolarne;j
cykloaddycji

Do chwili obecnej, naukowcom udalo sie opracowaé szereg metod syntezy 1,2,3-triazolu,
ktére nie opieraja sie na reakcji CuAAC. Polegaja one na wykorzystaniu przeréznych reagentéw
m.in. ketonéw zawierajacych silng grupe elektronoakceptorowa, 1,3-diketonéw, [-ketoestréw,
allenéw, ketenow acetali, aldehydéw, nitryli, o-hydroksyiminohydrazonéw, bis-hydrazonéw 1,2-
diekton6w w obecnosci zasad (np. DBU, tert-butanolanu, pirolidynonu) i wielu innych [250—
261]. Ponadto, zastosowanie siarczanu(VI) miedzi(II) w srodowisku redukujacym nie jest jedy-
nym podejsciem do efektywnego przeprowadzenia reakcji CuAAC. Naukowcom udato sie takze
zastosowaé inne katalizatory — tlenek miedzi(II), chlorek, bromek oraz jodek miedzi(I), a takze
kationy srebra(I) czy nanostruktury zlota [214, 262-270]. Interesujacy jest réwniez fakt, iz z
powodzeniem udalo sie przeprowadzi¢ reakcje cykloaddycji z elementarna forma miedzi wyko-

rzystujac techniki mechanochemiczne [271].
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1.9 Cel i zakres pracy

W ramach realizacji pracy doktorskiej w zespole dr. hab. inz. Sebastiana Demkowicza prof.
PG w Katedrze Chemii Organicznej Wydzialtu Chemicznego Politechniki Gdanskiej otrzymatem

nastepujace zadania:

1. Przeprowadzenie przegladu literaturowego z zakresu budowy oraz mechanizmu funkcjono-
wania STS.

2. Zebranie materiatu literaturowego na temat dostepnych inhibitoréw STS oraz ich wyko-

rzystania w leczeniu HDC.

3. Dokonanie przegladu literaturowego na temat wtasciwosci, zastosowania oraz metod otrzy-

mywania pochodnych 1,2,3-triazolu oraz 1,2,4-oksadiazolu.

4. Zaprojektowanie struktur nowych, potencjalnych inhibitorow STS na bazie amidosiarcza-
nowych pochodnych 1,4-diarylopodstawionych 1,2,3-triazolu oraz 3,5-diarylopodstawio-

nych 1,2,4-oksadiazolu wykorzystujac techniki dokowania molekularnego.

5. Przeprowadzenie syntezy organicznej wyselekcjonowanych, potencjalnych inhibitoréw STS

na podstawie otrzymanych wynikéw dokowania molekularnego.

6. Przeprowadzenie szeregu doswiadczen eksperymentalnych majacych na celu zoptymalizo-

wanie warunkéw reakcji otrzymywania pochodnych azydkéw fenylowych.
7. Przeprowadzenie badan optymalizacji warunkéw reakceji otrzymywania benzenokarboksy-
imidoamidow.

8. Przeprowadzenie badan aktywnosci biologicznej otrzymanych zwiazkow w tescie enzy-
matycznym (wykorzystujac enzym wyizolowany z lozyska ludzkiego) oraz komoérkowym

(wobec linii nowotworowej MCF-7).

9. Przeprowadzenie badan aktywnosci przeciwnowotworowej in vivo zwiazkéw, charaktery-

zujacych sie najkorzystniejszymi wynikami w testach in wvitro.
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2.1 Uzasadnienie podjetych badan oraz opis plano-

wanych eksperymentéow

Dotychczasowe badania prowadzone w zespole dr. hab. inz. Sebastiana Demkowicza z
Katedry Chemii Organicznej Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej dotyczace rozwoju
nowych, skutecznych inhibitoréw STS majacych potencjalne zastosowanie w leczeniu HDC, do-
prowadzily do otrzymania obszernej biblioteki zwiazkéw charakteryzujacych sie zréznicowana
aktywnoscia (patrz, podrozdzial 1.6.6). Z doswiadczenia zespolu jednoznacznie wynika, ze na
aktywnos$¢ nowo otrzymanych zwiazkow wobec STS wplyw maja zaréwno rodzaj farmakofora

jak réwniez budowa i wlasciwosci rdzenia czasteczki.

W ramach powierzonego mi zadania postanowilem otrzymaé szereg nowych zwiazkow
bedacych potencjalnymi inhibitorami STS na bazie 1,4-diarylopodstawionych amidosiarczano-
wych pochodnych 1,2,3-triazolu oraz 3,5-diarylopodstawionych amidosiarczanowych pochodnych
1,2,4-oksadiazolu (Rysunek 2.1). Uzasadnieniem wyboru ww. pierécieni heterocyklicznych sta-
nowiacych rdzen projektowanych inhibitoréw byt ich udokumentowany, szeroki zakres aktyw-
nosci biologicznych (szczegdly: rozdzial 1.7 oraz 1.8). Ponadto uklad pierscieni aromatycznych
proponowanych przeze mnie struktur chemicznych skutecznie imituje steroidows strukture na-
turalnych substratéw STS. Oznacza to, ze istnieje wysokie prawdopodobienstwo, iz zaprojekto-
wane zwigzki o budowie niesteroidowej nie beda wykazywaly silnych witasciwosci estrogenowych
(bedacych gléwna przyczyna negatywnych wynikéw eksperymentalnych badan klinicznych) cha-

rakteryzujac sie jednocze$nie wysoka aktywnoscia wobec STS.
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Rysunek 2.1: Struktura ogélna amidosiarczanowych pochodnych 1,2,4-oksadiazolu (A, B, C; Ry = H,
F; n = 0, 1) oraz amidosiarczanowych pochodnych 1,2 3-triazolu (D; Ry = H, F, CF3, OCF3, Cl, Br, I,
CH;, CH,CH3, CH(CHs),, OCHs, NO3)
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2.2 Modelowanie molekularne

Przed przystapieniem do syntezy organicznej, podjatem sie realizacji zadania polegajacego
na zaprojektowaniu struktur (z wykorzystaniem technik dokowania molekularnego) nowych in-
hibitoréw STS na bazie amidosiarczanowych pochodnych 1,2,4-oksadiazolu oraz amidosiarcza-
nowych pochodnych 1,2,3-triazolu zawierajacych w swojej konstytucji podstawniki o zréznico-
wanym charakterze i pézniejszej selekcji zwiazkdéw na podstawie wyliczonej swobodnej energii
wiazania (bedacej rezultatem pracy programu AutoDock Vina 1.1.2). Modelowanie molekularne
stanowilo réwniez doskonate narzedzie badawcze, ktére umozliwito mi przeprowadzenie ana-
lizy relacji struktura-aktywno$é (SAR), jak réwniez pozwolilo na wyjasnienie réznic poziomu
aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych pochodnych oraz identyfikacje dodatkowych oddziatywan
elektrostatycznych pomiedzy resztami aminokwasowymi a inhibitorem w centrum katalitycznym

enzymu. W skrécie, procedura eksperymentéw dokowania molekularnego obejmowata nastepu-

jace etapy:

1. Odpowiednie przygotowanie struktury enzymu pobranej z bazy PDB (PDB ID: 1P49).

2. Przygotowanie struktur potencjalnych inhibitoréw STS i optymalizacja ich geometrii z

uzyciem oprogramowania HyperChem 8.0.7.

3. Wykonanie dokowania molekularnego geometrycznie zoptymalizowanych ligandéw za po-
mocg oprogramowania AutoDock Vina 1.1.2. Eksperymenty dokowania kazdego liganda
przeprowadzono w pieciu powtérzeniach w celu zminimalizowania bledu obliczeniowego

programu.

4. Interpretacja otrzymanych wynikéw: analiza otrzymanych swobodnych energii wigzan oraz

graficzna wizualizacja sposobu dokowania ligandéw.
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2.3 Modelowanie molekularne amidosiarczanowych po-

chodnych 1,2,3-triazolu

Intensywne badania nad rozwojem nowych inhibitoréw STS prowadzone w zespole dr.
hab. inz. Sebastiana Demkowicza definitywnie ukazaly korzystny wplyw obecnosci atoméw flu-
oru w strukturze chemicznej zwigzku na jego wtaéciwosci biologiczne oraz fizykochemiczne. Na
podstawie tych doswiadczen postanowilem przeprowadzi¢ szereg symulacji komputerowych pole-
gajacych na zadokowaniu amidosiarczanowych pochodnych 1,2,3-triazolu zawierajacych w swojej

konstytucji fluor lub tez ugrupowania posiadajace ten atom.

Na podstawie wynikéw przeprowadzonych badan komputerowych wyselekcjonowatem 13
nowych, amidosiarczanowych pochodnych 1,2 3-triazolu zawierajacych w swojej konstytucji atom
fluoru (Ia—m, Tabela 2.1). Otrzymane wyniki badan modelowania molekularnego wskazywaly
na bardzo wysoki stopiefi dopasowania nowo zaprojektowanych zwiazkéw do centrum katalitycz-
nego enzymu (Rysunek 2.2). Obliczone przez program dokujacy wartosci swobodnych energii
wigzania kompleksow inhibitor-enzym ksztaltowaly sie na zadowalajacym poziomie w przedziale
od —5,3 do —7,1 kcal/mol (odpowiednio dla zwiazku Im i Ih; warto$¢ swobodnej energii wiaza-
nia dla zwiazku referencyjnego — Irosustatu wyniosta —5,4 kcal/mol, Tabela 2.1). Korzystne

wartosci swobodnych energii wigzania otrzymane dla nowo zaprojektowanych zwigzkéw moga

Phe488

Rysunek 2.2: Graficzna wizualizacja wynikéw dokowania molekularnego zwiazkéw Id (oznaczony na
czerwono), Ie (oznaczony na niebiesko) oraz zwiazku referencyjnego — Irosustatu (oznaczony na
zielono)
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Tablica 2.1: Wyniki dokowania molekularnego pochodnych 1,2,3-triazolu Ia—ab oraz zwiazku
referencyjnego — Irosustatu

R N
o. 0 4 , NIlI 0
\'S\\O N~ /\\S .0 (02N 0]
H;N H,oN \\O
Ia—ab Irosustat
Nazwa R Swobodna energia wiazania [kcal/(mol)]

Ia H —6.1
Ib 4-F 6.5
Ic 3-F -6.3
1d 3,4-diF 6.7
Ie 3,5-diF 6.7
If 2,3,4-triF 6.7
Ig 4-CF 5.9
Ih 3-CF3 -7.1
Ii 2-CF3 —6.2
Ij 3,5-diCF3 6.6
Ik 2-CF3-4-F —6.4
11 4-OCF3 —6.2
Im 2-OCF3 -5.3
In 3-Cl -6.3
Io 3,5-diCl 6.3
Ip 3-Br -5.5
Ir 3,5-diBr -5.1
Is 3-1 -95.5
It 3,5-dil -3.8
Iu 3-CH; 4.6
Iw 3,5-diCHs 6.3
Ix 3-OCHj; -5.8
Iy 3,5-diOCH; 45
Iz 3-CH,CHj; 6.1
Taa 3-CH(CHs)2 5.8
Iab 3-NO- -3.6
Irosustat - -5.4

wynika¢ z obecnosci dodatkowych oddziatywan hydrofobowych i hydrofilowych wystepujacych

miedzy ligandem a resztami aminokwasowymi w centrum katalitycznym enzymu. W toku prze-

prowadzonych badan zaobserwowalem, iz nowo zaprojektowane inhibitory STS dokowaly sie

w sposéb analogiczny do zwiazku referencyjnego — Irosustatu. Bardzo istotnym elementem

wykonanych eksperymentow byl fakt, iz ugrupowanie amidosiarczanowe zadokowanych inhibi-
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toréw znajdowato sie w bliskim otoczeniu reszty fGly75, co jest niezbedne w celu skutecznego

zahamowania biologicznej aktywnosci enzymu.

.

Phe488

‘ Thr4 =
t/ 4.87 F A

Rysunek 2.3: Graficzna wizualizacja kompleksu inhibitor-enzym dla zwiazku If

Warto zauwazy¢, iz terminalne pierécienie aromatyczne dokowanych zwiazkow znajdowaty
sie w sasiedztwie aminokwasow o charakterze lipofilowym - Pheb53, Phe237, Phe230, Phel82,
Phel78, Leul03, co moze sugerowaé wystepowanie dodatkowych oddzialtywan hydrofobowych
majacych znaczacy wplyw na wzrost aktywnosci inhibicyjnej zwiazkéw (Rysunek 2.2). Do-
datkowo, obecno$¢ pierdcienia heterocyklicznego moze prowadzi¢ do wystepowania oddzialywan
elektrostatycznych w centrum aktywnym enzymu. Odleglo$¢ pomiedzy pierscieniem 1,2,3-triazo-
lu zwiazku If a aminokwasem Thr484 bioracym udzial w rozpoznawaniu naturalnego substratu
STS, byta stosunkowo niewielka, sugerujac pojawienie sie¢ dodatkowych oddzialywan elektrosta-
tycznych stabilizujacych kompleks ligand-biatko (Rysunek 2.3). Ponadto dystans pomiedzy
atomem fluoru w polozeniu meta zwiazku If a Arg98 byl najmniejszy w poréwnaniu z pozosta-
lymi atomami fluoru. W toku przeprowadzonych badan biologicznych okazalo sie, ze to wlasnie
pochodne zawierajace w swojej konstytucji podstawniki w pozycji meta w terminalnym pier-
$cieniu aromatycznym w stosunku do ugrupowania amidosiarczanowego wykazywaly najwyzsza
aktywnos$¢ inhibicyjna (patrz szczegdly rozdzial 2.5). Ta jakze istotna obserwacja byta dla mnie
podstawa do zaprojektowania kolejnej serii amidosiarczanowych pochodnych 1,2,3-triazolu, za-
wierajacych w swojej strukturze zréznicowane podstawniki (w pozycji meta) w terminalnym
pierécieniu aromatycznym tj. atomy chloru, bromu, jodu oraz ugrupowania metylowe, etylowe,
izopropylowe, metoksylowe oraz nitrowe, w celu zbadania ich wplywu na zdolno$¢ inhibicyjna

potencjalnych inhibitoréw.
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2.4 Synteza 1,4-diarylopodstawionych amidosiarcza-

nowych pochodnych 1,2,3-triazolu

Po przeprowadzeniu selekcji potencjalnych inhibitoréw STS w oparciu o wyniki doko-
wania molekularnego, w nastepnym etapie przystapitem do ich otrzymania na drodze syntezy
chemicznej. W celu otrzymania pochodnych 1,2,3-triazoli zdecydowalem sie wykorzystac¢ reakcje
1,3-dipolarnej [3+2] cykloaddycji Huisgen’a CuAAC. Zaprojektowane zwiazki otrzymalem wg.

strategii przedstawionej na Schemacie 2.1.

o
r - HO
26
NH,  ~BuONO N3 Q
TMSN; TBAF
- 7, N R
ACN 1M askorbinian sodu / |
R R CuSO4 -5 Hy0 HO NN

Ia—ab DCM
O \,\S ,: O
OCN

Schemat 2.1: Strategia otrzymywania amidosiarczanowych pochodnych
4-(1-fenylo-1H-1,2,3—triazol-4-ilo)fenolu Ia-ab; R = H, F, CF3, OCFj3, Cl, Br, I, CH3, CH,CHs,
CH(CHs)s, OCHj;, NO,

W pierwszej kolejnosci przystapitem do syntezy 4-((trimetylosililo)etynylo)fenolu (26), al-
kinowego produktu posredniego niezbednego w celu otrzymania zaprojektowanych zwiazkow.
Zwiazek 26 zsyntetyzowalem wykorzystujac reakcje sprzegania Sonogashiry pomiedzy 4-jodofe-
nolem oraz trimetylosililoacetylenem [272]. Po izolacji otrzymanego produktu przystapitem do
syntezy fenolowych rdzeni inhibitoréw. W tym etapie, komercyjnie dostepna pochodna aniliny
traktowalem azotynem tert-butylu (¢-~-BuONO) w bezwodnym acetonitrylu (ACN) w tempera-
turze 0°C. Nastepnie, do mieszaniny reakcyjnej wprowadzalem azydek trimetylosililu (TMSN3).
Zabarwienie mieszaniny reakcyjnej ulegto zmianie z bezbarwnej lub delikatnie z6ttej na poma-

ranczows i z uptywem czasu brunatnoczerwona. Reakcje kontynuowalem przez 4 godziny. Po-
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wstajace produkty uboczne podczas formowania sie¢ pochodnej azydobenzenu nie wykazywaly
znaczacej reaktywnodci chemicznej. Z tego tez powodu, zdecydowalem sie zastosowaé synteze
typu ,,one-pot”, poprzez wprowadzenie kolejnych reagentéw bez uprzedniej izolacji pochodnej
azydku fenylu. Ta strategia pozwolila mi na efektywne otrzymywanie fenolowych rdzeni in-
hibitoréw. W tym celu, po otrzymaniu in situ pochodnej azydku do mieszaniny reakcyjnej
wprowadzilem zwiazek 26, a nastepnie 1 M roztwér fluorku tetrabutyloamoniowego (TBAF) w
tetrahydrofuranie (THF) w celu deprotekcji ugrupowania alkinowego. Po uptywie kilku minut do
mieszaniny reakcyjnej wprowadzitem swiezo sporzadzony 1 M wodny roztwér askorbinianu sodu
oraz pentahydrat siarczanu(VI) miedzi(II). Tak przygotowane mieszaniny reakcyjne pozostawia-
tem w stanie mieszania przez noc. Kolejny etap obejmowat izolacje produktu poprzez wstepne
zatezenie mieszaniny reakcyjnej i ekstrakcje z uzyciem octanu etylu. Po odseparowaniu warstwy
organicznej otrzymywatem surowe produkty 27a-ab, ktére oczyszczalem poprzez rekrystalizacje

z ACN. Wydajnosci reakcji cykloaddycji byly zadowalajace i wahaly sie w granicach 35-82%.

W kolejnym etapie syntezy, rdzenie potencjalnych inhibitoréw funkcjonalizowatem poprzez
wprowadzenie ugrupowania amidosiarczanowego. Zwigzki 27a-ab traktowalem chlorkiem sulfa-
moilu otrzymanym in situ w wyniku reakcji izocyjanianu chlorosulfurylu z kwasem mréwkowym
w obecnosci katalitycznych iloéci N,N-DMA. Surowe produkty oczyszczalem poprzez rekrysta-

lizacje z ACN otrzymujac finalne zwiazki Ia-ab z wydajno$ciami w granicach od 50% do 86%.

2.4.1 Optymalizacja warunkéw reakcji otrzymywania amidosiar-

czanowych pochodnych 1,2,3-triazolu

Pomimo otrzymania fenolowych pochodnych 1,2,3-triazolu, wiekszo$¢ wydajnosci reakcji
CuAAC ksztaltowala sie na przecietnym poziomie (siegajacym okoto 60% gltéwnie dla pochod-
nych zawierajacych w swojej konstytucji atomy fluoru). W wielu protokoltach dostepnych w lite-
raturze chemicznej wydajnosci reakcji CuAAC byly wyzsze i zalezaly w duzej mierze od stopnia
skomplikowania struktury zwigzku. Niemniej jednak w przypadku pochodnych niezawierajacych
zrdznicowanych grup funkcyjnych, wydajnosci reakceji siegaly w przyblizeniu 90%. Z tego tez po-
wodu postanowitem zbadaé¢ przyczyne relatywnie nizszej efektywnosci otrzymywanych przeze

mnie pochodnych.

W pierwszej kolejnosci podjatem sie optymalizacji wydajnosci reakcji otrzymywania nie-
ktérych azydkéw in situ. Nienaturalnym wydawalo mi sie, ze reakcja podstawienia soli dia-
zoniowej, prowadzaca do uzyskania pochodnej azydku fenylu, zachodzi z intensywng zmiang
barwy mimo, iz opisane w literaturze analogiczne pochodne azydkowe posiadaly kolor bialy

lub odcienie z6ttego. Wobec powyzszego, w pierwszej kolejnosci postanowitem przeprowadzié
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NH,  +BuONO N,*t-BuO~ TMSN; N3
-20°C -25°C - -15°C
—_— —_—
Q ACN Q ACN Q
R R R
in situ in situ

Schemat 2.2: Schemat reakcji optymalizacji otrzymywania pochodnych azydkéw fenylowych in situ
(R = 3-F (27¢), 3,5-diF (27e), 2,3 4-triF (27f), 3-Cl (27n) oraz 3,5-diCl (270))

szereg eksperymentow otrzymywania azydku fenylu obnizajac temperature mieszaniny reakcyj-
nej z przy uzyciu tazni chlodzacej z suchym lodem (Schemat 2.2)!. Poczatkowo temperature
roztworu aniliny w ACN obnizatem do —20°C. Nastepnie wkraplalem, intensywnie mieszajac,
t-BuONO. Po tak wykonanym eksperymencie analiza TLC nie wykazata obecnosci substratu
w mieszaninie reakcyjnej. W kolejnym etapie rozpoczatem ostroznie wprowadzaé¢ do mieszaniny
reakcyjnej TMSN3. Utrzymywanie temperatury na poziomie —20°C najczesciej uniemozliwiato
przeprowadzenie transformacji — nie obserwowalem wydzielania sie pecherzykow gazu. Dopiero
osiggniecie temperatury okoto —13°C skutkowalo zapoczatkowaniem reakcji. Kolejne porcje re-
agenta wprowadzalem wylacznie w momencie zaprzestania wydzielania sie czasteczkowego azotu.
Dzieki kontrolowanemu wkraplaniu azydku trimetylosililowego do mieszaniny reakcyjnej nie za-
obserwowalem intensywnej zmiany zabarwienia podczas powstawania produktu. Mieszanina po-
zostawala bezbarwna lub bladozétta. Po catkowitym wkropleniu reagenta mieszanine reakcyjna
pozostawilem w stanie mieszania na 15 minut w temperaturze —15°C. Do tak otrzymanej in situ
pochodnej azydku fenylu wprowadzalem 26 oraz TBAF usuwajac taznie chlodzaca i pozwalajac
samoczynnie ogrzaé sie mieszaninie reakcyjnej do temperatury pokojowej. Nastepnie, reakcje
kontynuowalem w sposéb analogiczny jak zostalo to opisane w rozdziale 2.4. Wynikiem prze-
prowadzonego eksperymentu bylo otrzymanie fenolowych pochodnych 27c, 27e, 27n, oraz 270

z wydajnoscig okoto 90% i mozliwo$é wydajnej syntezy réwniez w skali kilkugramowe;j.

W toku prowadzonych eksperymentéw zaobserwowalem réwniez znaczace réznice w reak-
tywnosci poszczegolnych pochodnych aniliny, szczegdlnie podczas syntezy azydku 2,3,4-trifluoro-
fenylowego. W tym przypadku reakcja zachodzita gwalttownie z natychmiastowym wydzielaniem
sie pecherzykéw gazu juz w —20°C podczas wprowadzania TMSN3 do roztworu otrzymanej soli
diazoniowej. Wobec powyzszego, konieczne bylo obnizenie temperatury do —27°C w celu mini-
malizacji ryzyka powstawania produktow ubocznych. Podczas intensywnego wkraplania TMSNg
temperatura reakcji wzrastala powodujac zmiane zabarwienia mieszaniny reakcyjnej na kolor

krwistoczerwony i otrzymywanie niepozadanych produktow ubocznych, ktore obserwowalem na

Kolbe zawierajaca mieszanine reakcyjna chlodzilem obnizajac temperature eteru dietylowego za pomoca
odpowiednich porcji suchego lodu.
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podstawie analizy TLC mieszaniny reakcyjnej. Zjawisko to mozna wyttumaczy¢ zwigkszona po-
datno$cig pochodnej soli diazoniowej na reakcje aromatycznej substytucji nukleofilowej wynika-
jaca z obecnosci grup (w tym przypadku atoméw) posiadajacych silny efekt indukcyjny. Wobec

powyzszego, wydajnosé otrzymywania zwiazku 27f uksztaltowala sie na poziomie 70%.2.

2W czeéci eksperymentalnej, wydajnoéci reakcji otrzymywania pieciu pochodnych po procesie optymali-
zacji, zostaly podane w nawiasach
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2.5 Badania biologiczne in vitro amidosiarczanowych

pochodnych 1,2,3-triazolu

Dzieki wspélpracy z zespolem dr. hab. Macieja Maslyka z Wydzialu Nauk Scistych i Nauk
o Zdrowiu Instytutu Biotechnologii Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego, otrzymane na drodze
syntezy chemicznej potencjalne inhibitory STS na bazie amidosiarczanowych pochodnych 1,2,3-
triazolu zbadano pod katem aktywnosci biologicznej w tescie enzymatycznym, wykorzystujacym
znakowany radioizotopowo siarczan estronu ([*H]-E1S). Na podstawie otrzymanych rezultatéw
wyselekcjonowatem zwiazki o najbardziej obiecujacym potencjale do dalszych testow in vitro tj.
testu komoérkowego z wykorzystaniem linii nowotworowej MCF-7. Zwiazki testowano w trzech
stezeniach — 100 nM, 10 nM oraz 1 nM, poddajac selekcji pochodne na kazdym etapie badan. Dla
najbardziej aktywnych pochodnych wyznaczono wartosé parametru ICsg i poddano je dalszym

badaniom w testach in wvivo.

2.5.1 Badania in vitro amidosiarczanowych pochodnych 1,2,3-

triazolu — test enzymatyczny

W pierwszym etapie prowadzonych eksperymentéw poddatem badaniom zwiazki zawie-
rajace podstawniki w pozycji meta oraz dwie najbardziej aktywne pochodne wyselekcjonowane
na podstawie testu screeningowego reprezentujace serie pochodnych fluorowanych (szczegéty:
Demkowicz S., Dasko M., Rachon J., Biernacki K., Aszyk J., Kozak W., Mastyk M., Kubin-
ski K.; New potent STS inhibitors based on fluorinated 4-(1-phenyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)phenyl
sulfamates. Synthesis and biological evaluation. J. Asian Nat. Prod. Res. 2020, 22, 1037-1044).
Otrzymane wyniki jednoznacznie potwierdzity bardzo wysoki potencjat inhibicyjny wszystkich
pochodnych (Tabela 2.2), ktére zdolne byly do znaczacego obnizenia aktywnosci STS w ste-
zeniu submikromolanrym (pozostata aktywnos$é STS ksztaltowala sie na poziomie od 11,78 do

55,11% odpowiednio dla It oraz Iy przy stezeniu inhibitora réwnym 0,5 pM)

Najwyzsza aktywnosé biologiczng w tescie enzymatycznym wykazaly pochodne zawiera-
jace w swojej konstytucji atomy jodu (Is oraz It) oraz zwiazek -diCl (Io). Ponadto, pochodne
1,2,3-triazolu zawierajace ugrupowania alkilowe wykazaly réwniez stosunkowo wysoka aktywnosé
(14,51% dla pochodnej 1z). Najnizsza aktywnos¢ biologiczna w tescie enzymatycznym wykazaly
analogi zawierajace w strukturze ugrupowania bis-metylowe oraz bis-metoksylowe osiagajac od-

powiednio wartosci 52,45 oraz 55,11%.

Na podstawie analizy SAR wywnioskowaltem, iz zdolnos¢ inhibicyjna otrzymanych po-

chodnych zalezy gléwnie od dwdch parametréw — hydrofobowosci oraz rodzaju atomu halogenu
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Tablica 2.2: Wyniki aktywnosci STS w radioizotopowym tescie enzymatycznym przy stezeniu
inhibitoréw réwnym 0,5 pM

0. P /,Nﬂr ¢
\S\\ N’
N ©
In—ab, Ic oraz Ie
Nazwa R Pozostata aktywnosé
STS [%]
In 3-Cl 19,49 £ 0,97
Io 3,5-diCl 13,32 £ 0,67
Ip 3-Br 24,05 4+ 1,20
Ir 3,5-diBr 28,88 + 1,44
Is 3-1 13,23 £ 0,66
It 3,5-dil 11,78 £ 0,59
Iu 3-CHs 34,23 £ 1,71
Iw 3,5-diCH3 52,45 4+ 2,62
Ix 3-OCH3 43,35 + 2,17
Iy 3,5-OCHj3; 55,11 4+ 2,76
Iz 3-CH,CHj3 14,51 £ 0,73
Taa 3-CH(CHj)2 18,10 £ 0,90
Iab 3-NO- 28,88 + 1,44
Ic 3-F 37,92 + 1,90
Ie 3,5-diF 17,34 £ 0,87

w pozycji meta. Jak sie okazalo, usytuowanie fluorowca w pozycji meta powodowalto wzrost hy-
drofobowej natury terminalnego pierscienia aromatycznego, co moglto wplywaé na zwiekszenie
ilodci interakcji typu van der Waals’a w centrum katalitycznym enzymu prowadzac tym sa-
mym do zwigkszenia stabilnosci kompleksu biatko-inhibitor. W rzeczy samej, amidosiarczanowe
pochodne 1,2,3-triazolu zawierajace atomy jodu (Is orz It) wykazywaly najwyzsza aktywnosé
biologiczng. Na podstawie przeprowadzonych badan modelowania molekularnego zauwazytem,
iz atomy jodu zwiazku It znajduja sie w bliskim otoczeniu Arg98 oraz Thr484 w centrum aktyw-
nym STS (Rysunek 2.4). Tak bliskie usytuowanie tych atoméw moze powodowaé powstawanie
oddzialywan halogenowych. Doniesienia literaturowe sugeruja, iz tego typu interakcje biora ak-
tywny udzial w stabilizowaniu ukltadéw biologicznych (typu biatko-ligand), niemniej jednak ich

wplyw jest wciaz dyskutowany [273-276].

Na podstawie otrzymanych wynikow testu enzymatycznego do dalszej ewaluacji in wvitro

skierowatlem wszystkie otrzymane amidosiarczanowe pochodne 1,2,3-triazoli.
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Rysunek 2.4: Graficzna wizualizacja kompleksu inhibitor-enzym dla zwigzku Ie oraz It

2.5.2 Badania in wvitro amidosiarczanowych pochodnych 1,2,3-

triazolu — test komoérkowy

W pierwszym etapie przeprowadzonych badan komérkowych, wyznaczono zdolno$¢ do ha-
mowania aktywnosci enzymu nowo zaprojektowanych zwiazkéw przy stezeniu inhibitora réwnym
100 nM. Jak si¢ okazalo, znaczna wiekszos¢ zbadanych pochodnych byta zdolna catkowicie za-
blokowaé aktywnos$é enzymu (Tabela 2.3). Pozostata aktywno$é STS na poziomie 1% zostala
zmierzona dla pochodnych Ic, Ie, If oraz Il. Jak sie okazalo, zwiazki Ia, Ib, Id, Ig, Ih, Ik,
In-r, Is, Iu, Iz oraz Iaa wykazywaly réwniez wysoka aktywnos¢ inhibicyjna i byty zdolne do
obnizenia aktywnosci sulfatazy steroidowej w 95%. Interesujacym okazal sie fakt, iz zwiagzek It
posiadajacy najwyzszg aktywnos$é w tescie enzymatycznym charakteryzowal sie znacznie nizsza
aktywnoscia w tescie komérkowym w poréwnaniu z pozostalymi analogami 1,2,3-triazolu (osia-
gajac poziom 18,7% aktywnosci STS przy stezeniu inhibitora réwnym 100 nM). Zjawisko to
tlumaczy fakt, iz It posiada obnizong zdolno$é do penetracji btony komérkowej co wynika z jego
zwiekszonej hydrofobowosci spowodowanej obecnoscia az dwéch atoméw jodu. Wartym odnoto-
wania jest réwniez fakt, iz zwiagzki referencyjne charakteryzowaly sie podobnym lub nieznacznie

nizszym poziomem aktywnosci inhibicyjnej (51,8% oraz 2,4% aktywnosci STS dla COUMATE
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oraz Irosustatu przy stezeniu réwnym 100 nM).

W kolejnym etapie badan, przeprowadzono selekcje wybranych zwiazkéw oraz wyznaczono
ich aktywno$¢ inhibicyjng przy stezeniu inhibitora rownym 10 nM. Aktywno$é biologiczna STS
w komoérkach MCF-7 przy stezeniu substancji aktywnej wynoszacym 10 nM ksztaltowala sie na
poziomie od 1% (dla pochodnych Ic oraz Ie) do 73,4% (Iaa). Zwiazek referencyjny — Irosustat
zdolny byl zahamowaé aktywno$é STS o 87,1%.

W ostatnim etapie przeprowadzono badania aktywnosci biologicznej przy stezeniu inhibi-
tora réwnym 1 nM. Pozostala aktywnosé STS miescila sie w zakresie od 13,6% (dla pochodnej
Ie) do 79,4% (dla zwiazku Ip). W tym samym tescie biologicznym Irosustat osiagnal aktywnosé
na poziomie 83,2%. W ostatnim etapie, dla pieciu najaktywniejszych pochodnych wyznaczono
wartos¢ parametru ICsg, ktory wyniést 1,90; 1,71; 2,95 oraz 1,69 nM dla odpowiednio In, Io,
If, Ic (warto$¢ ICso dla Irosustatu wyniosta 1,06 nM). Wyniki przeprowadzonego ekspery-
mentu dla pochodnej Ie okazaly sie wyjatkowo obiecujace. Otéz wartoéé parametru ICsg dla
ww. pochodnej wyniosta 0,21 nM co oznacza, iz zwiazek ten wykazal 5-krotnie wyzsza czynnos$é

biologiczna niz zwiazek referencyjny (Tabela 2.3).
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Tablica 2.3: Wyniki pozostatej aktywnosci STS w komérkach MCF-7 po inkubacji z inhibitorami STS
oraz dwoma zwigzkami referencyjnymi — Irosustat oraz COUMATE, przy stezeniu réwnym 100, 10

oraz 1 nM

0. QW 0 b
S N~ .S” v .0 O
HN ~0 H,N b H,N ’S\b
Ia-ab COUMATE Irosustat
Pozostala aktywno$é STS [%)] 1Cso [0M]
Nazwa R 100 nM 10 nM 1 nM
Ia H 1.5+ 0,05 16,6 + 1,63 - -
b AF 1,5 + 0,05 60,2 + 2,7 - -
Ic 3F 1,0 + 0,04 1,0 + 0,05 57.3 + 3,44 1,69 + 0,08
1d 3,4-diF 3,0 + 0,14 - - -
Te 3,5-diF 1,0 + 0,05 1,0 + 0,06 13,6 + 0,48 0,21 + 0,01
If 2,3, 4-triF 1,0 + 0,04 24,2 + 1,45 38,9 + 1,95 2,95 + 0,13
Ig 4-CF, 2.9+ 0,15 - - -
Th 3-CFy 1,3 + 0,06 59,9 + 3,29 - -
Ii 2-CFy4 55+ 03 - - -
Tj 3,5-diCF 14,7 + 0,88 - - -
Tk 9-CF4-4-F 2.4 + 0,13 48,2 + 3,37 - -
1l 4-OCF; 1,0 + 0,03 9.5 + 0,48 71,8 + 4,67 -
Im 2-0CF; 15,5 + 0,93 - - -
In 3.C1 2.4 + 0,07 28,1 + 1,12 38,2 + 1,34 1,90 + 0,06
Io 3,5-diCl 2,0 £ 0,1 17,8 £ 0,62 63,7 + 2,55 1,71 £ 0,05
Ip 3-Br 2.1 + 0,07 39.9 + 2,19 79,4 + 4,76 -
Ir 3,5-diBr 83 + 04 - - -
Is 31 2.0 + 0,11 31.8 + 1,59 675 + 3,71 -
Tt 3,5-dil 18,7 + 0,93 - - -
Tu 3-CHj 3,1+ 0,12 - - -
Iw 3.5-diCHs 10,2 + 0,61 - - -
Ix 3-OCH; 6,8 + 0,24 - - -
Ty 3,5-diOCH; 34,3 + 1,88 - - -
Iz 3-CH,CHj 2.6 + 0,08 - - -
Iaa 3-CH(CHs)s 2.4 + 0,12 73,4 + 4,77 - -
Tab 3-NO, 5,9 + 0,32 - - -
COUMATE - 51,8 + 3,36 - - -
Trosustat - 2.4 + 0,07 12,9 + 0,77 168 + 05 1,06 + 0,03
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2.6 Badania biologiczne in vivo amidosiarczanowych

pochodnych 1,2,3-triazolu

W kolejnym kroku prowadzonych badan, wykonano szereg eksperymentéw in vivo pole-
gajacych na wyznaczeniu maksymalnej tolerowanej dawki (MTD) oraz aktywnosci przeciwno-
wotworowej w mysim modelu raka sutka dla pieciu zwiazkow — Ic, le, If, In oraz Io, ktore
charakteryzowaly sie najwyzszym potencjalem inhibicyjnym w przeprowadzonych testach in
vitro.3 Niniejsze badania zrealizowalem przy wspélpracy z p. profesor Joanna Wietrzyk i jej
zespotem z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej
Akademii Nauk.

Cl
o 0 74 ITI
-/ -
g ::: :N’N

Rysunek 2.5: Struktury chemiczne inhibitoréw wybranych do dalszej ewaluacji in vivo

3W celu wyréznienia badanych zwiazkéw w eksperymentach z udzialem zwierzat, oznaczenia wybranych
pochodnych zostaly zmienione. Konsekwentnie, zwiazki If, Ic, Ie, In oraz Io beda w dalszej czesci
dysertacji nazwane odpowiednio I, II, ITI, IV oraz V, Rysunek 2.5

Strona 76 BADANIA WELASNE


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Badania biologiczne — 1,2,3-Triazole Rozprawa Doktorska

2.6.1 Badania biologiczne in vivo amidosiarczanowych pochod-

nych 1,2,3-triazolu — wyznaczenie Maksymalnej Tolerowa-

nej Dawki

W pierwszym etapie przeprowadzono eksperyment polegajacy na ustaleniu MTD. Myszom,
podawano substancje aktywna w dawce 10 mg/kg masy ciala, pie¢ dni w tygodniu przez dwa
tygodnie. Na zakonczenie prac eksperymentalnych myszy zostaly usmiercone, a ich narzady

wewnetrzne poddane ocenie makroskopowej.

Masa ciala myszy po podaniu zwigzkéow Zmiany masy ciala myszy po podaniu zwiazkéw

w dawce 10 mg/kg w dawce 10 mg/kg
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Rysunek 2.6: Masy ciala (z lewej) oraz zmiany masy ciala (z prawej) po podaniu badanych
inhibitoréw w dawce 10 mg/kg masy ciala

Podczas prowadzonych eksperymentéw nie obserwowano toksycznego efektu badanych
zwiazkéw podczas stosowania dawki 10 mg/kg. Masa ciala myszy wzrastala (Rysunek 2.6),
co wigzalo si¢ z naturalnym rozwojem zwierzat. Co wigcej, behawiorystyka zwierzat nie uleglta
zmianie. Analiza makroskopowa gtéwnych organéw wewnetrznych réwniez nie wykazala znacza-

cych zmian (Rysunek 2.9).

Po analizie otrzymanych rezultatéw badan, eksperyment kontynuowano ustalajac kolejne
dawki substancji aktywnych — 20 mg/kg oraz 50 mg/kg masy ciala. Ustalono, iz badane zwiazki
w tym zakresie stezen nie wykazuja efektu toksycznego. Analogicznie jak mialo to miejsce w przy-
padku stosowania dawki 10 mg/kg, wzrost masy ciala myszy oraz zachowanie byly naturalne
(Rysunek 2.7, Rysunek 2.8). Aczkolwiek w przypadku myszy, ktérym podawany byl zwiazek
IT, zaobserwowano niewielki spadek masy ciala na poczatku prowadzonego eksperymentu (okoto
2%). Pomimo tej nieznaczacej utraty wagi, w dalszej czesci badan zwierzeta naturalnie przybie-
raly na wadze (z wyjatkiem myszy, ktérym podawano zwiazek I w dawce 20 mg/kg). Podczas
trwania eksperymentu, w ktérym testowana byla dawka 50 mg/kg masy ciala, zauwazono jedy-
nie niewielkg zmiane w konsystencji odchodéw. Sekcja zwierzat nie wykazata makroskopowych

zmian narzadéw wewnetrznych (watroba, nerki, jelita, §ledziona, macica) ani zmian masy wy-
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Masa ciala myszy po podaniu zwiazkow Zmiany masy ciala myszy po podaniu zwiazkéw

” w dawce 20 mg/kg w dawce 20 mg/kg
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Rysunek 2.7: Masy ciala (z lewej) oraz zmiany masy ciala (z prawej) po podaniu badanych
inhibitoréw w dawce 20 mg/kg.
Masa ciata myszy po podaniu zwiazkow Zmiany masy ciala myszy po podaniu zwiazkéw
w dawce 50 mg/kg w dawce 50 mg/kg
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Rysunek 2.8: Masy ciala (z lewej) oraz zmiany masy ciala (z prawej) po podaniu badanych
inhibitoréw w dawce 50 mg/kg.

branych organéw (Rysunek 2.9). Dodatkowo pod koniec eksperymentu badajacego wplyw
najwyzszej ustalonej dawki (50 mg/kg masy ciala), myszom pobrano krew w celu wykonania
badan morfologicznych, aby dokladniej ustali¢ wplyw testowanych zwigzkéw na stan zdrowotny
zwierzat. Uzyskane wyniki jednoznacznie potwierdzity, iz zaprojektowane inhibitory STS nie
wplywaja znaczaco na sklad krwi obwodowej, a parametry opisujace uktad czerwonokrwinkowy

oraz bialokrwinkowy byly w normie (Tabela 2.4).
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Rysunek 2.9: Masy wybranych narzadéw pobranych podczas sekcji zwierzat przyjmujacych dawki 10,
20 oraz 50 mg/kg masy ciala

Tablica 2.4: Wyniki morfologii krwi myszy otrzymujacych badane zwiazki w dawce 50 mg/kg.

WBC LIMF MON GRAN RBC HGB
[10°/nL] [%] [%] [%] [10°/nL]  [e/dL]
Kontr. 59+15 803+54 44+1  153+6 85+06 141+1]1
I 49+13 843+23 34406 124+17 88+01 152402
I 42+06 866+02 29+04 106+02 89404 15405
I 40+04 85,6+26 33+1 11,1+19 92+04 157405
IV 45+03 835+41 33£06 132+36 88+01 151+0,2
Vo 51+16 8,7+£17 33+05 110+17 94+04 164+06
HCT MCV MCH MCHC  RDW PLT
[%] [fL] [pg] [g/dL] [%] [10°/pL]
Kontr. 392+ 16 483+09 17+03 353+05 168+1 482+ 27
I 41,1405 469+03 17,2402 367402 174+03 522+ 33
I 42+19 472402 173+0,1 366+04 173402 596 + 64
I 423+13 46+05 171+£02 372407 176+0,7 511+30
IV 41+02 468+02 173+£03 369+05 179+06 518 +49
Vo 441413 469+05 174+001 371+04 17,5+06 533+ 34

Grupa

Grupa

A\ MOST

BADANIA WELASNE Strona 79


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rozprawa Doktorska Badania biologiczne — 1,2,3-Triazole

2.6.2 Badania biologiczne in vivo amidosiarczanowych pocho-

dnych 1,2,3-triazolu — badania aktywnosSci przeciwnowo-

tworowej

W kolejnym etapie prowadzonych badan wyznaczono aktywnosé przeciwnowotworows in-
hibitoré6w STS I-V w mysim modelu raka sutka. Myszy zaszczepiono (ortotopowo) komérkami
nowotworu sutka 67NR. W momencie, gdy érednia objetoéé guzéw wyniosta 50 mm?, myszy po-
dzielono na 6 grup doswiadczalnych. Nastepnie rozpoczeto terapie poprzez doustne podawanie
substancji aktywnych w dawce ustalonej w tescie MTD (50 mg/kg masy ciata) przez 17 dni. W

trakcie prowadzonego eksperymentu myszy wazono (Rysunek 2.10) oraz badano objetosé guza
(TV) (Rysunek 2.12).

Masa ciala myszy otrzymujacych zwiazki Zmiany masy ciala myszy w terapii
w iloéci 50 mg/kg przeciwnowotworowej
267 109
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Rysunek 2.10: Masy ciala (z lewej) oraz zmiany masy ciala (z prawej) podczas podawania inhibitoréw
w dawce 50 mg/kg w terapii przeciwnowotworowej

W ramach eksperymentu zaobserwowano:

Zwiazek I — 6 myszy stabo odpowiedzialo na leczenie, zas 1 mysz odpowiedziata w spo-
s6b znaczny — objeto$é guza byla o ok. 50% mniejsza niz u grupy kontrolnej. W przypadku 2
myszy zaobserwowano duzo wieksze rozmiary tkanek nowotworowych niz srednia TV w grupie
kontrolnej. W trakcie prowadzonego eksperymentu masa zwierzat wzrastala wraz ze wzrostem

rozwijajacej sie tkanki nowotworowej (Rysunek 2.11).

Zwiazek II — na terapi¢ odpowiedziato 8 myszy. W tym u 5 rozmiar guza byl mniejszy o ok.
50% w zestawieniu z TV w grupie kontrolnej. Podczas terapii poczatkowo obserwowano niewielki
spadek masy ciala zwierzat (w przyblizeniu 4,5%). Jednakze, wraz z postepem eksperymentu

masa ciala myszy zaczela wzrasta¢ (Rysunek 2.11).

Zwiazek ITI — na leczenie odpowiedziato 8 myszy. W przypadku 3 z nich rozmiar guza byt

o ok. 50% mniejszy w poréwnaniu z TV w grupie kontrolnej. Rozmiar nowotworu u 1 myszy byt
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Rysunek 2.11: Aktywno$é¢ przeciwnowotworowa inhibitoréw STS w dawce 50 mg/kg — wykresy dla
indywidualnych grup eksperymentalnych

wiekszy niz Srednia objetos¢ guza w grupie kontrolnej. Podczas terapii poczatkowo obserwowano
niewielki spadek masy ciata myszy (ok. 3-5%). Jednakze, w kolejnych dniach eksperymentu masa

ciala zwierzat zaczela wzrastaé¢ wraz ze wzrostem tkanki nowotworowej (Rysunek 2.11).

Zwiazek IV — na terapie odpowiedzialo 7 myszy. W tym u 5 myszy rozmiar nowotworu byt
mniejszy o ok. 50% w zestawieniu z TV w grupie kontrolnej. Rozmiar guza u 1 myszy byl znacznie
wiekszy niz Srednia objetos¢ w grupie kontrolnej. W trakcie prowadzonego eksperymentu masa

ciala zwierzat wzrastala wraz rozwojem tkanki nowotworowej (Rysunek 2.11).

Zwiazek V — na leczenie odpowiedzialy wszystkie myszy. W tym u 5 z nich rozmiar nowo-

tworu byl mniejszy o ok. 50% w zestawieniu z TV w grupie kontrolnej. W trakcie prowadzonego
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eksperymentu masa zwierzat wzrastala wraz ze wzrostem rozwijajacej sie tkanki nowotworowej
(Rysunek 2.11).

W oparciu o otrzymane rezultaty kinetyki wzrostu tkanki nowotworowej, w kolejnym kroku
wyznaczono parametr zahamowania wzrostu guza (TGI). W toku prowadzonych badan okazalo
sie, ze zwigzek I nie wykazal znaczacego wplywu na rozwdj tkanki nowotworowej. Niemniej jed-
nak zwiazki II-V wykazaly wysoka aktywnos¢ przeciwnowotworowa, prowadzac do zahamowania

wzrostu guza o odpowiednio 42, 39, 47 oraz 51% (Rysunek 2.12).

Kinetyka wzrostu komérek nowotworowych 67NR ° Zahamowanie wzrostu guza (TGI)
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Rysunek 2.12: Kinetyka wzrostu guza 67NR (z lewej) oraz TGI (z prawej) u myszy leczonych
doustnie badanymi zwiazkami w dawce 50 mg/kg. N=9; analiza statystyczna: jednokierunkowy test
wielokrotnych poréwnan ANOVA Dunnett. Warto$é *p<0,05 w zestawieniu z grupa kontrolna

Pod koniec eksperymentu przeprowadzono sekcje zwierzat. Préobki krwi pobrano do analizy
morfologicznej oraz biochemicznej, a takze w celu oznaczenia poziomu estradiolu w osoczu krwi
metoda ELISA. Podczas wykonywanej autopsji narzady wewnetrzne zostaly pobrane, zwazone
i poddane analizie makroskopowej. Tkanki nowotworu oraz watroby pobrano w celu ustalenia

aktywnosci STS metoda radioizotopows.

W wyniku przeprowadzonej analizy zaobserwowano powickszenie watroby u zwierzat przyj-
mujacych testowane zwiazki (z wyjatkiem I'V), co wiazalo sie ze wzrostem pozioméw aminotrans-
ferazy alaninowej (ALT) oraz aminotransferazy asparaginianowej (AST) (Tabela 2.5). Dodat-
kowo u myszy, ktore poddane zostaty leczeniu zwigzkami II-V zauwazono znaczace zmniejszenie
masy $ledziony. Powodem tego byl spadek catkowitej liczby biatych krwinek (WBC), a w szcze-
go6lnosci limfocytéw (w zestawieniu z grupa kontrolng oraz z grupa zdrowych myszy). Badania
autopsji nie wykazaly powiekszenia sie¢ nerek. W przypadku myszy leczonych substancjami IT
oraz IV zaobserwowano nieznaczne zmniejszenie masy macicy. U wszystkich zwierzat z rozwija-
jacym si¢ nowotworem zaobserwowano wzrost liczby monocytéw oraz granulocytéw oraz wzrost
odsetek biatych krwinek. Jest to naturalne zjawisko zachodzace w przypadku rozwijajacych sie

stanéw zapalnych wspéttowarzyszacych chorobom nowotworowym (Rysunek 2.13).

Strona 82 BADANIA WELASNE


http://mostwiedzy.pl

Pobrano z mostwiedzy.pl

A\ MOST

Badania biologiczne — 1,2,3-Triazole Rozprawa Doktorska

Autopsja myszy
1.37 B
1.2 [ i
1.11 : B m
1.0f Hv
TD .
s .94 I mv
& ) B Kontrola
2 T
0.31
0.2' * k%
T * *
0.11 i
0.0 -
Watroba  Sledziona Nerka Macica

Rysunek 2.13: Masy narzadéw podczas wykonania autopsji; * istotno$é statystyczna w zestawieniu z
grupa kontrolng na podstawie testu U Manna-Whitneya; p<0,05

Obnizona liczba erytrocytéw (RBC) oraz nieznacznie obnizony poziom hemoglobiny (HGB)
i hematokrytu (HCT) zostal réwniez zaobserwowany w zestawieniu z poziomami tych parame-
tréw u zdrowych myszy (Tabela 2.5). Niemniej jednak wyniki analizy wskazuja, ze nie wysta-
pita znaczaca réznica w otrzymanych rezultatach pomiedzy grupa kontrolna a grupami ekspe-
rymentalnymi, co moze wskazywac, ze badane zwiazki nie mialy znaczacego wplywu na uktad
krwinek czerwonych. Analiza biochemiczna krwi wykazata wzrost poziomu mocznika u zwierzat

grup eksperymentalnych, co jest czesto obserwowanym zjawiskiem w chemioterapii nowotwordw
(Rysunek 2.14).

Co wiecej, analiza immunoenzymatyczna osocza krwi wykazata spadek stezenia estradiolu
w przypadku kazdej grupy eksperymentalnej przyjmujacej badane zwiazki (Rysunek 2.15).

Dodatkowo test radioizotopowy ujawnit bardzo wysoka zdolnos¢ inhibicyjna zaprojektowanych

Wyniki biochemii krwi " Wyniki biochemii krwi
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Rysunek 2.14: Biochemia krwi myszy otrzymujacych badane zwiazki w dawce 50 mg/kg w terapii
przeciwnowotworowej; * istotnosé statystyczna w zestawieniu z grupa kontrolng na podstawie testu U
Manna-Whitneya; p<0,05
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Tablica 2.5: Morfologia krwi myszy otrzymujacych badane zwiazki w dawce 50 mg/kg w terapii
przeciwnowotworowej; * istotnoéé statystyczna w zestawieniu z grupa kontrolng na podstawie testu U
Manna-Whitneya; p<0,05

Grupa WBC LIMF MON GRAN LIMF MON GRAN
(103/pL]  [103/pL] [103/pL]  [103/nL] [%] (2] [%]
Zdrowe myszy 59+ 15 47+1 02401 09+06 803+54 44+1 15346
Kontrola 77+35 52427 074+02 19+07 66+52 93+2 247+38
I 61+21 44418 05+0,1 13+04% 707+63 85+21 208+5,1
11 52+18 37412 05+02 1,1+06% 715+8 9425 196+59
111 48 £1,1% 33407 05+0,1% 11+05% 676+£74 97+22 227+7
v 52+1 37407 054+01 1+04% 721+76 92+21 187 +58%
\% 52+14 37413 05+01* 1,1+05% 703+93 86+14 211+82
Grapa RBC HGB HCT MCV MCH MCHC RDW
[106/pL] [g/dL] (%] [fL] [pg] [g/dL] (%]
Zdrowe myszy 85+ 06 141+11 392+16 483 +09 17+03 353+05 168+ 1
Kontrola 77+05 139406 356+18 464+08 182404 392+ 0,6 189+ 0,6
I 74+04 134406 346+16 47+12 182+04 386+0,5 192+ 1,2
11 74+07 135409 35+24 474428 183409 386+0,6 191+ 15
I 754+05 133+£08 3474+21 464+0,7 178 +03 383+ 04% 184+ 1
v 76+08 135411 359+32 471+1 17,7+ 05% 37,6 + 0,7% 18 + 0,5*
% 78+ 0,7 13,7409 36,6 +27 468 +09 17,6 £ 0,5% 37,6 + 0,6* 18,2 + 0,5*
PLT MPV PDW PCT
Grupa
[103/pL] [fL] [fL] (%]
Zdrowe myszy 482 +£27 57 +0,1 26+24 0,276 + 0,02
Kontrola  516,1 + 169,5 5403 31,4+ 87 0,254 4 0,08
I 5731 +£ 95,6 4,9+ 0,1 256+ 3,8 0,280 + 0,04
II 508,6 £69 5+01 269+48 0,255+ 0,04
111 4631+ 74 5401 293 +46 0,233+ 0,035
v 503,3 £ 59,8 4,94+01 249+3 0,250+ 0,03
Y% 512,2 £ 72,3 4,94+02 27,1 3,2 0,248 4+ 0,03

zwigzkéw do hamowania STS w tkankach watroby oraz guza. Okazalo sie, ze aktywnosé wszyst-
kich badanych pochodnych ksztaltowala sie na zblizonym poziomie (Rysunek 2.15) powodujac
zahamowanie aktywnosci sulfatazy steroidowej w komorkach guza nawet w 98,7% (dla zwiazku
ITI).
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Zawartos¢ estradiolu w plazmie krwi myszy z Aktywno$¢ STS w komoérkach guza oraz watroby
1007 nowotworem 67NR [ B o o
502 [ g g B Guz
B m ~ 1004 T [ watroba
R
801 [ % =
@av 2
E B Kontrola &L 807
n
o 601 g
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I 31.0 41.0 365 > 604
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qu 401 29.1 g
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Rysunek 2.15: Pozostata aktywno$¢ STS w pobranych tkankach guza oraz watroby myszy bioracych
udzial w terapii (z lewej). Poziom estradiolu w osoczu myszy z nowotworem 67NR (z prawej) leczonym
doustnie badanymi zwiazkami w dawce 50 mg/kg. N=9; analiza statystyczna — test U Manna-Whitneya,

p<0,05.
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2.7 Modelowanie molekularne amidosiarczanowych po-

chodnych 1,2,4-oksadiazolu

W kolejnym kroku prowadzonych badan podjatem sie zadania obejmujacego szereg eks-
perymentéow komputerowych opartych na technikach dokowania molekularnego w celu zapro-
jektowania amidosiarczanowych pochodny 3,5-diarylopodstawionych-1,2,4-oksadiazolu, charak-
teryzujacych sie najlepszym dopasowaniem do centrum katalitycznego enzymu. Analogicznie jak
mialo to miejsce w przypadku pochodnych 1,2,3-triazolu, w pierwszej kolejnosci postanowitem

zaprojektowac serie pochodnych zawierajacych w swojej konstytucji atomy fluoru. Ponadto, do-

Tablica 2.6: Rezultaty dokowania molekularnego amidosiarczanowych pochodnych 1,2,4-oksadiazolu
ITa-c, ITIa-b, IVa-c, Va-b, VIa-c oraz zwiazku referencyjnego — Irosustatu

5 YH\O .
Os v <: :> :N .0 0 /

Ss

, O O\\S’ O’N
H,N O
ITa-c, IVa-c IIIa-b
js\\o N H,N ~
HoN
Va-b, Vla-c Irosustat
Nazwa R n Swobodna energia wiazania [kcal/mol]
Ila H 0 6,0
IIb 3-F 0 -5,6
IIc 4-NOq 0 -5,5
IITa H 0 —6,2
b 3-F 0 5,7
IVa H 1 6,5
IVb 3-F 1 6,6
IVc 3,4-diF 1 -7,0
Va H 0 -7,9
Vb 3-F 0 -7,5
Via H 1 81
VIb 3-F 1 -8,0
Vic 34-diF 1 7.9
Irosustat - - -5,4
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datkowym celem prowadzonych badan bylo zbadanie wplywu wprowadzenia ugrupowania mety-
lenowego pomiedzy terminalnym pierécieniem aromatycznym a heterocyklem 1,2,4-oksadiazolu
na aktywno$¢ inhibicyjna potencjalnych inhibitoréow. ,,Wydtuzenie” czasteczki powodowalo od-
dalenie terminalnego pierscienia aromatycznego od centrum aktywnego enzymu w obszar ami-
nokwaséw o charakterze hydrofobowym. Dodatkowe interakcje wystepujace pomiedzy pierscie-
niami aromatycznymi reszt aminokwasowych znajdujacymi sie w zewnetrznym obszarze centrum
katalitycznego enzymu a pierécieniem aromatycznym potencjalnego inhibitora, mogg znaczaco
wplywaé na stabilizacje uktadu biatko-ligand prowadzac to wzrostu aktywnosci biologicznej. Wo-

bec powyzszego, postanowitlem réwniez zaprojektowaé pochodne 1,2,4-oksadiazolu zawierajace

Rysunek 2.16: Wizualizacja struktury kompleksu inhibitor-enzym dla zwiazkéw IVa (u gory) oraz Va
(na dole). Kolorem z6ltym oznaczono zwiazek referencyjny — Irosustat
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w swojej strukturze ugrupowania benzamidofenylowe oraz fenyloacetamidowe w terminalnym

pierscieniu aromatycznym.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow wyselekcjonowaltem 13 pochodnych 1,2,4-
oksadiazolu. Wyniki badan dokowania molekularnego wskazaly na wysoki stopien dopasowania
zaprojektowanych zwiazkéw do centrum aktywnego enzymu (Rysunek 2.16). Obliczone przez
program dokujacy wartosci swobodnych energii wigzania kompleksow inhibitor-enzym ksztal-
towaly sie na bardzo zadowalajacym poziomie osiagajac wartosci w przedziale od —5,6 do —8,1
kcal/mol (Tabela 2.6). Warto$¢ swobodnej energii wiazania dla zwiazku referencyjnego wyno-
sila w tym przypadku —5,4 kcal/mol. Nizsza warto$¢ swobodnych energii wiazan moze wynikaé z
dodatkowych interakcji stabilizujacych uktad ligand-enzym (np. typu van der Waalsa, oddzialy-
wania wodorowe). Zaprojektowane zwiazki z serii oksadiazolu dokowaly sie w bliskim otoczeniu
fGly75, co ma kluczowe znaczenie w zachowaniu aktywnoéci inhibicyjnej. W toku przeprowa-
dzonych eksperymentéw zauwazylem, iz wartosci swobodnych energii wiazan pochodnych zawie-
rajacych w swojej konstytucji trzy pierscienie aromatyczne (amidosiarczanowe pochodne 4-(5-
(4-benzamidofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu oraz 4-(5-(4-(2-fenyloacetamido)fenylo)-1,2,4-
oksadiazol-3-ilo)fenylu), byly korzystniejsze niz w przypadku pozostalych analogéw (Tabela
2.6). Oznacza to, iz tworzenie dodatkowych oddzialywan typu hydrofobowego, moze mie¢ klu-

czowe znaczenie w rozpoznawaniu inhibitora przez enzym, jego wiazaniu oraz aktywnosci.
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2.8 Synteza amidosiarczanowych pochodnych 1,2,4-

oksadiazolu

Po dokonanej selekcji potencjalnych inhibitoréw STS, w nastepnym kroku przystapitem
do syntezy chemicznej. Zaprojektowane zwiazki podzielilem na cztery serie, ktore wymagaly
zréznicowanego podejécia syntetycznego. Tworzenie pierscienia heterocyklicznego przeprowadza-
tem poprzez kondensacje odpowiednich pochodnych N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamiddw

z aktywowang forma pochodnej kwasu benzoesowego lub fenylooctowego.

2.8.1 Synteza N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidéow

Pomimo wielu doniesien w literaturze chemicznej dotyczacych otrzymywania zréznico-
wanych pochodnych benzenokarboksyimidoamidéw, synteza tych zwiazkéw nie okazala sie try-
wialna. W zwiazku z tym, iz zapotrzebowanie ww. pochodnych byto duze, postanowitem opra-

cowaé¢ metode, ktéra pozwolitaby mi na ich otrzymanie z wysoka wydajnoscia bez koniecznosci

oczyszczania.
® O
CN HO-NH;CI HO N NH;
BOH

—_—
Q MeOH: EtOH

lub

R NH,-OH(yq, R

Schemat 2.3: Ogdlny schemat otrzymywania pochodnych N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidéw;
BOH = K,CO3, NaHCO3, NaH, TEA, DIPEA

Ot6z najpopularniejszg metoda otrzymywania pochodnych benzenokarboksyimidoamidéw
jest reakcja odpowiedniej pochodnej nitrylu z hydroksyloaming (wystepujacej w formie chlorowo-
dorku lub w postaci 50% wodnego roztworu) (Schemat 2.3). Doniesienia literaturowe wskazy-
waly na wysoki stopien konwersji prowadzonych reakcji (powyzej 95%), czesto bez koniecznosci

oczyszczania produktu [277]).

Reakcje otrzymywania dwéch pochodnych — N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidu (28)
oraz 3-fluoro- N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidu (29) zachodzily z zadowalajacym rezul-
tatem. Otrzymalem je w reakcji pochodnej benzonitrylu z chlorowodorkiem hydroksyloaminy w
obecnosci bezwodnego weglanu potasu w absolutnym etanolu. Reakcje prowadzitem przez 16h,
ogrzewajac mieszanine reakcyjna w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Odsaczenie pozosta-
tego osadu i odparowanie przesaczu prowadzito do otrzymania czystych produktéw z wysoka
wydajnoscia (94-96%) (Schemat 2.4).
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N NH
CN ® O HO X 2
HO-NH;CI
Q K,COs
EtOH, A Q
R R
28-29

Schemat 2.4: Schemat otrzymywania pochodnych 28 (R = H), 29 (R = 3-F), 30 (R = 4-OH) oraz 31
(R = 4-OMe) metoda I

Inna sytuacja wystapita w przypadku pochodnych N’ 4-dihydroksybenzenokarboksyimi-
doamidu (30) oraz 4-metoksy- N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidu (31). Reakcja w analo-
gicznych warunkach zachodzila z niepelna konwersja. Analiza TLC mieszaniny reakcyjnej wska-
zywala na spora ilo$¢ nieprzereagowanego substratu, pomimo uzywania nadmiaru chlorowodorku
hydroksyloaminy oraz zasady (od 2,6 do az 6 ekwiwalentéw). Wydluzony czas reakcji powodo-
wal powstawanie blizej niezidentyfikowanych produktéw ubocznych, co prowadzito do znacza-
cego pogorszenia wydajnosci prowadzonej reakeji lub uniemozliwialo izolacje czystego produktu.
Ponadto okazalo sie, iz podczas oczyszczania mieszaniny reakcyjnej produkt degradowal. Zateza-
nie roztworu zawierajacego surowy produkt powodowalo zmiane jego zabarwienia z bladozdttej
na brunatnozielona. Pomimo doniesien literaturowych sugerujacych wysoka stabilnoéé otrzyma-
nego produktu obserwowalem odwrotne wlasciwosci zwiazku [277]. Dzigki zastosowaniu metody
izolacji typu rozpuszczalnik-antyrozpuszczalnik przeprowadzilem krystalizacje produktu bez ko-
niecznoéci zatezania mieszaniny reakcyjnej 4. W wyniku tej operacji otrzymatem krystaliczng
forme zwigzku, aczkolwiek z zanieczyszczeniem na poziomie 15% w przypadku pochodnej 4-
metoksy- N ’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidu oraz 4% w przypadku pochodnej N’ 4-dihy-
droksybenzenokarboksyimidoamidu (Rysunek 2.17). Notabene, analogiczne zanieczyszczenia
tworzyly sie rowniez w przypadku syntezy zwiazkéow 28 oraz 29, niemniej jednak ich ilosci byty

znikome (w przyblizeniu 3% na podstawie analizy 'H NMR).

Dzigki wspoélpracy z pania dr. inz. Katarzynag Szwarc-Karabyka z Laboratorium Magne-
tycznego Rezonansu Jadrowego Pracowni Badan Strukturalnych PG, na podstawie szczegdlo-
wych analiz widm 1H NMR oraz HMBC i HSQC udalo mi si¢ ustalié, iz powstajacym produktem
ubocznym podczas prowadzenia reakcji otrzymywania pochodnej 30 byl 4-metoksybenzamid. Na
Rysunku 2.17 przedstawilem zarejestrowane widmo 'H NMR otrzymanego w wyniku krysta-
lizacji zwiazku 31. Zidentyfikowane sygnaly o wartosciach przesuniecia chemicznego 7,86; 7,20;
6,98 oraz 3,80 pochodzily od pochodnej benzamidowej. Fakt ten potwierdzitem poprzez poréwna-

nie literaturowego widma NMR oraz przeprowadzenie szeregu eksperymentéw spektroskopowych

4Do mieszaniny reakcyjnej, po jej uprzednim przesaczeniu, wprowadzatem eter naftowy w celu stracenia
produktu z dodatkiem niewielkich iloéci eteru dietylowego
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HMBC oraz HSQC (Rysunek 2.17).

W literaturze chemicznej znajduje sie szereg informacji o powstawaniu benzamidéw (jako
produktu ubocznego) w reakcji otrzymywania N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidéw me-
toda I. Wegierski zesp6t z Uniwersytetu Technologii i Ekonomii w Budapeszcie przeprowadzit
szeroko zakrojone badania w celu rozwiazania tego problemu [278]. Komplikacje ta udalo sie
przezwyciezy¢ poprzez zastosowanie cieczy jonowych jako rozpuszczalnika. Dzieki temu podej-
$ciu caltkowicie wyeliminowano formowanie si¢ pochodnych benzamidu. Niemniej jednak, taka
strategia syntetyczna wymaga sporego naktadu finansowego, ktérym jest koszt cieczy jonowej,
jak réwniez wykazuje wiele niedogodnosci zwiazanych z izolacja produktu z mieszaniny poreak-

cyjnej zawierajacej ciecz jonowa.

CN HO N NHy
® O
HO-NH;Cl
NaHC03
EtOH:H,0 (3:1 v/v)
.0 0
H3C H3C -
31

Schemat 2.5: Schemat otrzymywania 4-metoksy- N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidu (31)
metoda IT

Biorac pod uwage informacje opisane w literaturze postanowitem przeprowadzié¢ ekspery-
ment syntezy zwiazku 31 stosujac NaHCOj5 jako zasade (Schemat 2.5) Po wprowadzeniu wo-
doroweglanu sodu do alkoholowego roztworu chlorowodorku hydroksyloaminy, natychmiastowo
zaczely wydzielaé sie pecherzyki gazu bez koniecznosci podgrzewania mieszaniny reakcyjnej. Na-
stepnie, po 10 minutach wprowadzitem 4-metoksybenzonitryl i cato$¢ pozostawitem w tempera-
turze wrzenia rozpuszczalnika przez 16h. Nastepnie mieszaning reakcyjna ekstrahowatem dwu-
krotnie octanem etylu, po czym rozpuszczalnik odparowatem otrzymujac zoéttawy osad. Analiza
'H NMR surowego produktu wykazata obecnoéé niewielkiej iloéci substratu. Dodatkowo nie za-
obserwowalem powstawania 4-metoksybenzamidu. Surowy produkt udato sie skutecznie oczyéci¢
z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej. Proces otrzymywania pochodnych
N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidéw zoptymalizowatem poprzez wydtuzenie czasu reak-
¢ji do 24h w temperaturze 80°C, czego skutkiem bylo otrzymanie czystych produktéw bez ko-
niecznoéci stosowania preparatywnej chromatografii kolumnowej. Widmo 'H NMR otrzymanego

zwiazku 31 przedstawitem na Rysunku 2.17.
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2.8.2 Synteza amidosiarczanowych pochodnych 4-(5-fenylo-1,2,4-
oksadiazol-3-ilo)fenylu
W kolejnym etapie prowadzonych badan przystapitem do syntezy chemicznej amidosiar-
czanowych pochodnych 4-(5-fenylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu wyselekcjonowanych na podsta-

wie przeprowadzonych eksperymentéw z zakresu dokowania molekularnego. Potencjalne inhibi-

tory STS otrzymatem wedhug strategii syntetycznej przedstawionej na Schemacie 2.6.

COCl1

HO 'N\ NH, b
R
—_— N
Py, A HO 4©_<\ \\‘/OZR

N’O 32aR=H,

OH 32b R = 3-F,
30 32¢ R = 4-NO,
N\W/O L N,N-DMA HCOOH
o. 0 4©—<\ 5 N.N-DMA
\\'S\\o N~ DCM
H,N

HaR=H, O\\S/,O

IIb R = 3-F, OCN ’ \Cl

Ilc R = 4-NO,

Schemat 2.6: Schemat otrzymywania amidosiarczanowych pochodnych
4-(5-fenylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu ITa-c

W pierwszej kolejnosci otrzymywalem fenolowe pochodne rdzeni inhibitoréw (32a-c) w
wyniku reakcji kondensacji zwigzku 30 z odpowiednia pochodng chlorku kwasu benzoesowego
(otrzymywanego in situ w wyniku reakcji kwasu z chlorkiem tionylu) w bezwodnej pirydynie.
W wyniku ogrzewania mieszaniny reakcyjnej przez 16h, otrzymatem pochodne fenolu 32a-c z
zadowalajaca wydajnoscia (49-56%). W kolejnym etapie otrzymane pochodne poddalem reakcji
z chlorkiem sulfamoilu generowanym in situ z chloroizocyjanianu sulfurylu otrzymujac finalne

zwigzki ITa-c z wydajno$ciami siegajacymi 56%.

2.8.3 Synteza amidosiarczanowych pochodnych 4-(3-fenylo-1,2,4-

oksadiazol-5-ilo)fenylu

W kolejnym etapie prowadzonych badan przeprowadzilem synteze zaprojektowanych ami-

dosiarczanowych pochodnych 4-(3-fenylo-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenylu. Moja strategia syntetycz-
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na zostala przedstawiona na Rysunku 2.7:

COCl
® O N_ _NH
N HoNH:CI  HO™ S 2
K,CO3 OMe N
Q E(OH, A Q Py, A MeO @_« | R
_N
R R O™ 33aRr=H,
28 lub 29 33b R =3-F
BBI‘3
DCM
N Q) ®
O\\ / _N N,N-DMA HO 7
S5 0 o-N
H,oN 34aR=H,
IaR = H, 34b R = 3-F
bR = 3-F -
o, 0
. S\
OCN™ CI

Schemat 2.7: Schemat otrzymywania amidosiarczanowych pochodnych
4-(5-fenylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu ITTa-b

W pierwszym etapie przeprowadzitem reakcje kondensacji chlorku kwasu p-metoksybenzo-
esowego z odpowiednimi pochodnymi N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidéw (28 oraz 29)
w bezwodnej pirydynie, otrzymujac fenolowe rdzenie potencjalnych inhibitoréw (33a-b) zawie-
rajace ochrone funkcji hydroksylowej. Na tym etapie syntezy chemicznej wydajnosci przeprowa-
dzonych reakcji siegaly 64%. Nastepnie, otrzymane produkty poddalem reakcji z BBrg w celu
usuniecia ochrony funkcji fenolowej. Na tym etapie prowadzenia syntezy wydajnosci procesow
miescily sie w zakresie od 80 do 90%. Ostatni etap polegal na funkcjonalizacji ugrupowania
hydroksylowego w celu wprowadzenia farmakoforu amidosiarczanowego. W wyniku reakeji feno-
lowych pochodnych 34a-b z chlorkiem sulfamoilu wytwarzanym z chloroizocyjanianu sulfurylu

otrzymalem pozadane produkty (IITa-b) z wydajnosciami siegajacymi 60%.

2.8.4 Synteza amidosiarczanowych pochodnych 4-(5-benzylo-1,2,4-
oksadiazol-3-ilo)fenylu
Nastepnym krokiem prowadzonych badan byto otrzymanie na drodze syntezy chemicznej

amidosiarczanowych pochodnych 4-(5-benzylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu. W pierwszym eta-

pie podjatem si¢ proby otrzymywania ww. zwiazkow stosujac procedury syntetyczne opisane w
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powyzszych podrozdziatach 2.8.2 oraz 2.8.3. Niestety, w wyniku reakcji N’-hydroksybenzenokar-
boksyimidoamidu z generowana in situ pochodna chlorku kwasu fenylooctowego na podstawie
analizy TLC mieszaniny reakcyjnej obserwowalem powstawanie kilku produktéw. Po wykona-
niu kilku eksperymentéw polegajacych na skréceniu czasu prowadzenia reakeji (do 12; 8 oraz 4
godzin) nie otrzymatem pozadanych produktéw. Wobec powyzszego, postanowitem wykorzystaé

inne strategie syntetyczne opisane w literaturze chemicznej (Schemat 2.8)

Q,

Py
relux, 4/8/24h

COCl1

1o Na NH2 é
QR

N ~~
o+~ 7 Q
Ph-CH;_ K,CO; N-O

relux, 4/8/24h

OH

30 COOCH;

Q,

Ph-CH3, K,CO3
relux, 4/8/24h

Schemat 2.8: Schemat przeprowadzonych strategii syntetycznych w celu otrzymania pochodnych
4-(5-benzylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenolu

Poczatkowo przeprowadzilem reakcje kondensacji zwiazku 30 z chlorkiem kwasowym lub
estrem metylowym pochodnej kwasu fenylooctowego w obecnosci KoCO3 w bezwodnym toluenie.
Niestety, w wyniku przeprowadzenia szeregu eksperymentéw nie uzyskatem pozadanego wyniku.
Na podstawie danych literaturowych wykonalem szereg badan polegajacych na aktywacji funkcji
karboksylowej pochodnej kwasu fenylooctowego za pomocg CDI w bezwodnym DMF i nastepnie
kondensacji otrzymanego in situ intermediatu z 4-metoksy-N’-hydroksybenzenokarboksyimido-

amidem (Schemat 2.9)

W wyniku przeprowadzonych reakcji udalo mi si¢ otrzymacé pozadane produkty w postaci
metoksylowych pochodnych 35a-c¢ z wydajnosciami siegajacymi 64%. W kolejnym kroku prze-
prowadzitem deprotekcje ugrupowania fenolowego za pomoca BBrs w bezwodnym DCM, czego
efektem bylo otrzymanie zwigzkéw 36a-c z wydajnosciami w zakresie od 27 do 67%. Nastepnie,

przeprowadzitem reakcje sulfamoilowania za pomoca chlorku sulfamoilu. Ostatni etap procedury
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Schemat 2.9: Schemat otrzymywania amidosiarczanowych pochodnych
4-(5-benzylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu IVa-c

syntetycznej zachodzil z wydajnos$ciami siegajacymi 46%. Na tym etapie badan warunki reakcji

nie byly optymalizowane.

2.8.5 Synteza amidosiarczanowych pochodnych 4-(5-(4-benza-
midofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu oraz 4-(5-(4-(2-fe-
nyloacetamido)fenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu

W ostatnim etapie otrzymywania inhibitoréw bazujacych na strukturze 1,2,4-oksadiazo-
lu, postanowilem przeprowadzié¢ synteze amidosiarczanowych pochodnych 4-(5-(4-benzamido-
fenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu oraz 4-(5-(4-(2-fenyloacetamido)fenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-
ilo)fenylu. Strategia syntetyczna otrzymywania ww. analogéw zostala przedstawiona na (Sche-
macie 2.10). W pierwszej kolejnosci podjatem sie redukcji grupy nitrowej do funkcji aminowej
zwiazku 32c za pomoca ditionianu sodu jako reduktora. W wyniku reakcji otrzymatem czysty

produkt 37 z wydajnoscia 48%.

Strona 96 BADANIA WELASNE


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Synteza chemiczna — 1,2,4-Oksadiazole Rozprawa Doktorska

NH,
Na25204
. N\
HO J H,O:Aceton HO 4©_<\
N- N-O
32¢ 37
500
HO N e Aceon, K2C03 \‘/ :
38aR=H,n=0
37 N 38bR=3-F,n=0
38cR=H,n=1

38dR=3-F,n=1
38¢ R =34-diF,n=1

T/Q/ m N.N-DMA HCOOH

N,N-DMA
o\\S/O \ VaR=H,n=0 DCM

P30 VbR=3-F,n=0
H,N VIaR=H,n=1 0,0
VIbR=3-F,n=1 SC

VIcR =34-diF,n=1 OCN <l

Schemat 2.10: Schemat otrzymywania amidosiarczanowych pochodnych
4-(5-(4-benzamidofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu oraz
4-(5-(4-(2-fenyloacetamido)fenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu Va-b oraz VIa-c

W kolejnym etapie przeprowadzilem reakcje acylowania funkcji aminowej. Dzieki wcze-
$niejszym badaniom przeprowadzonym w zespole dr. hab. inz. Sebastiana Demkowicza, udato
sie opracowaé¢ metode selektywnego N-acylowania zwigzkoéw przy obecnosci wolnej grupy hy-
droksylowej z wykorzystaniem chlorkéw kwasowych. Wykorzystujac nabyta przez zespét wiedze,
przeprowadzitem reakcje funkcjonalizacji grupy aminowej (wobec wolnej grupy hydroksylowej)
w bezwodnym acetonie w obecnosci KoCO3. Otrzymane produkty oczyszczatem poprzez kry-
stalizacje uzyskujac fenolowe rdzenie potencjalnych inhibitoréw 38a-e z wydajnosciami sigga-
jacymi 70%. W ostatnim kroku prowadzonych eksperymentéw syntetycznych, przeprowadzitem
transformacje ugrupowania fenolowego za pomoca chlorku sulfamoilu, w celu otrzymania funkcji
amidosiarczanowej. Ostatni etap reakcji przebiegal z wydajno$ciami siggajacymi 48%. Na tym

etapie badan warunki reakcji nie byly optymalizowane.
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2.9 Badania biologiczne in vitro amidosiarczanowych

pochodnych 1,2,4-oksadiazolu

W pierwszym etapie prowadzonych badan biologicznych we wspoélpracy z zespolem dr.
hab. Macieja Mastyka z Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego z udziatlem zwiazkow na bazie
pierscienia heterocyklicznego 1,2,4-oksadiazolu przeprowadzono wstepna oceng potencjatu inhi-
bicyjnego otrzymanych pochodnych w teécie enzymatycznym przy stezeniu inhibitora réwnym
0,5 pM. Wyniki testu biologicznego wskazaly, iz badane zwiazki sa zdolne do zahamowania
aktywnosci STS w przedziale od 74,24 do 97,64% (Tabela 2.7). W tym miejscu nalezy pod-
kreslié, ze aktywno$é zwigzku referencyjnego w tym samym tescie wynosita 97,23%. Oznacza
to, ze wszystkie otrzymane zwiazki hamowaly aktywnosé enzymu na bardzo wysokim poziomie.
Ponadto, pochodne Va, Vb oraz VId charakteryzowaly sie wyzsza aktywnoscia od zwigzku
referencyjnego (aktywnosé STS wyniosta odpowiednio 2,65, 2,48, 2,36% oraz 2,77% dla Irosu-
statu). Na podstawie otrzymanych wynikéw badan, skierowalem wszystkie zwiazki do kolejnego

etapu ewaluacji aktywnosci biologicznej.

Przeprowadzone badania z wykorzystaniem linii nowotworowej MCF-7 wskazaty, ze zba-
dane pochodne charakteryzuja sie wyjatkowo wysokim poziomem inhibicji. Najwyzsza aktyw-
nos$¢ wykazal zwiazek Va, ktéry hamowal aktywnos$é biatka w 99.9; 93,27 oraz 42,02% przy
stezeniu réwnym odpowiednio 100, 10 i 1 nM (Tabela 2.7). Nalezy podkresli¢, iz zwiazek Va
osiagnal poréwnywalna wartos¢ parametru ICsg w tescie komérkowym co Irosustat (odpowied-
nio 1,10 nM oraz 1,14 nM).

Przeprowadzona analiza otrzymanych wynikéw aktywnoéci biologicznej wskazywala na
wysoka korelacje danych eksperymentalnych z teoretycznymi wynikami modelowania moleku-
larnego. Najwyzsza aktywnoscia charakteryzowaly sie zwiazki posiadajace w swojej strukturze
ugrupowania acylowe, co moze sugerowac, iz dodatkowe oddzialywania elektrostatyczne pomie-
dzy pierécieniami aromatycznymi zaprojektowanych zwigzkéw z hydrofilowymi aminokwasami
znajdujacymi sie w zewnetrznej czesci centrum katalitycznego enzymu, odgrywaja kluczowsg role
w zachowaniu wysokiej aktywnosci biologicznej. Ponadto, na podstawie otrzymanych rezultatéw
zaobserwowalem, iz wprowadzenie dodatkowego ugrupowania metylenowego, pomiedzy termi-
nalnym pier$cieniem aromatycznym a heterocyklem 1,2,4-oksadiazolu nie wplywalo znaczaco
na aktywno$¢ biologiczna (Tabela 2.7). Zwiazki VIa-c uzyskaly zblizone wyniki w testach
biologicznych do pochodnych Ila-c oraz IIIa-b (Tabela 2.7). Test z wykorzystaniem linii
komérkowej MCF-7 ujawnil réwniez, ze amidosiarczanowe pochodne 4-(3-fenylo-1,2,4-oksadia-
zol-5-ilo)fenylu (IIIa-b) pomimo obiecujacych wynikéw w tescie enzymatycznym, wykazywaly

znacznie nizsza aktywnosé biologiczna w tescie komérkowym niz ich konstytucyjne izomery —
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Tablica 2.7: Rezultaty dokowania molekularnego oraz badan aktywnosci biologicznej
amidosiarczanowych pochodnych 3,5-diarylopodstawionych-1,2,4-oksadiazolu i zwiazku referencyjnego -
Irosustatu w badaniach in vitro w tescie enzymatycznym i komérkowym

\\/S\\O R O\\ _
H,N S0 0
H,N
IIa-c, IVa-c IIIa-b
H
Nm
N~ /C © Ri A
Ox 9©_<\ .0 Q\S,o 0o
/S\\O N H2N X
H,N o
Va-b, VIa-c Irosustat
Test komérkowy (MCF-T7)
Swobodna » — — —
) Aktywnos¢ STS  Aktywnos¢ STS  Aktywno$é STS  Aktywnosé STS
Nr zwiazku R e'nerglé przy 0,5 nM przy 100 nM przy 10 nM przy 1 nM 1C50
wigzania . . oo
lkeal /mol] (%] stezeniu stezeniu stezeniu [nM]
calmo inhibitora [%] inhibitora [%] inhibitora [%]
ITa H -6.0 25.76 1.07 30.45 - -
I1b 3-F -5.6 18.28 1.00 28.58 - -
IIc 4-NOg, 5.4 28.16 7.04 - - -
I11a H 6.2 24.36 53.51 - - -
I1Tb 3-F -5.7 13.67 38.27 - - -
IVa H —6.5 21.62 6.50 33.49 - -
IVb 3-F 6.6 7.60 1.79 14.60 - -
IVe 3,4-diF 6.7 6.40 1.65 13.51 - -
Va H -7.9 2.65 1.00 6.33 57.98 1.10
Vb 3-F -8.0 2.48 1.92 5.33 99.00 7.26
Via H 8.1 3.21 9.28 - - -
VIb 3-F 8.1 2.36 1.03 12.78 98.33 5.16
Vic 3,4-diF -7.9 3.01 1.23 15.78 - -
Irosustat - -5.4 2.77 5.72 12.93 16.83 1.14

A\ MOST

amidosiarczany 4-(5-fenylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu (IIa-c) (Tabela 2.7). Oznacza to, iz
sposob podstawienia pierscienia heterocyklicznego 1,2,4-oksadiazolu jest kluczowy w celu zacho-

wania wysokiej aktywnosci inhibicyjne;j.

BADANIA WELASNE Strona 99


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Rozprawa Doktorska Podsumowanie

Podsumowanie

W przedstawionej dysertacji opisatem wyniki badan, ktore udato mi sie zrealizowaé¢ w ra-
mach trwania 4-letniego Studium Doktoranckiego w Katedrze Chemii Organicznej na Wydziale
Chemicznym Politechniki Gdanskiej. Zakres przeprowadzonych eksperymentéow obejmowat tech-
niki dokowania molekularnego, synteze chemiczna oraz wyznaczenie aktywnosci biologicznej po-

tencjalnych inhibitoréw STS w testach in wvitro oraz in vivo.

Prace badawcza mozna podzieli¢ na dwa etapy. W pierwszym z nich podjatem sie¢ zadania
obejmujacego zaprojektowanie struktur zwiazkow chemicznych na bazie 1,4-diarylopodstawio-
nych amidosiarcanowych pochodnych 1,2,3-triazolu, zawierajacych w swojej konstytucji ligandy
o zroznicowanym charakterze. Dzieki zastosowaniu technik dokowania molekularnego wyselek-
cjonowalem seri¢ zwiazkéw charakteryzujacych sie najlepszym dopasowaniem do centrum ak-
tywnego enzymu oraz najkorzystniejszymi warto$ciami swobodnej energii wigzania. Nastepnie,
przeprowadzitem synteze chemiczng zaprojektowanych struktur wykonujac szereg eksperymen-
tow optymalizujacych warunki reakcji. Ostatecznie, otrzymane zwiazki poddalem badaniom in
vitro w celu selekcji najbardziej aktywnych pochodnych, ktére w kolejnym kroku skierowatem do
badan in vivo obejmujacych wyznaczenie MTD oraz aktywnosSci przeciwnowotworowej w mysim

modelu raka sutka.

Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw dokowania molekularnego jednoznacznie uwi-
docznity wysoki stopienn dopasowania nowo zaprojektowanych zwiazkéw do centrum aktywnego
enzymu. Wartosci swobodnych energii wiazan obliczonych przez program dokujacy ksztattowaly
sie na obiecujacym poziomie i byly w wiekszosci przypadkéw zdecydowanie korzystniejsze w ze-
stawieniu ze zwiazkiem referencyjnym — Irosustatem (Tabela 2.1, strona 65). Co wazniejsze,
graficzna wizualizacja otrzymanych rezultatéw pozwolita mi na zidentyfikowanie dodatkowych
oddziatywan elektrostatycznych, wplywajacych na stabilno$¢ kompleksu inhibitor-enzym. Zgod-
nie z zalozeniem, heterocykliczne rdzenie inhibitoréw znajdowaly sie w bliskim otoczeniu amino-
kwasu bioracego udzial w rozpoznawaniu naturalnych substratow enzymu — Thr484, powodujac
powstawanie dodatkowych interakcji wplywajacych korzystnie na aktywnos$é biologiczna (Ry-
sunek 2.3, strona 66). Ponadto, usytuowanie ligandéw w pozycji meta w terminalnym pierscie-
niu aromatycznym w stosunku do ugrupowania amidosiarczanowego wptywalo najkorzystniej na
zdolnoéci inhibicyjne otrzymanych pochodnych. Powodem tego, byto bliskie usytuowanie ligandu
wobec aminokwasu Arg98, ktorej dodatkowe oddzialywania z inhibitorem znaczaco wptywaty na
stabilizacje uktadu inhibitor-enzym (Rysunek 2.4, strona 73). Skutkiem tego, otrzymalem serie
pochodnych zawierajacych podstawniki gtéwnie w usytuowaniu meta w terminalnym pierscieniu

aromatycznym.
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W kolejnym etapie pracy otrzymane rezultaty dokowania molekularnego weryfikowatem
eksperymentalnie poprzez przeprowadzenie syntezy zaprojektowanych zwiazkéw i wyznaczenie
ich aktywnosci biologicznej w teicie enzymatycznym oraz komérkowym. Dzieki licznym przepro-
wadzonym przeze mnie eksperymentom, zoptymalizowalem warunki reakcji otrzymywania po-
chodnych azydku fenylu, ktére byly niezbedne w celu otrzymania pozadanych uktadéw heterocy-
klicznych. Okazalo sig, iz temperatura prowadzenia reakcji miata ogromny wptyw na wydajnosé
otrzymywania pochodnych azydobenzenu w reakcji odpowiedniej soli diazoniowej z azydkiem
trimetylosililowym. Poprzez obnizenie temperatury prowadzenia reakcji, udato mi sie zwigkszy¢
efektywnos¢ otrzymywania niektérych pochodnych w znacznym stopniu. Ponadto, sposéb otrzy-
mywania pochodnych azydku fenylu pozwolil mi na wykorzystanie syntezy typu one pot dzieki

czemu efektywnie pozyskatem fenolowe rdzenie zaprojektowanych inhibitoréw.

Nastepnie, dzieki wspolpracy z zespotem dr. hab. Macieja Mastyka z Katolickiego Uniwer-
sytetu Lubelskiego, przeprowadzono szereg badan biologicznych z udzialem otrzymanych przeze
mnie zwiazkéw chemicznych. Poczatkowo, oznaczono zdolnosé inhibicyjna amidosiarczanowych
pochodnych 1,2,3-triazolu w radioizotopowym tescie enzymatycznym. Jak si¢ okazato, wszystkie
otrzymane pochodne silnie hamowaty aktywnos¢ enzymu przy stezeniu réwnym 0,5 pM. Naj-
aktywniejszym okazal sie zwiazek zawierajacy w swojej konstytucji dwa atomy jodu — amido-
siarczan 4-(1-(3,5-dijodofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu (It), powodujac zahamowanie ak-
tywnosci sulfatazy w okolo 98% (Tabela 2.2, strona 72). W kolejnym etapie przeprowadzono
test komorkowy z wykorzystaniem linii nowotworowej MCF-7, przy stezeniu inhibitoréow réw-
nym 100, 10 oraz 1 nM. W toku przeprowadzonych eksperymentéw, udato sie wyselekcjonowaé
osiem pochodnych, ktére charakteryzowaly sie najwyzszg aktywnoscia biologiczna. Zwiazek Ie,
hamowal dziatanie enzymu w 86,4% przy stezeniu 1 nM (Tabela 2.3, strona 75). W tym samym
tescie Irosustat osiggnal wartos$é inhibicji na poziomie 83,2%. Dodatkowo, dla pieciu najbar-
dziej obiecujacych zwigzkéw wyznaczono parametr 1Csg, ktéry wynidst odpowiednio 1,905 1,71;
2,95 oraz 1,69 nM dla zwiazkéow In, Io, If i Ic. Ponadto, wartoé¢ ICsg dla amidosiarczanu
4-(1-(3,5-difluorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ie byla zaskakujaco korzystna i wynosita
0,21 nM (Tabela 2.3, strona 75).

W nastepnym kroku ewaluacji czynnoéci biologicznych otrzymanych inhibitoréw, posta-
nowitem przeprowadzi¢ badania z udziatlem zwierzat przy wspotpracy z zespotem prof. Joanny
Wietrzyk z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk. Poczat-
kowo, przeprowadzony zostal eksperyment ustalajacy MTD dla zwigzkéow I-V. W toku prowa-
dzonych badan udalo sie ustalié, iz dawka 50 mg/kg masy ciala byla bezpieczna i nie powodowata
zadnych zmian w przyroscie masy zwierzat (Rysunek 2.8, strona 78), behawiorystyce, a takze
nie powodowala zmian gléwnych narzadéw wewnetrznych, czy tez uktadu czerwonokrwinkowego

i bialokrwinkowego (Rysunek 2.9, strona 79, Tabela 2.4, strona 79).
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W ostatnim kroku badan biologicznych amidosiarczanowych pochodnych 1,2 3-triazolu,
przeprowadzono eksperyment polegajacy na wyznaczeniu aktywnosci przeciwnowotworowej w
mysim modelu raka sutka 67NR. Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw okazaly sie byé
imponujace. Zwiazki II, ITII, IV oraz V, byly w stanie zahamowa¢ wzrost tkanki nowotworo-
wej o odpowiednio 42, 39, 47 oraz 51% (Rysunek 2.12, strona 82). Podczas prowadzonych
badan nie obserwowano toksycznego wplywu podawanych zwigzkéw na ogdlne zdrowie myszy.
Ponadto, aktywnosé STS w pobranych tkankach nowotworu oraz watroby byta znikoma, potwier-
dzajac skuteczne zablokowanie enzymu w wyniku podawanych substancji biologicznie aktywnych
(Tabela 2.15, strona 85). Dodatkowo, stezenie estradiolu w plazmie krwi myszy zmniejszyto
sie znaczaco co oznacza, iz uzyskany efekt terapeutyczny wynika ze skutecznego zablokowania

aktywnosci biologicznej STS (Tabela 2.15, strona 85).

Drugi etap prowadzonych badan obejmowal przeprowadzenie szeregu symulacji kompu-
terowych (z wykorzystaniem technik dokowania molekularnego) w celu selekcji 3,5-diarylopod-
stawionych amidosiarczanowych pochodny 1,2,4-oksadiazolu, charakteryzujacych sie najkorzyst-
niejszymi wartosciami swobodnej energii wiazania. Jednym z zalozonych celéw byto zbadanie
wplywu wprowadzenia ugrupowania metylenowego pomiedzy terminalnym pierscieniem aroma-
tycznym a pierécieniem heterocyklicznym oraz ugrupowan benzamidowych czy tez fenyloaceta-
midowych, na potencjal inhibicyjny projektowanych zwiazkéw. W toku przeprowadzonych sy-
mulacji komputerowych wybratem 13 pochodnych, ktérych wartodci swobodnej energii wiazania
znajdowaly sie w granicach od —6,0 do —8,1 kcal/mol (Tabela 2.16, strona 87). Najkorzystniejsze
wartosci posiadalty zwiazki zawierajace w swojej konstytucji dodatkowy pierscien aromatyczny,
co wynikato z obecnosci oddziatywan lipofilowych wystepujacych pomiedzy pierscieniem aroma-
tycznym inhibitora a pierécieniami aromatycznymi reszt aminokwasowych znajdujacych sie w

zewnetrznej czesci centrum katalitycznego enzymu.

W kolejnym etapie przystapitem do syntezy chemicznej zaprojektowanych, amidosiarcza-
nowych pochodnych 1,2,4-oksadiazolu. W ramach prowadzonych badan syntetycznych opraco-
walem metode otrzymywania pochodnych N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamidéw eliminu-
jac powstawanie produktu ubocznego w postaci pochodnej benzamidu. Dzigki ww. podejsciu
syntetycznemu otrzymywanie produktu reakcji kondensacji benzonitrylu z hydroksyloaming za-

chodzito z ilosciowa wydajnoscia bez koniecznosci oczyszczania produktu.

W ostatnim kroku prowadzonych badan, przy wspotpracy z zespotem dr. hab. Macieja Ma-
styka wyznaczono aktywnos¢ biologiczng otrzymanych pochodnych 1,2,4-oksadiazolu w tescie en-
zymatycznym jak i komérkowym. Test enzymatyczny wykazal, iz wszystkie otrzymane pochodne
byly zdolne skutecznie zahamowaé aktywno$¢ STS. Amidosiarczan 4-(5-(4-(2-(3-fluorofenylo)a-

cetamido)fenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu (VIb) okazal si¢ najaktywniejsza pochodna zdolna
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obnizy¢ aktywnos$¢ STS o 97,64% przy stezeniu réwnym 0,5 pM (Tabela 2.7, strona 99). Warto
nadmienié, iz w tym samym tescie Irosustat osiggnal aktywnos$é rzedu 97,23%. W kolejnym
kroku, wszystkie otrzymane pochodne zostaty skierowane do badan in vitro w teécie komérko-
wym z wykorzystaniem linii nowotworowej MCF-7. Najwyzsza aktywnos$¢ biologiczna wykazat
zwigzek Va, ktéry charakteryzowal si¢ inhibicja enzymu na poziomie 99,90; 93,27 oraz 42,02%,
przy stezeniu réwnym odpowiednio 100, 10 i 1 nM. Dodatkowo, zwiazek ten osiaggnal poréwny-
walng wartos¢ ICsg w tescie komérkowym co Irosustat — odpowiednio 1,10 nM oraz 1,14 nM
(Tabela 2.7, strona 99). W ramach przeprowadzonej analizy SAR okazalo sie, iz wykonane
symulacje komputerowe byl kompatybilne z otrzymanymi wynikami eksperymentalnymi. Naj-
bardziej aktywne okazaly sie pochodne zawierajace w swej konstytucji dodatkowy pierécien
aromatyczny pochodzacy od ugrupowania benzamidowego lub fenyloacetamidowego. Ponadto,
na podstawie wynikéw badan biologicznych zaobserwowatem, iz sposéb podstawienia pierScie-
nia heterocyklicznego 1,2,4-oksadiazolu jest kluczowy w celu zachowania wysokiej aktywnosci
biologicznej. Zwiazki ITIa-b, pomimo obiecujacych wynikéw w teécie enzymatycznym wykazaly
znaczaco nizsze wartosci inhibicji w testach komérkowych (Tabela 2.7, strona 99). W tym
miejscu warto zaznaczy¢, iz izomery konstytucyjne tych ww. pochodnych wykazywaly znacznie
wyzsza czynno$é biologiczna w tescie z udziatem linii nowotworowej MCF-7 (IIa-c Tabela 2.7,

strona 99).
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Niniejsze badania zaprezentowane w dysertacji zrealizowano dzieki finansowaniu ponizszych pro-

jektow badawczych:

1. GRANT PRELUDIUM 19 pt. ,Nowe inhibitory sulfatazy steroidowej na bazie amidosiar-
czanowych pochodnych 1,2 4-oksadiazoli” (nr 2020/37/N/NZ7/02535),

2. PROJEKT INKUBATOR INNOWACYJNOSCI+ pt. ,,Steroid sulfatase inhibitors (STS)
as potential chemotherapeutics for the treatment of hormone-dependent breast cancer” (nr
CTWT/40/11+)

Opisane badania zostaly przeprowadzone przy wspélpracy z:

1. zespolem dr. hab. Macieja Masltyka z Wydziatu Nauk Scistych i Nauk o Zdrowiu Instytutu

Biotechnologii Katolickiego Uniwersytetu Lubelskiego (zakres badan in vitro)

2. p. profesor Joanng Wietrzyk i jej zespotem z Instytutu Immunologii i Terapii Doswiad-

czalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk (zakres badan in vivo)

Material doswiadczalny zaprezentowany w niniejszej dysertacji zostal opublikowany w nastepu-

jacych czasopismach:

1. Biernacki K., Ciupak O., Dasko M., Rachon J., Kozak W., Rak J., Kubinski K., Ma-
styk M., Martyna A., Sliwka-Kaszyfiska M., Wietrzyk J., Switalska M., Nocentini A.,
Supuran T. C., Demkowicz S.: Development of Sulfamoylated 4-(1-Phenyl-1H-1,2,3-tria-
zol-4-yl)phenol Derivatives as Potent Steroid Sulfatase Inhibitors for Efficient Treatment
of Breast Cancer J. Med. Chem. 2022, 65, 5044-5056

2. Biernacki K., Dasko M., Ciupak O., Kubinski K., Rachon J., Demkowicz S.; Novel 1,2,4-
Oxadiazole Derivatives in Drug Discovery. Pharmaceuticals 2020, 13, E111

3. Demkowicz S., Dasko M., Rachon J., Biernacki K., Aszyk J., Kozak W., Mastyk M.,
Kubinski K.; New potent STS inhibitors based on fluorinated 4-(1-phenyl-1H-[1,2,3]tria-
zol-4-yl)-phenyl sulfamates. Synthesis and biological evaluation. J. Asian Nat. Prod. Res.
2020, 22, 1037-1044
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oraz jednym miedzynarodowym doniesieniu konferencyjnym:

1. Karol Biernacki, Mateusz Dasko, Janusz Rachon, Konrad Kubinski, Maciej Mastyk,
Sebastian Demkowicz ,,New potent steroid sulfatase (STS) inhibitors based on fluorinated
4-(1-phenyl-1H-[1,2,3]triazol-4-yl)phenyl sulfamates. Synthesis and biological evaluation.”
21st European Symposium on Organic Chemistry, Wieden (Austria), 14-18 lipiec 2019,

Sesja posterowa
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ARTYKULY NAUKOWE:

1. Biernacki K., Ciupak O., Dasko M., Rachon J., Kozak W., Rak J., Kubinski K., Mastyk
M., Martyna A., Sliwka-Kaszyfiska M., Wietrzyk J., Switalska M., Nocentini A., Supuran T.
C., Demkowicz S.: Development of Sulfamoylated 4-(1-Phenyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)phenol
Derivatives as Potent Steroid Sulfatase Inhibitors for Efficient Treatment of Breast Cancer
J. Med. Chem. 2022, 65, 5044-5056
DOI: 10.1021/acs.jmedchem.1¢02220
IF: 7.446 (2020 r.) (Q1) JCR, SciteScore: 10.6 (2020 r.) (Q1) Scopus, MNiSW 2021: 200pkt.

2. Panuszko A., Pieloszczyk M., Kuffel A., Jacek K., Biernacki K., Demkowicz S., Stangret
J., Bruzdziak P.; Hydration of Simple Model Peptides in Aqueous Osmolyte Solutions Int. J.
Mol. Sci. 2021, 22, 9350
DOI: 10.3390/ijms22179350
IF: 5.923 (2020 r.) (Q1) JCR, SciteScore: 6.0 (2020 r.) (Q1) Scopus, MNiSW 2019: 140pkt.

3. Dagko M., Dotega A., Siedzielnik M., Biernacki K., Ciupak O., Rachon J., Demkowicz S.;
Novel 1,2,3-Triazole Derivatives as Mimics of Steroidal System—Synthesis, Crystal Structures
Determination, Hirshfeld Surfaces Analysis and Molecular Docking Molecules 2021, 26, 4059
DOTI: 10.3390/molecules26134059
IF: 4.411 (2020 r.) (Q2) JCR, SciteScore: 4.7 (2020 r.) (Q2) Scopus, MNiSW 2019: 100pkt.

4. Arthur-Baidoo E., Falkiewicz K., Chomicz-Manka L., Czaja A., Demkowicz S., Biernacki
K., Kozak W., Rak J., Denifl S.; Electron-Induced Decomposition of Uracil-5-yl O-(N,N-
dimethylsulfamate): Role of Methylation in Molecular Stability Int. J. Mol. Sci. 2021, 22,
2344
DOTI: 10.3390/ijms22052344
IF: 4.556 (2019 r.) (Q1) JCR, SciteScore: 5.3 (2019 r.) (Q1) Scopus, MNiSW 2019: 140pkt.

5. Ciupak O., Dasko M., Biernacki K., Rachon J., Mastyk M., Kubinski K., Martyna A., Dem-
kowicz S.; New potent steroid sulphatase inhibitors based on 6-(1-phenyl-1H-1,2 3-triazol-4-
yl)naphthalen-2-yl sulphamate derivatives J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2021, 36, 238-247
DOTI: 10.1080/14756366.2020.1758692
IF: 4.473 (2019 r.) (Q1) JCR, SciteScore: 8.7 (2019 r.) (D1) Scopus, MNiSW 2019: 140pkt.

6. Biernacki K., Dasko M., Ciupak O., Kubinski K., Rachon J., Demkowicz S.; Novel 1,2,4-
Oxadiazole Derivatives in Drug Discovery. Pharmaceuticals 2020, 13, E111
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DOTI: 10.1080/14756366.2020.1858820
IF: 4.286 (2019 r.) (Q1) JCR, SciteScore: 5.4 (2019 r.) (Q1) Scopus, MNiSW 2019: 100pkt.

Dasko M., Demkowicz S., Biernacki K., Ciupak O., Kozak W., Mastyk M., Rachon J.;
Recent progress in the development of steroid sulphatase inhibitors — examples of the novel
and most promising compounds from the last decade. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 2020,
35, 1163-1184

DOTI: 10.1080/14756366.2020.1758692

IF: 4.027 (2018 r.) (Q1) JCR, SciteScore: 4.00 (2018 r.) (Q1) Scopus, MNiSW 2019: 140pkt.

Demkowicz S., Dagko M., Rachon J., Biernacki K., Aszyk J., Kozak W., Maslyk M., Ku-
binski K.; New potent STS inhibitors based on fluorinated 4-(1-phenyl-1H-[1,2,3]triazol-4-
yl)-phenyl sulfamates. Synthesis and biological evaluation. J. Asian Nat. Prod. Res. 2020,
22, 1037-1044

DOI: 10.1080,/10286020.2019.1680642

IF: 1.091 (2018 r.) (Q3) JCR, SciteScore: 1.23 (2018 r.) (Q2) Scopus, MNiSW 2019: 40pkt.

Demkowicz S., Dasko M., Biernacki K., Harrous A., Rachon J., Kozak W., Martyna A.,
Mastyk M., Kubinski K., Boguszewska-Czubara A.; Novel steroid sulfatase inhibitors based on
N-thiophosphorylated 3-(4-aminophenyl)-coumarin-7- O-sulfamates. Drug Dev. Res. 2019,
80, 857-866

DOTI: 10.1002/ddr.21569

IF: 1.742 (2018 r.) (Q4) JCR, SciteScore: 2.43 (2018 r.) (Q2) Scopus, MNiSW 2019: 70pkt.

10. Biernacki K., Kaczkowska E., Bruzdziak P.; Aqueous solutions of NMA, NasHPOy4, and
NaHsPOy4 as models for interaction studies in phosphate—protein systems. J. Mol. Liq. 2018,
265, 361-371
DOTI: 10.1016/j.molliq.2018.05.104
IF: 4.513 (2018 r.) (Q1) JCR, SciteScore: 4.26 (2018 r.) (D1) Scopus, MNiSW 2019: 100pkt.

PROJEKTY:
1. ,Nowe inhibitory sulfatazy steroidowej na bazie amidosiarczanowych pochodnych 1,2,4-oksa-

diazoli” [en. ,New steroid sulfatase inhibitors based on 1,2,4-oxadiazole sulfamate derivati-
ves”|

NCN grant No. 2020/37/N/NZ7/02535

Udzial — Kierownik projektu 2021-2024 r.

Opiekun — dr hab. inz. Sebastian Demkowicz
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2.

,Projektowanie, synteza oraz badania aktywnosci biologicznej nowych inhibitoréw proteazy
SARS-Cov-2Mpro jako potencjalnych chemoterapeutykéw w leczeniu COVID-19 [en. ,De-
sign, synthesis and biological evaluation of new SARS-Cov-2Mpro protease inhibitors as po-
tential chemotherapeutic agents in the treatment of COVID-19”]

COMBATING CORONAVIRUS

Kier. Projektu — dr hab. inz. Sebastian Demkowicz

Udzial — Wykonawca 01.09.2020-31.08.2021 r.

»,2Development of a novel and versatile synthesis of functionalized unsymmetrical alkynyl
sulfanes and their application for a first total synthesis of Ajoene”

NCN grant No. 2015/19/B/ST5/03359

Kier. Projektu — prof. dr hab. inz. Dariusz Witt

Udzial — Wykonawca. 2016-2019 r.

,Protein stability in aqueous solutions of osmolytes studied through complementary theore-
tical and experimental approach”

NCN grant No. 2013/11/B/NZ1/02258

Kier. Projektu. prof. dr hab. inz. Janusz Stangret

Udzial — Wykonawca. 2013-2016 r.

PATENTY:

1.

Demkowicz S., Dasko M., Biernacki K., Rachon J.; Amidosiarczanowe N-acylowane po-

chodne 4-[5-(4-aminofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo|fenolu, N-acylowane pochodne 4-[5-(4-aminofenylo)-

1,2,4-oksadiazol-3-ilo]fenolu, zastosowanie tych zwiazkéw oraz sposéb otrzymywania amido-
siarczanowych N-acylowanych pochodnych 4-[5-(4-aminofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilolfenolu
(en. N-acylamido sulfamate derivatives of 4-[5-(4-aminophenyl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl|phenol,
N-acylated derivatives 4-[5-(4-aminophenyl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl|phenol, the use of these com-
pounds and a method for the preparation of N-acylated sulfamated derivatives of 4-[5-(4-
aminophenyl)-1,2,4-oxadiazol-3-yl]phenol.) (2020 r.) Patent polski nr. P.433939 (nr prawa
patent 240686)

Demkowicz S., Dasko M., Biernacki K., Rachon J.; Amidosiarczanowe pochodne 4-(5-fenylo-
1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenolu, pochodne 4-(5-fenylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenolu, ich zastoso-
wanie, oraz sposéb otrzymywania amidosiarczanowych pochodnych 4-(5-fenylo-1,2,4-oksa-
diazol-3-ilo)fenolu (en. Sulfamate derivatives of 4-(5-phenyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)phenol, 4-(5-
phenyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)phenol derivatives, their application and preparation methods of
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sulfamate derivatives of 4-(5-phenyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)phenol.) (2020 r.) Patent polski nr.
P.433941 (nr prawa patent 240311),

3. Demkowicz S., Dasko M., Biernacki K., Rachon J.; Amidosiarczanowe pochodne 4-(5-
benzylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenolu, pochodne 4-(5-benzylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenolu do
zastosowania jako leki, oraz sposéb otrzymywania amidosiarczanowych pochodnych 4-(5-
benzylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenolu (en. 4-(5-benzyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)phenol sulfamate de-
rivatives, 4-(5-benzyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)phenol derivatives for use as medicaments, and pre-
paration methods of sulfamate derivatives of 4-(5-benzyl-1,2,4-oxadiazol-3-yl)phenol.) (2020
r.) Patent polski nr. P.433940 (nr prawa patent 240310)

KSIAZKI I SKRYPTY:

1. Alfuth J., Biernacki K. ,,Zbiér zadan z Chemii Organicznej” [en. ,,Organic Chemistry Work-
book”], Wydawnictwo PG, Gdansk 2020, Wydanie IT ISBN: 978-83-7348-807-6

2. Alfuth J., Biernacki K. ,,Zbiér zadan z Chemii Organiczne;j” [en. ,,Organic Chemistry Work-
book”], Wydawnictwo PG, Gdansk 2020, Wydanie I ISBN: 978-83-7348-797-0

STAZE NAUKOWE:

1. Staz naukowy w zespole prof. Claudiu T. Supuran, we Florencji (Uniwersytet Florencki, Wy-
dzial NEUROFARBA, Wlochy), 09.2021-12.2021 finansowany ze $rodkéw ,,Zintegrowanego

Programu Rozwoju Politechniki Gdanskiej”
KONFERENCJE NAUKOWE:

1. Karol Biernacki, Mateusz Dagko, Janusz Rachon, Konrad Kubinski, Maciej Mastyk, Seba-
stian Demkowicz ,New potent steroid sulfatase (STS) inhibitors based on fluorinated 4-(1-
phenyl-1H-[1,2,3]triazol-4-yl)phenyl sulfamates. Synthesis and biological evaluation.”
21st European Symposium on Organic Chemistry, Wieden (Austria), 14-18 lipiec 2019, Sesja

posterowa

2. Olga Ciupak, Mateusz Dasko, Karol Biernacki, Janusz Rachon, Maciej Mastyk, Konrad

Kubinski, Aleksandra Martyna, Sebastian Demkowicz ,,Nowe inhibitory sulfatazy steroidowej
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na bazie amidosiarczanowych pochodnych 6-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)naftaleno-2-ilu”
XIV Kopernikanskie seminarium doktoranckie, Torun (Polska), 20-22 wrzesien 2021, Sesja

Posterowa

3. Eugene Arthur-Baidoo, Karina Falkiewicz, Lidia Chomicz-Manka, Anna Czaja, Sebastian
Demkowicz, Karol Biernacki, Witold Kozak, Janusz Rak, Stephan Denifl ,Degradacja
N,N-dimetyloamidosiarczanu 5-hydroksyuracylu indukowana przyltaczeniem elektronu w fa-
zie gazowej”

XIV Kopernikanskie seminarium doktoranckie, Torun (Polska), 20-22 wrzesien 2021, Sesja

Posterowa

4. Karol Biernacki ,Recent progress in the development of steroid sulfatase inhibitors”
Part of European BioTech Week Innovations is in our genes, Warszawa (forma zdalna), 27.09-

30.09.2021, Wystapienie ustne
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3.1 Modelowanie molekularne

W celu przeprowadzenia dokowania molekularnego, w pierwszym etapie przygotowano
oraz zoptymalizowano geometrie struktur zwiazkow chemicznych bedacych potencjalnymi inhi-
bitorami STS za pomoca programu HyperChem 8.0.7 (Hypercube, Inc., Gainesville, FL, USA).
Wszystkie zaproponowane struktury zoptymalizowano wykorzystujac pole sitowe Merk Mole-
cular+ (and. MM+ force field) z algorytmem sprzezonych gradientéw Polak-Ribiere. Proces
prowadzono do momentu uzyskania réznicy energii nie wiekszej jak 0,025 kcal/(mol - A). Tak

przygotowane struktury uzyto bezposrednio w programie dokujacym.

Strukture rentgenograficzna STS pobrano z ogdlnodostepnej bazy PDB (PDB ID: 1P49)
i przygotowano w nastepujacy sposob: usunieto czgsteczki wody oraz siarczanows forme gem-
diolowej formyloglicyny. W kolejnym kroku wprowadzono do struktury STS fGly75 za pomoca
oprogramowania Preparation Wizard, bedacego czescia pakietu Maestro (Schrédinger, LLC,
NY, USA) oraz brakujace atomy wodoru. Tak przygotowana strukture enzymu optymalizowano

wykorzystujac pole sitowe OPLS—AA w programie Maestro.

Dokowanie molekularne przeprowadzono za pomocg oprogramowania AutoDock Vina 1.1.2
(Molecular Graphics Laboratory, The Scripps Research Institute, La Jolla, Ca, USA). Struktury
dokowano w pudle o wymiarach 25 x 25 x 25 A — 30 x 30 x 30 A, w zaleznosci od wielkosci
czasteczki potencjalnego inhibitora, majacego srodek na atomie Cg fGly75. Dokowanie kazdego
ligandu przeprowadzono pigciokrotnie, selekcjonujac za kazdym razem ligand charakteryzujacy
sie najlepszym dopasowaniem do centrum aktywnego enzymu. W ostatnim etapie wyniki zostaty

poddane ocenie wizualnej w celu wyboru optymalnego dopasowania.

Otrzymane wyniki zaprezentowano w postaci graficznych wizualizacji, ktore zostaty wyko-
nane z wykorzystaniem oprogramowania VMD 1.9 (University of Illinois at Urbana-Champaign,
Urbana, IL, USA).
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3.2 Synteza chemiczna

3.2.1 Aparatura

Szklo laboratoryjne wykorzystane w pracy eksperymentalnej bylo czyste oraz, jezeli wy-
magaly tego warunki reakcji, osuszone za pomoca palnika Bunsena. Widma magnetycznego rezo-
nansu jadrowego zostaly wykonane przy uzyciu spektrometru Bruker Avance 11T HD 400 MHz
lub Varian Inova 500. Przesuniecia chemiczne zostaly podane w wartosci ppm wzgledem sy-
gnatu resztkowego rozpuszczalnika (DMSO-dg = 2.50 ppm dla 'H, 39.5 ppm dla '3C, CDCl3 =
7.26 ppm dla 'H, 77.2 ppm dla 3C, CD3COCD3 = 2.05 ppm dla 'H, 29.8 ppm, 206.3 ppm dla
13C). Stale sprzezenia zostaly podane w hercach. Widma spektroskopii mas zostaty wykonane z
wykorzystaniem aparatu Triple TOF 5600+ SCIEX Mass Spec. System. Temperatury topnienia
zostaly zmierzone za pomocg kriometru Stuart Scientific SMP30. Widma w podczerwieni zmie-
rzono z wykorzystaniem aparatu Nicolet 8700 FTiR spectrometer (Thermo Scientific, Waltham,
MA) wyposazonego w przystawke ATR wykonanej z diamentu. Kazde z rejestrowanego widma
zostalo otrzymane poprzez usrednienie 128 niezaleznych skanéw przy rozdzielczosci 2cm™'. Spek-
trometr byt przeptukiwany suchym azotem w celu zminimalizowania wptywu pary wodnej oraz

dwutlenku wegla.

Wszystkie substraty niezbedne do przeprowadzenia syntezy organicznej zostaly zaku-
pione w firmie Sigma-Aldrich (Merck) lub otrzymane na podstawie zmodyfikowanych danych
literaturowych. Rozpuszczalniki organiczne byly destylowane oraz suszone za pomoca stan-
dardowych metod. Preparatywna chromatografia kolumnowa zostala przeprowadzona z wy-
korzystaniem zelu krzemionkowego o $rednicy 40-63 pM (230-400 mesh, SiliCycle Inc., 2500,
Parc-Technologique Blvd, Quebec City, G1P4S6, Canada) 60 A. Chromatografia cienkowar-
stwowa zostala wykonana przy uzyciu plytek Polygram SIL G/UV254 (SiliCycle Inc., 2500,
Parc-Technologique Blvd, Quebec City, G1P4S6, Canada).

Badania in vivo zostaly przeprowadzone w warunkach SPF (ang. specific pathogen free)
w instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu na
podstawie uzyskanej zgody Lokalnej Komisji Etycznej Eksperymentéw na Zwierzetach we Wro-
cltawiu (nr zezwolenia: 77/2018), zgodnie z Dyrektywa 2010/63/UE Europejskiego Parlamentu

i Rady w sprawie ochrony zwierzat laboratoryjnych wykorzystywanych do celéw naukowych.

Zwierzeta przeznaczone do badan in vivo — 7-8 tygodniowe samice mysz Balb/c — zo-
staly zakupione w Centrum Medycyny Do$wiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Bialym-
stoku. Zwierzeta byly przetrzymywane podczas badan w osobnych, odpowiednio wentylowanych

klatkach w celu zapewnienia okoto 50%-owej wilgotnosci powietrza w temperaturze ok. 22°C z
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dostepem do pozywienia oraz wody ab libitum.

Morfologia krwi zostata wykonana za pomoca analizatora hematologicznego Mythic 18,
PZ Cormay, za$ analiza biochemiczna za pomoca analizatora Cobas c111, Roche. Rozmiary guza

zostaly zmierzone za pomoca suwmiarki CD-15DCX (Mitutoyo Corp, Japonia).

Linia komérkowa raka sutka myszy 67NR zostala zakupiona w Barbara Ann Karmanos
Cancer Institute, (Detroit, MI, USA). Komérki hodowano w wilgotnej atmosferze zawierajacej
5% CO4y w temperaturze 37°C w pozywce DMEM (Gibco, Wielka Brytania) z dodatkiem 10%
surowicy bydlecej, wzmocniona zelazem (ATCC) i uzupelniona 2 mM L-glutaminy, 1% roztworem
MEM 100X niezbednych aminokwaséw, 100 pL/mL streptomycyny (Sigma Aldrich, Merck) i
100 jednostek/mL penicyliny (Polfa Tarchomin SA, Polska).
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3.2.2 Procedura otrzymywania 4-((trimetylosililo)etynylo)fenolu
(26)

Do okraglodennej, wysuszonej palnikiem kolby wprowadzono 230 mL bezwodnego ACN,
4-jodofenol (1 eq, 44 mmol, 9,68 g), trimetylosililoacetylen (1,5 eq, 66 mmol, 6,48 g), PdCl,
(0,05 eq, 2,2 mmol, 0,390 g), PhsP (0,1 eq, 4,4 mmol, 1,15 g), Cul (0,025 eq, 1,1 mmol, 0,209 g)
oraz TEA (7 eq, 308 mmol, 31,17 g). Mieszanine reakcyjna ogrzewano w temperaturze wrze-
nia rozpuszczalnika przez 3 godziny. Nastepnie, roztwér ochtodzono, przesaczono przez celit, a
otrzymany przesacz zatezono na wyparce obrotowej. Otrzymany surowy produkt oczyszczono
z wykorzystaniem preparatywnej chromatografii kolumnowej w ukladzie AcOEt:heksan (1:4).
Otrzymano 7,1 g (32,1 mmol, 73%) czystego produktu w postaci ciemnobrazowego, krystalicz-

nego osadu.

OH

4-((Trimetylosililo)etynylo)fenol 26

Wydajnoéé 73%

Temperatura topnienia: 63-66°C

Vmax (ATR)/cm™ 3308, 2956, 2160, 1606, 1508, 1434, 1356, 1206, 826

1H NMR 5y (400 MHz, CDCl3) 7,38 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 6,77 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 6,00-3,40 (1H, brs, OH), 0,26 (9H, s, CHj3)

13C NMR 5¢ (101 MHz, CDCl3) 155,8, 133,7, 115,5, 115,4, 105,1, 92,6, 0,1

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 189,0741, zmierzone: 189,0951
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3.2.3 Ogblna procedura otrzymywania pochodnych 4-(1-fenylo-
1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenolu 27a-ab

Do okraglodennej kolby, wysuszonej uprzednio palnikiem, rozpuszczono odpowiednia po-
chodna aniliny (1 eq, 2,1 mmol) w bezwodnym ACN (6 mL), ochlodzono w azni lodowej po czym
wprowadzono t-BuONO (1,2 eq, 2,52 mmol) i pozostawiono w stanie mieszania przez 10 minut
w atmosferze gazu obojetnego. Nastepnie, powoli wkroplono TMSN3 (1,1 eq, 2,31 mmol) w
obnizonej temperaturze i mieszanine reakcyjna mieszano przez 4 godziny w temperaturze po-
kojowej, zabezpieczajac reakcje przed dostepem wilgoci. W kolejnym kroku, mieszanine ochto-
dzono w lazni lodowej, po czym dodano 26 (1 eq, 2,1 mmol) oraz 1 M roztwér TBAF w THF
(1,1 eq, 2,31 mmol) i mieszano przez 30 minut. Nastepnie wprowadzono $wiezo sporzadzony 1 M
wodny roztwér askorbinianu sodu (0,2 eq, 0,42 mmol) i CuSO, - H,O (0,1 eq, 0,21 mmol). Tak
przygotowana mieszanine reakcyjna pozostawiono w stanie mieszania przez 12 godzin. Nastep-
nie, rozpuszczalniki organiczne odparowano z wykorzystaniem wyparki obrotowej, a pozostalo$é
rozpuszczono w AcOEt i przemyto dwukrotnie 0,1 M HCl. Warstwe organiczna oddzielono, wy-

suszono bezwodnym MgSO,, odparowano, a otrzymang w kolbie pozostatoéé¢ rekrystalizowano z

a

4-(1-Fenylo-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27a

ACN otrzymujac pozadane produkty.

Wydajnoéé 67%

Temperatura topnienia: 191-193°C

Vmax (ATR)/cm™ 3444, 1616, 1491, 1414, 1357, 1228, 1040, 838

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,67 (1H, s, OH), 9,12 (1H, s, CH), 7,95 (2H, d, J = 8.4 Hz,
Ar-H), 7,77 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,63 (2H, t, J = 7,9 Hz, Ar-H), 7,51 (1H, t, J = 7,4 Hz,
Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,1, 148,1, 137,2, 130,4, 129,0, 127,3, 121,7, 120,3, 118,6,
116,2

HRMS (m/z) [M + H]* obliczone: 238,0980, zmierzone: 238,0998

Strona 116 CZESC EKSPERYMENTALNA


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Synteza chemiczna Rozprawa Doktorska

F

an
HO@_QN

4-(1-(4-Fluorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27b

Wydajnoéé 66%

Temperatura topnienia: 246-248°C

Vmax (ATR)/cm™ 3450, 1616, 1494, 1410, 1354, 1224, 1041, 841

1H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 9,67 (1H, s, OH), 9,09 (1H, s, CH), 8,02-7,95 (2H, m,
Ar-H), 7,75 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,53-7,43 (2H, m, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)
13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 162,0 (d, 'Jo.p = 246 Hz), 158,1, 148,2, 133,8 (m), 127,3,
122,7 (m), 121,6, 118,9, 117,2 (m), 116,2

HRMS (m/z) [M + H]* obliczone: 256,0886, zmierzone: 256,0907

4-(1-(3-Fluorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27c

Wydajno$é 67% (92%)

Temperatura topnienia: 222-224°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3102, 1617, 1494, 1400, 1374, 1229, 1053, 836

IH NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 9,69 (1H, s, OH), 9,17 (1H, s, CH), 7.91-7.81 (2H, m,
Ar-H), 7,75 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,72-7,62 (1H, m, Ar-H), 7,40-7,31 (1H, m, Ar-H), 6,90
(2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 162,9 (d, ! Jop = 246 Hz), 158,2, 1483, 138,4 (m), 132,3
(m), 127,3, 121,4, 118,7, 116,3, 116,2, 115,7 (m), 107,8 (m)

HRMS (m/z) [M + H]* obliczone: 256,0886, zmierzone: 256,0905
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4-(1-(3,4-Difluorofenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27d

Wydajnoéé 67%

Temperatura topnienia: 249-251°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm! 3107, 1616, 1502, 1379, 1229, 1054, 842

1H NMR by (400 MHz, DMSO-dg) 9,69 (1H, s, OH), 9,12 (1H, s, CH), 8,16-8,06 (1H, m,
Ar-H), 7,88-7,80 (1H, m, Ar-H), 7,78-7,68 (3H, m, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,2, 150,2 (d, ! Jo.p = 247 Hz), 149,6 (d, * Jc.p = 247 Hz),
148,3, 133,8 (m), 127,3, 121,4, 119,3 (m), 118,9, 117,2 (m), 116,2, 110,4 (m)

HRMS (m/z) [M + H]* obliczone: 274,0792, zmierzone: 274,0812

4-(1-(3,5-Difluorofenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27e

Wydajnosé 63% (89%)

Temperatura topnienia: 214-216°C

vmax (ATR)/cm™ 3333, 1627, 1493, 1408, 1331, 1216, 1029, 823

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,71 (1H, s, OH), 9,19 (1H, s, CH), 7,85-7,67 (4H, m,
Ar-H), 7,47-7,35 (1H, m, Ar-H), 6,90 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 163,4 (d, ' Jor = 247 Hz), 158,3, 148,4, 138,9 (m), 127,3,
121,2, 118,8, 116,3, 104,3 (m), 104,1 (m)

HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 274,0792, zmierzone: 274,0812
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4-(1-(2,3,4-Trifluorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27f

Wydajnosé 38% (70%)

Temperatura topnienia: 214-218°C

Vmax (ATR)/cm™ 3179, 1613, 1489, 1374, 1229, 1036, 834

H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 9,70 (1H, s, OH), 8,91 (1H, s, CH), 7,85-7,72 (3H, m,
Ar-H), 7,68-7,57 (1H, m, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR . 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,3, 150,9 (d, 'Jcor = 248 Hz), 147,8, 1444 (d,
Yo = 255 Hz), 140,3 (d, 'Jor = 250 Hz), 1274, 123,1 (m), 121,8 (m), 121,2, 121,0 (m),
116,2, 113,7 (m)

HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 292,0698, zmierzone: 292,0727

N
HO 7]

4-(1-(4-(Trifluorometylo)fenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27g

Wydajnoéé 82%

Temperatura topnienia: 251-253°C

vmax (ATR)/cm! 3365, 1615, 1497, 1413, 1319, 1223, 1037, 842

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,71 (1H, s, OH), 9,27 (1H, s, CH), 8,20 (2H, d, J = 8,5 Hz,
Ar-H), 8,02 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,77 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,90 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,2, 1485, 140,0, 129,0 (m), 127,7 (m), 127,4, 124,3 (q,
Lo = 272 Hz), 121,3, 120,7, 118,7, 116,2

HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 306,0854, zmierzone: 306,0879
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4-(1-(3-(Trifluorometylo)fenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27h

Wydajnoéé 56%

Temperatura topnienia: 183-186°C

Vmax (ATR)/cm™ 3104, 1617, 1502, 1459, 1374, 1217, 1051, 841

1H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 9,70 (1H, s, OH), 9,30 (1H, s, CH), 8,35-8,27 (2H, m,
Ar-H), 7,90-7,85 (2H, m, Ar-H), 7,77 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 6,90 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)
13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,2, 148.4, 137,6, 131,8, 131,0 (m), 127,3, 125,5 (m),
124,2, 124,1 (q, 'Jop = 273 Hz), 121,4, 118,9, 116,8 (m), 116,2

HRMS (m/z) [M + H]* obliczone: 306,0854, zmierzone: 306,0880

N

4-(1-(2-(Trifluorometylo)fenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27i

Wydajnoéé 50%

Temperatura topnienia: 169-171°C

vmax (ATR)/cm™ 3446, 1615, 1493, 1415, 1357, 1230, 1037, 841

1H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 9,67 (1H, s, OH), 8,83 (1H, s, CH), 8,10-7,72 (6H, m,
Ar-H), 6,88 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,1, 147,3, 134,9 (m), 134,5, 131,6, 129,7, 128,0 (m),
127,3, 1254 (m), 1233 (q, LJcp = 274 Hz), 123,2, 121,4, 116,2

HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 306,0854, zmierzone: 306,0897
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4-(1-(3,5-Bis(trifluorometylo)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27j

Wydajnoéé 66%

Temperatura topnienia: 270-272°C

Vmax (ATR)/cm™ 3172, 1615, 1492, 1426, 1361, 1223, 1054, 846

1H NMR &8y (400 MHz, DMSO-dg) 9,72 (1H, s, OH), 9,43 (1H, s, CH), 8,65 (2H, s, Ar-H),
8,26 (1H, s, Ar-H), 7,75 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 6,90 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,3, 148,6, 138,4, 132,3 (m), 127,3, 123,3 (q, ! Jo.p = 273 Hz),
122,2 (m), 121,1, 120,8 (m), 119,1, 116,3

HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 374,0728, zmierzone: 374,0757

F
N
N:N 3

4-(1-(4-Fluoro-2-(trifluorometylo)fenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27k

Wydajnoéé 57%

Temperatura topnienia: 180-182°C

vmax (ATR)/cm™ 3092, 1614, 1499, 1430, 1379, 1227, 1050, 844

1H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 9,67 (1H, s, OH), 8,81 (1H, s, CH), 8,07-7,98 (1H, m,
Ar-H), 7,95-7,81 (2H, m, Ar-H), 7,75 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 6,88 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)
13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 162,6 (d, ' Jop = 251 Hz), 158,1, 147,3, 132,5 (m), 131,3
(m), 127,7 (m), 127,3, 123,4, 122,3 (q, 'Jc.r = 274 Hz), 121,5 (m), 121,3, 116,2, 115,9 (m)
HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 324,0760, zmierzone: 324,0792
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4-(1-(4-(Trifluorometoksy)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 271
Wydajnoéé 69%

Temperatura topnienia: 212-213°C
vmax (ATR)/cm™ 3460, 1618, 1517, 1492, 1208, 1157, 1037, 839

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,69 (1H, s, OH), 9,16 (1H, s, CH), 8,09 (2H, d, J = 9,1 Hz,
Ar-H), 7,76 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,65 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz,

Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,1, 1483, 148,2, 136,1, 127,3, 123,1, 122,2, 121,5, 120,5

(q, YJep = 257 Hz), 118,9, 116.2
HRMS (m/z) [M + H]*' obliczone: 322,0803, zmierzone: 322,0831

4-(1-(2-(Trifluorometoksy)fenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27m

Wydajnoéé 70%
Temperatura topnienia: 135-138°C
vmax (ATR)/cm™ 3357, 1615, 1493, 1415, 1322, 1236, 1038, 841

1H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 9,68 (1H, s, OH), 8,87 (1H, s, CH), 7,92-7,54 (6H, m,

Ar-H), 6,39 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,1, 1475, 141,5, 132,0, 130,3, 129,3, 128,0, 127,3, 123,1,

122,2, 121,4, 120,2 (q, "Jor = 259 Hz), 116.2
HRMS (m/z) [M + H]" obliczone: 322,0803, zmierzone: 322,0831
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4-(1-(3-Chlorofenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27n

Wydajnosé 70% (89%)

Temperatura topnienia: 208-209°C

Vmax (ATR)/cm™ 3458, 1616, 1591, 1466, 1222, 1175, 1040, 839, 681

1H NMR b5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,70 (1H, s, OH), 9,19 (1H, s, CH), 8,07 (1H, t, J = 2,0 Hz,
Ar-H), 7,98-7,93 (1H, m, Ar-H), 7,75 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,66 (1H, t, J = 8,1 Hz, Ar-H),
7,60-7,55 (1H, m, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR &¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158.2, 148.3, 138.2, 134.7, 132.1, 128.8, 127.3, 121.4, 120.1,
118.9, 118.7, 116.2

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 270,0434, zmierzone: 270,0547

4-(1-(3,5-Dichlorofenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 270

Wydajnosé 54% (86%)

Temperatura topnienia: 241-244°C

Vmax (ATR)/cm! 3126, 1614, 1591, 1471, 1226, 1177, 1057, 841, 662

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,72 (1H, s, OH), 9,24 (1H, s, CH), 8,08 (2H, d, J = 1,8 Hz,
Ar-H), 7,76 (1H, t, J = 1,8 Hz, Ar-H), 7,73 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H)

13C NMR 8¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,3, 148,4, 138,8, 135,7, 128,3, 127,3, 121,2, 118,9, 116,3
HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 304,0044, zmierzone: 304,0156
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4-(1-(3-Bromofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27p

Wydajnosé 78%

Temperatura topnienia: 200-202°C

Vmax (ATR)/cm™ 3457, 1616, 1594, 1480, 1221, 1176, 1035, 839, 682

1H NMR b5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,69 (1H, s, OH), 9,20 (1H, s, CH), 8,20 (1H, t, J = 1,9 Hz,
Ar-H), 8,03-7,97 (1H, m, Ar-H), 7,75 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,73-7,68 (1H, m, Ar-H), 7,59
(1H, t, J = 8,1 Hz, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,2, 148,3, 138,3, 132,4, 131,7, 127,3, 122,9, 122,8, 121 4,
119,3, 118,7, 116,2

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 313,9929, zmierzone: 314,0044

N
HO an

4-(1-(3,5-Dibromofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27r

Wydajnosé 48%

Temperatura topnienia: 222-226°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3120, 1616, 1586, 1502, 1231, 1173, 1056, 839, 662

1H NMR b5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,72 (1H, s, OH), 9,25 (1H, s, CH), 8,24 (2H, d, J = 1,7 Hz,
Ar-H), 7,99 (1H, t, J = 1,6 Hz, Ar-H), 7,73 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,2, 148,3, 139,0, 133,6, 127,3, 123,9, 122,0, 121,2, 118,9,
116,3

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 393,9014, zmierzone: 393,9142
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4-(1-(3-Jodofenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27s

Wydajnosé 73%

Temperatura topnienia: 190-194°C

Vmax (ATR)/cm™* 3064, 1616, 1583, 1480, 1224, 1171, 1055, 841, 671

1H NMR by (400 MHz, DMSO-dg) 9,69 (1H, s, OH), 9,18 (1H, s, CH), 8,33 (1H, t, J = 1,8 Hz,
Ar-H), 8,02-7,97 (1H, m, Ar-H), 7,80-7,84 (1H, m, Ar-H), 7,75 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,41
(1H, t, J = 8,0 Hz, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,1, 148,2, 138,1, 137,6, 132,2, 128,3, 127,3, 121,5, 119,6,
118,7, 116,2, 95,9

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 361,9790, zmierzone: 361,9930

4-(1-(3,5-Dijodofenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27t

Wydajnosé 56%

Temperatura topnienia: 241-243°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3122, 1614, 1572, 1500, 1225, 1169, 1050, 838, 663

1H NMR b5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,71 (1H, s, OH), 9,22 (1H, s, CH), 8,35 (2H, d, J = 1,4 Hz,
Ar-H), 8,21 (1H, t, J = 1,4 Hz, Ar-H), 7,73 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,88 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,2, 148,3, 144,5, 138,5, 127,7, 127,3, 121,3, 118,8, 116,2,
97,3

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 487,8757, zmierzone: 487,8908
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4-(1-(3-Metylofenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27u

Wydajnosé 70%

Temperatura topnienia: 215-218°C

vmax (ATR)/cm! 3071, 1614, 1592, 1486, 1220, 1174, 1064, 842, 678

1H NMR by (400 MHz, DMSO-dg) 9,67 (1H, s, OH), 9,09 (1H, s, CH), 7,80-7,71 (4H, m,
Ar-H), 7,50 (1H, t, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,32 (1H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H), 6,88 (21, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 2,44 (3H, s, CH3)

13C NMR &¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,0, 148,0, 140,1, 137,2, 130,2, 129,6, 127,2, 121,7, 120,7,
1185, 117,4, 116,2, 21,4

HRMS (m/z) [M - H]™ obliczone: 250,0980, zmierzone: 250,1126

4-(1-(3,5-Dimetylofenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27w

Wydajnosé 70%

Temperatura topnienia: 235-238°C

Vimax (ATR)/cm! 3021, 1618, 1592, 1487, 1213, 1172, 1069, 838, 676

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,66 (1H, s, OH), 9,06 (1H, s, CH), 7,75 (2H, d, J = 8,6 Hz,
Ar-H), 7,57 (2H, s, Ar-H), 7,13 (1H, s, Ar-H), 6,88 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 2,39 (6H, s, CHs)
13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,0, 148,0, 139,8, 137,1, 130,3, 127,2, 121,7, 118,5, 117.9,
116,2, 21,3

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 264,1137, zmierzone: 264,1283
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4-(1-(3-Metoksyfenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27x

Wydajnosé 76%

Temperatura topnienia: 231-233°C

vmax (ATR)/cm™* 3076, 1610, 1594, 1489, 1225, 1167, 1064, 837, 679

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,67 (1H, s, OH), 9,13 (1H, s, CH), 7,76 (2H, d, J = 8,6 Hz,
Ar-H), 7,55-7,50 (3H, m, Ar-H), 7,10-7,04 (1H, m, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 3,88
(3H, s, CH3)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 160,7, 158,1, 148,1, 1382, 131,3, 127,3, 121,6, 1187, 116,2,
114,7, 112,3, 105,9, 56,1

HRMS (m/z) [M - H]™ obliczone: 266,0930, zmierzone: 266,1076

N
HO R

4-(1-(3,5-Dimetoksyfenylo)-1 H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27y

Wydajnosé 35%

Temperatura topnienia: 190-193°C

vmax (ATR)/cm™ 3120, 1615, 1593, 1493, 1231, 1153, 1062, 830, 676

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,67 (1H, s, OH), 9,13 (1H, s, CH), 7,75 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 7,13 (2H, d, J = 2,2 Hz, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,62 (1H, t, J = 2,2 Hz,
Ar-H), 3,86 (6H, s, CHs)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 161,7, 158,1, 148,0, 138,7, 127,3, 121,6, 118,7, 116,2, 100,6,
98,6, 56,2

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 296,1035, zmierzone: 296,1189
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4-(1-(3-Etylofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27z

Wydajnosé 70%

Temperatura topnienia: 188-189°C

Vmax (ATR)/cm™ 3148, 1611, 1591, 1498, 1233, 1177, 1069, 833, 689

1H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 9,67 (1H, s, OH), 9,11 (1H, s, CH), 7,82-7,72 (4H, m,
Ar-H), 7,52 (1H, t, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,35 (1H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 2,74 (2H, q, J = 7,6 Hz, CHy), 1,25 (3H, t, J = 7,6 Hz, CH3)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,0, 148,0, 146,4, 137,2, 130,1, 1284, 127,3, 121,7, 119,6,
118,6, 117,7, 116,2, 28,5, 15,9

HRMS (m/z) [M - H|™ obliczone: 264,1137, zmierzone: 264,1285

O e
7 N (\:H
HO 3 I{I CH;
N*

4-(1-(3-Izopropylofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27aa

Wydajnoéé 78%

Temperatura topnienia: 153-155°C

Vmax (ATR)/cm™t 3118, 1613, 1591, 1495, 1224, 1173, 1064, 845, 664

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,67 (1H, s, OH), 9,13 (1H, s, CH), 7,83-7,73 (4H, m,
Ar-H), 7,53 (1H, t, J = 7,9 Hz, Ar-H), 7,38 (1H, d, J = 7,7 Hz, Ar-H), 6,89 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 3,03 (1H, hept, J = 6,9 Hz, CH), 1,29 (6H, d, J = 6,9 Hz, CH3)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,0, 151,0, 148,0, 137,3, 130,3, 127,3, 127,1, 121,7, 118,6,
118,3, 117,9, 116,2, 33,9, 24,2

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 278,1293, zmierzone: 278,1444
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4-(1-(3-Nitrofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenol 27ab

Wydajnosé 62%

Temperatura topnienia: 267-268°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3265, 1615, 1592, 1493, 1229, 1173, 1048, 836, 663

1H NMR 8y (400 MHz, DMSO-dg) 9,71 (1H, s, OH), 9,37 (1H, s, CH), 8,76 (11, t, J = 2,1 Hz,
Ar-H), 8,44 (1H, dd, J = 8,1, 2,1 Hz, Ar-H), 8,33 (1H, dd, J = 8,3, 2,2 Hz, Ar-H), 7,93 (1M, t,
J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,77 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 6,90 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 158,2, 149,0, 148,5, 137.8, 132,0, 1273, 126,2, 123.4, 1213,
119,0, 16,3, 114,8

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 281,0675, zmierzone: 281,0821
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3.2.4 Ogodlna procedura otrzymywania amidosiarczanowych po-
chodnych 4-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenolu Ia-ab

Do kolby okraglodennej, wysuszonej palnikiem i zabezpieczonej przed dostepem wilgoci,
wprowadzono 2 mL bezwodnego DCM oraz izocyjanian chlorosulfurylu (1,5 eq, 1,5 mmol)
po czym dodano mieszaning kwasu mréwkowego (1,5 eq, 1,5 mmol) i N, N-dimetyloacetamidu
(0,016 eq, 0,016 mmol). Calo$¢ mieszano w temperaturze 40°C przez 3 godziny. Nastepnie roz-
twér odpowiedniej pochodnej 4-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenolu 27a-ab (1 eq, 1 mmol) w
N,N-DMA (5 mL) wprowadzono do mieszaniny reakcyjnej i mieszano przez noc w temperaturze
pokojowej, zabezpieczajac mieszanine przed dostepem wilgoci. Nastepnie, mieszanine reakcyjna
przeniesiono do zlewki z woda (50 mL), powstaly osad odsaczono, wysuszono na powietrzu i

krystalizowano z ACN.

7 N

(@) |

O\\S/\\ N:N
HN ©

Amidosiarczan 4-(1-fenylo-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ia

Wydajnosé 82%

Temperatura topnienia: 230-232°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3446, 3110, 1491, 1372, 1230, 1175, 1041, 816, 756

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,34 (1H, s, CH), 8,08 (2H, s, NHy), 8,03 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 7,97 (2H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H), 7,66 (2H, t, J = 7,9 Hz, Ar-H), 7,54 (1H, t, J = 7,4 Hz,
Ar-H), 7,43 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,4, 147,0, 137,1, 130,4, 129,3, 129,1, 127,2, 123,3, 120,5,
120,3

HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 317,0708, zmierzone: 317,0754

Strona 130 CZESC EKSPERYMENTALNA


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Synteza chemiczna Rozprawa Doktorska

Amidosiarczan 4-(1-(4-fluorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ib

Wydajnosé 78%

Temperatura topnienia: 235-236°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™t 3331, 3163, 1494, 1373, 1229, 1176, 1056, 827, 759

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,32 (1H, s, CH), 8,09 (2H, s, NHy), 8,05-7,96 (4H, m,
Ar-H), 7,57-7,47 (2H, m, Ar-H), 7,43 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 5 (101 MHz, DMSO-dg) 162,2 (d, ' Jo.p = 246 Hz), 150,4, 147,0, 133,6 (m), 129,1,
127,2, 123,3, 122,9 (m), 120,6, 117,3 (m)

HRMS (m/z) [M + H]* obliczone: 335,0614, zmierzone: 335,0676

Amidosiarczan 4-(1-(3-fluorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ic

Wydajnosé 80%

Temperatura topnienia: 232-234°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3345, 3155, 1495, 1375, 1235, 1152, 1054, 829, 757

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,39 (1H, s, OH), 8,09 (2H, s, NHz), 8,02 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 7,92-7,81 (2H, m, Ar-H), 7,77-7,64 (1H, m, Ar-H), 7,48-7,34 (3H, m, Ar-H)

13C NMR &¢ (101 MHz, DMSO-dg) 162,9 (d, ' Jcp = 245 Hz), 150,5, 147,1, 138,3 (m), 132,4
(m), 128,9, 127,2, 123.4, 120,5, 116,4 (m), 116,0 (m), 108,0 (m)

HRMS (m/z) [M + H]*" obliczone: 335,0614, zmierzone: 335,0660
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Amidosiarczan 4-(1-(3,4-difluorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Id

Wydajnoéé 76%

Temperatura topnienia: 225-227°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™t 3370, 3152, 1496, 1372, 1231, 1154, 1054, 835, 758

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,35 (1H, s, CH), 8,18-8,11 (1H, m, Ar-H), 8,09 (2H, s,
NH,), 8,00 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,90-7,82 (1H, m, Ar-H), 7,80-7,71 (1H, m, Ar-H), 7,43
(2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,5, 150,2 (d, ' Jo.p = 247 Hz), 149,8 (d, ' Jc.p = 247 Hz),
147,1, 133,7 (m), 128,9, 127,2, 123.4, 120,7, 119,4 (m), 117,4 (m), 110,7 (m)

HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 353,0520, zmierzone: 353,0547

Amidosiarczan 4-(1-(3,5-difluorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ie

Wydajnosé 80%

Temperatura topnienia: 227-228°C

vmax (ATR)/cm™ 3343, 3155, 1493, 1376, 1227, 1157, 1056, 844, 756

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,42 (1H, s, CH), 8,09 (1H, s, NHs), 7,99 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 7,86-7,76 (2H, m, Ar-H), 7,51-7,40 (3H, m, Ar-H)

13C NMR 8¢ (101 MHz, DMSO-dg) 163,4 (d, ' Jop = 247 Hz), 150,6, 147,2, 138,8 (m), 128,7,
127,2, 123,4, 120,6, 104,5 (m), 104,3 (m)

HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 353,0520, zmierzone: 353,0548
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Amidosiarczan 4-(1-(2,3,4-trifluorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu If

Wydajnoéé 66%

Temperatura topnienia: 215-216°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cmt 3353, 3151, 1490, 1383, 1239, 1155, 1042, 811, 755

1H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 9,15 (1H, s, CH), 8,09 (2H, s, NHy), 8,05 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 7,89-7,79 (1H, m, Ar-H), 7,70-7,59 (1H, m, Ar-H), 7,43 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR. 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 151,0 (d, 'Jcp = 248 Hz), 150,6, 146,7, 1444 (d,
Lcp = 259 Hz), 140,2 (d, LJep = 251 Hz), 128,6, 127,3, 123,5 (m), 123,3, 123,0 (m), 121,0
(m), 113,8 (m)

HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 371,0426, zmierzone: 371,0457

N
O—<: :>—</ |
O\\S/ II:N

CF;

Amidosiarczan 4-(1-(4-(trifluorometylo)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ig

Wydajnosé 88%

Temperatura topnienia: 186-190°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3356, 3135, 1493, 1376, 1231, 1160, 1039, 826, 756

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,50 (1H, s, CH), 8,22 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H), 8,10
(2H, s, NH»), 8,07-8,00 (4H, m, Ar-H), 7,44 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,6, 147,3, 1398, 129,2 (m), 128,8, 127,8 (m), 127,2,
124,3 (q, YJop = 272 Hz), 123,4, 120,9, 120,5

HRMS (m/z) [M + H]' obliczone: 385,0582, zmierzone: 385,0614
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Amidosiarczan 4-(1-(3-(trifluorometylo)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ih

Wydajnoéé 77%

Temperatura topnienia: 213-214°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3323, 3144, 1494, 1361, 1209, 1159, 1050, 850, 759

1 NMR 8y (400 MHz, DMSO-dg) 9,52 (1H, s, CH), 8,37-8,26 (2H, m, Ar-H), 8,09 (21, s,
NH,), 8,03 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,95-7,85 (2H, m, Ar-H), 7,44 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)
13C NMR ¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,5, 147,2, 137,5, 131,9, 131,1 (m), 128,9, 127,2, 1258
(m), 124,4, 124,1 (q, *Jop = 273 Hz), 1234, 120,7, 117,1 (m)

HRMS (m/z) [M + H]" obliczone: 385,0582, zmierzone: 385,0647

N’ ‘\(
o—<: :>—</ l
) .N CF
O\s N* 3

Amidosiarczan 4-(1-(2-(trifluorometylo)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ii

Wydajnosé 73%

Temperatura topnienia: 153-156°C

Vimax (ATR)/cm! 3366, 3149, 1493, 1371, 1241, 1174, 1057, 818, 759

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,07 (1H, s, CH), 8,12-7,82 (8H, m, NHy, Ar-H), 7,42 (2H,
d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 8¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,5, 146,2, 134,6, 131,8, 129.8, 128,9, 128,0 (m), 127,3
(m), 127,2, 125.4 (m), 124,8, 123,3, 123.2 (q, ' Jop = 274 Hz)

HRMS (m/z) [M + H]* obliczone: 385,0582, zmierzone: 385,0639
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Amidosiarczan 4-(1-(3,5-bis(trifluorometylo)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ij

Wydajnosé 79%

Temperatura topnienia: 231-232°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™t 3358, 3145, 1493, 1373, 1277, 1153, 1052, 808, 755

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,65 (1H, s, CH), 8,68 (2H, s, Ar-H), 8,30 (1H, s, Ar-H),
8,10 (2H, s, NHs), 8,02 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,45 (2H, d, J = 7,45 Hz, Ar-H)

13C NMR &¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,6, 147,6, 138,3, 132,4 (m), 128,6, 127,2, 123.4, 123.3
(q, VJcop = 273 Hz), 122,6 (m), 121,1 (m), 121,0

HRMS (m/z) [M + H]* obliczone: 453,0456, zmierzone: 453,0511

Amidosiarczan 4-(1-(4-fluoro-2-(trifluorometylo)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ik

Wydajnosé 71%

Temperatura topnienia: 210-211°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3252, 3172, 1491, 1386, 1269, 1133, 1052, 836, 750

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,05 (1H, s, CH), 8,12-7,82 (7H, m, Ar-H, NH,), 7,42 (2H,
d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR &¢ (101 MHz, DMSO-dg) 162,8 (d, ' Jcp = 251 Hz), 150,5, 146,2, 132,6 (m), 131,1
(m), 128,8, 127,6 (m), 127,2, 125,0, 123,3, 1224 (q, 1Jcp = 274 Hz), 121,5 (m), 116,0 (m)
HRMS (m/z) [M + H]*" obliczone: 403,0488, zmierzone: 403,0520
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Amidosiarczan 4-(1-(4-(trifluorometoksy)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu I1

Wydajnoéé 86%

Temperatura topnienia: 224-225°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™t 3317, 3158, 1494, 1373, 1269, 1153, 1053, 840, 758

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,38 (1H, s, CH), 8,14-8,06 (4H, m, Ar-H, NH,), 8,03 (2H,
d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,68 (2H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H), 7,44 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 8¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,5, 148,4, 147,1, 135.,9, 129,0, 127,2, 123,3, 123,2, 122.4,
120,6, 120,5 (q, ' Jop = 257 Hz)

HRMS (m/z) [M + H]* obliczone: 401,0531, zmierzone: 401,0576

Amidosiarczan 4-(1-(2-(trifluorometoksy)fenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Im

Wydajnosé 75%

Temperatura topnienia: 169-171°C

Vmax (ATR)/cm™ 3250, 3158, 1490, 1390, 1256, 1156, 1059, 848, 753

1H NMR by (400 MHz, DMSO-dg) 9,12 (1H, s, CH), 8,10-7,90 (5H, m, Ar-H, NH,), 7,81-7,65
(3H, m, Ar-H), 7,42 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,5, 146,4, 141,6, 132,2, 130,1, 129,4, 128,9, 128,0, 127,2,
123,9, 123,4, 123,1, 120,2 (d, Jop = 259 Hz)

HRMS (m/z) [M + H]* obliczone: 401,0531, zmierzone: 401,0561
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Amidosiarczan 4-(1-(3-chlorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu In

Wydajnosé 80%

Temperatura topnienia: 224-225°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3354, 1597, 1489, 1377, 1177, 1153, 1060, 936, 864, 729, 676

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,42 (1H, s, CH), 8,13-8,05 (3H, m, NHz, Ar-H), 8,05-7,96
(3H, m, Ar-H), 7,60 (1H, t, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,64-7,57 (1H, m, Ar-H), 7,43 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,5, 147,1, 138,1, 134,7, 132,2, 129,1, 128,9, 127,2, 123 .4,
120,5, 120,3, 119,1

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 349,0162, zmierzone: 349,0268

Amidosiarczan 4-(1-(3,5-dichlorofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Io

Wydajnoéé 57%

Temperatura topnienia: 237-238°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3336, 1586, 1477, 1373, 1178, 1158, 1058, 949, 872, 728, 664

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,46 (1H, s, CH), 8,13-8,05 (4H, m, NHy, Ar-H), 7,99 (2H,
d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,81 (1H, t, J = 1,8 Hz, Ar-H), 7,44 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,6, 147,1, 138,6, 135,8, 128,7, 128,6, 127,2, 1234, 120,7,
119,1

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 382,9772, zmierzone: 382,9878
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Amidosiarczan 4-(1-(3-bromofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ip

Wydajnoéé 83%

Temperatura topnienia: 212-213°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3319, 1589, 1484, 1371, 1177, 1156, 1053, 951, 874, 730, 674

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,42 (1H, s, CH), 8,22 (1H, t, J = 1,9 Hz, Ar-H), 8,09 (2H,
s, NHz), 8,04-7,99 (3H, m, Ar-H), 7,76-7,71 (1H, m, Ar-H), 7,61 (1H, t, J = 8,1 Hz, Ar-H), 7,43
(2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR &¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,5, 147,1, 138,1, 132,4, 132,0, 128,9, 127,2, 123 4, 123,0,
1229, 120,5, 119,4

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 392,9657, zmierzone: 392,9766

Amidosiarczan 4-(1-(3,5-dibromofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ir

Wydajnosé 50%

Temperatura topnienia: 228-229°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3334, 1578, 1497, 1373, 1178, 1155, 1053, 943, 872, 750, 663

1H NMR 6y (400 MHz, DMSO-dg) 9,46 (1H, s, CH), 8,26 (2H, d, J = 1,6 Hz, Ar-H), 8,09
(2H, s, NHa), 8,02 (1H, t, J = 1,6 Hz, Ar-H), 7,99 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,44 (2H, d,
J = 8,7 Hz, Ar-H)

130 NMR ¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,6, 147,1, 138,8, 133,9, 128,7, 127,2, 123,9, 1234, 122,2,
120,7

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 472,8742, zmierzone: 472,8868
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Amidosiarczan 4-(1-(3-jodofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Is

Wydajnoéé 73%

Temperatura topnienia: 228-229°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm! 3319, 1584, 1480, 1371, 1178, 1155, 1050, 951, 876, 759, 676

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,40 (1H, s, CH), 8,35 (1H, t, J = 1,8 Hz, Ar-H), 8,09 (2H,
s, NHa), 8,05-7,97 (3H, m, Ar-H), 7,92-7,86 (1H, m, Ar-H), 7,47-7,39 (3H, m, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,5, 147,0, 137,9, 137,8, 132,3, 129,0, 128,5, 127,2, 123,3,
1204, 119,8, 96,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 440,9518, zmierzone: 440,9654

Amidosiarczan 4-(1-(3,5-dijodofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu It

Wydajnosé 60%

Temperatura topnienia: 213-216°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3296, 1574, 1494, 1364, 1175, 1156, 1045, 955, 864, 761, 665

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,43 (1H, s, CH), 8,37 (2H, d, J = 1,4 Hz, Ar-H), 8,24
(1H, t, J = 1,3 Hz, Ar-H), 8,08 (2H, s, NHy), 7,99 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,43 (2H, d,
J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,5, 147,1, 1448, 138,4, 128,8, 127,9, 127,1, 123,4, 120,6,
97,4

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 566,8485, zmierzone: 566,8643
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Amidosiarczan 4-(1-(3-metylofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Iu

Wydajnosé 52%

Temperatura topnienia: 212-213°C (z rozkladem)

Vimax (ATR)/cm™ 3340, 1595, 1494, 1373, 1174, 1152, 1039, 947, 867, 759, 686

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,32 (1H, s, CH), 8,08 (2H, s, NHy), 8,03 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 7,80 (1H, s, Ar-H), 7,76 (1H, d, J = 8,3 Hz, Ar-H), 7,52 (11, t, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,42
(2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,35 (1H, d, J = 7,6 Hz, Ar-H), 2,45 (3H, s, CH)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,4, 146,9, 140,2, 137,0, 130,2, 129,9, 129,2, 127,1, 123,3,
120,9, 120,3, 117,6, 21,4

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 329,0708, zmierzone: 329,0851

H,C

Amidosiarczan 4-(1-(3,5-dimetylofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Iw

Wydajnosé 76%

Temperatura topnienia: 234-238°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3332, 1591, 1489, 1366, 1176, 1153, 1061, 948, 871, 758, 679

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,30 (1H, s, CH), 8,08 (2H, s, NHs), 8,02 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 7,59 (2H, s, Ar-H), 7,42 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,16 (1H, s, Ar-H), 2,40 (6H, s, CHs)
13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,4, 146,8, 139,9, 137,0, 130,5, 129,2, 127,1, 123,3, 120,2,
118,0, 21,4

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 343,0865, zmierzone: 343,1014
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Amidosiarczan 4-(1-(3-metoksyfenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Ix

Wydajnosé 64%

Temperatura topnienia: 210-212°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™* 3298, 1608, 1483, 1370, 1177, 1153, 1061, 953, 871, 760, 681

11 NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,35 (1H, s, CH), 8,08 (2H, s, NHy), 8,02 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 7,57-7,51 (3H, m, Ar-H), 7,43 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,13-7,07 (1H, m, Ar-H), 3,89
(3H, s, CHa)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 160,7, 1504, 146,9, 138,1, 131,4, 129,1, 1271, 123,3, 120.4,
114,9, 112,4, 106,1, 56,1

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 345,0658, zmierzone: 345,0810

Amidosiarczan 4-(1-(3,5-dimetoksyfenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Iy

Wydajnosé 59%

Temperatura topnienia: 225-227°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3331, 1597, 1480, 1373, 1178, 1152, 1068, 949, 874, 759, 676

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,35 (1H, s, CH), 8,08 (2H, s, NH,), 8,01 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 7,43 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,15 (2H, d, J = 2,2 Hz, Ar-H), 6,65 (10, t, J = 2,2 Hz,
Ar-H), 3,87 (6H, s, CHs)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 161,7, 150,4, 1468, 138,5, 129,1, 127,1, 123,3, 120,4, 100,8,
98,7, 56,2

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 375,0763, zmierzone: 375,0919
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Amidosiarczan 4-(1-(3-etylofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Iz

Wydajnosé 68%

Temperatura topnienia: 223-225°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3314, 1589, 1484, 1371, 1178, 1154, 1053, 951, 874, 760, 692

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 9,33 (1H, s, CH), 8,08 (2H, s, NH,), 8,03 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 7,83-7,74 (2H, m, Ar-H), 7,55 (1, t, J = 7,8 Hz, Ar-H), 7,43 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H),
7,38 (1H, d, J = 8,2 Hz, Ar-H), 2,75 (2H, q, J = 7,6 Hz, CH,), 1,27 (3H, t, J = 7,6 Hz, CHy)
13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,4, 146,9, 146,4, 137,1, 130,3, 129.2, 128,7, 127,1, 123,3,
120,3, 119,8, 117,9, 28,5, 15,9

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 343,0865, zmierzone: 343,1020

oW
CH

Amidosiarczan 4-(1-(3-izopropylofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Iaa

Wydajnosé 65%

Temperatura topnienia: 202-204°C (z rozktadem)

Vmax (ATR)/cm™ 3335, 1584, 1486, 1372, 1175, 1153, 1055, 942, 869, 758, 692

1H NMR by (400 MHz, DMSO-dg) 9,34 (1H, s, CH), 8,08 (2H, s, NHs), 8,04 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 7,83 (1H, t, J = 1,9 Hz, Ar-H), 7,80-7,75 (1H, m, Ar-H), 7,55 (1H, t, J = 7,9 Hz, Ar-H),
7,46-7,38 (3H, m, Ar-H), 3,04 (1H, hept, J = 6,9 Hz, CH), 1.29 (6H, d, J = 6,9 Hz, CH3)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 151,1, 150,4, 146,9, 137,1, 130,4, 129,2, 127,3, 127,1, 123,3,
120,3, 118,4, 118,1, 33,9, 24,2

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 357,1021, zmierzone: 357,1176
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Amidosiarczan 4-(1-(3-nitrofenylo)-1H-1,2,3-triazol-4-ilo)fenylu Iab

Wydajnoéé 63%

Temperatura topnienia: 225-226°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3342, 1530, 1484, 1352, 1181, 1161, 1054, 925, 869, 749, 666

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 9,59 (1H, s, CH), 8,79 (1H, t, J = 2,1 Hz, Ar-H), 8,47 (1H,
dd, J = 8,1, 2,1 Hz, Ar-H), 8,37 (11, dd, J = 8,3, 2,2 Hz, Ar-H), 8,09 (2H, s, NI,), 8,04 (2H,
d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,95 (1H, t, J = 8,2 Hz, Ar-H), 7,44 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 150,6, 149,0, 147,3, 137,6, 132,1, 128,8, 127,2, 126,4, 123,7,
123,4, 120,7, 115,1

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 360,0403, zmierzone: 360,0553
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3.2.5 Ogodlna procedura otrzymywania pochodnych N-hydro-

ksybenzenokarboksyimidoamidow 28 i 29

Do okragtodennej kolby, wysuszonej palnikiem wprowadzono 50 mL bezwodnego etanolu,
odpowiednia pochodna benzonitrylu (1 eq, 42 mmol), bezwodny K,COj5 (1,3 eq, 54,6 mmol) oraz
chlorowodorek hydroksyloaminy (1,3 eq, 54,6 mmol). Reakcje prowadzono w temperaturze wrze-
nia rozpuszczalnika przez 3 godziny. Nastepnie, mieszanine ochtodzono i wprowadzono ponownie
bezwodny K,COs3 (1,3 eq, 54,6 mmol) oraz chlorowodorek hydroksyloaminy (1,3 eq, 54,6 mmol).
Reakcje prowadzono przez noc w temperaturze wrzenia etanolu. W nastepnym etapie, pozostaty
osad odsaczono, przemyto dwukrotnie etanolem, a otrzymany przesacz odparowano otrzymujac

pozadane, surowe produkty o akceptowalnej czystosci.

_N._ _NH,
HO

N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamid 28

Wydajnosé 96%

Temperatura topnienia: 78-81°C

vmax (ATR)/cm™ 3464, 3362, 3224, 2955, 2855, 1649, 1588, 1456, 1379, 927, 819

1H NMR &y (500 MHz, DMSO-dg) 9,64 (1H, s, OH), 7,71-7,64 (2H, m, Ar-H), 7,42-7,33 (3H,
m, Ar-H), 5,81 (2H, s, NH»)

13C NMR 3¢ (126 MHz, DMSO-dg) 150,9, 133,4, 129,0, 128,2, 125,5

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 135,0558, zmierzone: 135,0562
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3-Fluoro- N’-hydroksybenzenokarboksyimidoamid 29

Wydajnosé 94%

Temperatura topnienia: 75-76°C

Vmax (ATR)/cm™ 3454, 3382, 3220, 2960, 2862, 1653, 1574, 1425, 1379, 1156, 1020, 930, 801
IH NMR 8y (500 MHz, DMSO-dg) 9,79 (1H, s, OH), 7,53 (1H, dt, J = 7,8, 1,2 Hz, Ar-H),
7,46 (1H, ddd, J = 10,8, 2,7, 1,6 Hz, Ar-H), 7,41 (1H, td, J = 8,0, 6,1 Hz, Ar-H), 7,21 (1H, td,
J = 8,6, 8,2, 2,7 Hz, Ar-H), 5,91 (2H, s, NH,)

13C NMR b5¢ (126 MHz, DMSO-dg) 162,1 (d, *Jcp = 242,3 Hz), 149,9 (d, *Jcp = 2,8 Hz),
135,8 (d, 3Jcr = 8,1 Hz), 130,2 (d, 3Jcr = 8,4 Hz), 121,5 (d, *Jcr = 2,7 Hz), 115,7 (d,
2Jor = 21,1 Hz), 112,2 (d, 2Jc.r = 23,2 Hz)

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 153,0646, zmierzone: 153,0527
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3.2.6 Ogodlna procedura otrzymywania pochodnych N-hydro-

ksybenzenokarboksyimidoamidow 30 i 31

W okraglodennej kolbie, rozpuszczono HCl- NH,OH (2 eq, n = 90 mmol) w 80 mL mie-
szaniny EtOH:H2O (3:1 v/v). Nastepnie, do mieszaniny reakcyjnej porcjami wprowadzono Na-
HCO;3 (2 eq, n = 90 mmol) i pozostawiono w stanie mieszania przez okres 10 minut. Do tak
przygotowanej mieszaniny reakcyjnej wprowadzono odpowiednia pochodna benzonitrylu (1 eq,
n = 45 mmol) i pozostawiono w stanie mieszania przez 24 godziny w temperaturze 80°C. W
kolejnym etapie, mieszanina zostala poddana dwukrotnie ekstrakcji octanem etylu. Warstwy

organiczne polaczono, wysuszono bezwodnym MgSQOy i odparowano otrzymujac czysty zwiazek.

_.N._ _NH,
HO™ X

OH

N’ 4-dihydroksybenzenokarboksyimidoamid 30

Wydajnosé 97%

Temperatura topnienia: 200-202°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3399, 3342, 3218, 3211, 2962, 2841, 1613, 1506, 1401, 1322, 1020, 972, 822
1H NMR 5y (500 MHz, DMSO-dg) 9,98-9,78 (1H, brs, Ar-OH), 9,78-9,51 (1H, brs, =N-OH),
7,50 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,78 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 6,36-6,15 (2H, brs, NI,)

13C NMR 5¢ (126 MHz, DMSO-dg) 159,0, 152,6, 127,4, 122,5, 115,1

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 151,0508, zmierzone: 151,0368
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N’-hydroksy-4-metoksybenzenokarboksyimidoamid 31

Wydajnosé 96%

Temperatura topnienia: 120-123°C

vmax (ATR)/cm™t 2044, 2842, 1615, 1534, 1435, 1322, 1142, 1021, 916, 801

1H NMR &y (500 MHz, DMSO-dg) 7,60 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 6,92 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H), 5,74 (2H, s, NH), 3,76 (3H, s, OCHy,

13C NMR 3¢ (126 MHz, DMSO-dg) 159,8, 150,6, 1268, 1258, 113,5, 55,2

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 165,0664, zmierzone: 165,0762
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3.2.7 Ogblna procedura otrzymywania pochodnych 4-(5-fenylo-
1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenolu 32a-c oraz pochodnych 5-(4-
metoksyfenylo)-3-fenylo-1,2,4-oksadiazolu 33a-b

Do okragtodennej kolby, wysuszonej palnikiem Bunsena, wprowadzono 6 mL bezwod-
nego DCM oraz odpowiednia pochodna kwasu benzoesowego (1 eq, 7,1 mmol). Utrzymujac
warunki bezwodne, w kolejnym kroku dodano chlorek tionylu (10 eq, 71 mmol). Reakcje pro-
wadzono w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 3 godziny. W kolejnym korku, lotne
substancje odparowano pod zmniejszonym cinieniem, az do zaniku zapachu chlorku tionylu, po
czym do otrzymanej pozostalo$ci dodano 6 mL bezwodnej pirydyny oraz pochodna N’-hydroksy-
benzenokarboksyimidoamidu (1,2 eq, 8,52 mmol). Reakcje prowadzono w temperaturze wrzenia
rozpuszczalnika przez noc. Nastepnie, mieszanine ochtodzono i odparowano pod zmniejszonym

ci$nieniem. Otrzymany surowy produkt rekrystalizowano z uktadu EtOH:H50O.

N\
HO N
::: N’O

4-(5-fenylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenol 32a

Wydajnosé 56%

Temperatura topnienia: 184-185°C

Vmax (ATR)/cm™ 3176, 1606, 1558, 1434, 1362, 1272, 1236, 1173, 838, 749, 682

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 10,18 (1H, s, OH), 8,18 (2H, d, J = 7,0 Hz, Ar-H), 7,94
(2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,74 (1H, m, Ar-H), 7,67 (2H, m, Ar-H) 6,96 (2H, d, J = 8,7 Hz,
Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 174,9, 168,2, 160,4, 133,2, 129,5, 128,9, 127,8, 1235, 1168,
116,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 237,0664, zmierzone: 237,0752
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4-(5-(3-Fluorofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenol 32b

Wydajnoéé 49%

Temperatura topnienia: 209-210°C

Vmax (ATR)/cm™ 3207, 1566, 1440, 1364, 1281, 1241, 1201, 1176, 846, 759, 670

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 10,20 (1H, s, OH), 8,02 (1H, m, Ar-H), 7,98-7,96 (1H, m,

Ar-H), 7,94 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,72 (1H, m, Ar-H), 7,59 (1H, m, Ar-H) 6,96 (2H, d,

J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 173,8 (d, *Jc.r = 3,2 Hz), 168,3, 162,3 (d, ! Jo.p = 245,8 Hz),
160,5, 131,9 (d, 3Jo.rp = 8,4 Hz), 129,0, 125,5 (d, 3Jcr = 8,7 Hz), 124,2 (d, 3Jcr = 2,9 Hz),

120,2 (d, 2Jcr = 21,1 Hz), 116,6, 116,0, 114,6 (d, 2Jc.r = 24,1 Hz)

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 255,0575, zmierzone: 255,0733

NO,
N\
N’O

4-(5-(4-Nitrofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenol 32¢

Wydajnosé 56%

Temperatura topnienia: 256-260°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3419, 1593, 1562, 1516, 1428, 1336, 1276, 1169, 1104, 840, 746, 716

1H NMR 8y (400 MHz, CD5COCD3) 8,54-8,48 (4H, m, Ar-H), 8,02 (2H, d, J = 8,4 Hz, Ar-H),
7,05 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 5¢ (101 MHz, CD3COCD3) 174,6, 169,9, 161,5, 151,3, 130,4, 130,2, 130,0, 125,3,
118,5, 116,8

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 282,0520, zmierzone: 282,0718
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5-(4-Metoksyfenylo)-3-fenylo-1,2,4-oksadiazol 33a

Wydajnosé 64%

Temperatura topnienia: 93-94°C

Vmax (ATR)/cm™ 1614, 1503, 1365, 1262, 1178, 1024, 838, 748, 690

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 8,15 (2H, d, J = 9,0 Hz, Ar-H), 8,10 (2H, m, Ar-H), 7,62
(3H, m, Ar-H), 7,21 (2H, d, J = 9,0 Hz, Ar-H), 3,89 (3H, s, CHj)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,2, 168,1, 163,1, 131,5, 129,9, 129,2, 127,0, 126,3, 115,7,
115,0, 55,6

HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 253,0972, zmierzone: 253,3264

HyC N F
0 7
O <o _N

3-(3-Fluorofenylo)-5-(4-metoksyfenylo)-1,2,4-oksadiazol 33b

Wydajnoéé 59%

Temperatura topnienia: 121-122°C

vmax (ATR)/cm™ 1585, 1502, 1453, 1351, 1261, 1223, 1177, 1021, 862, 759

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 8,15 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 7,94 (1H, d, J = 7,8 Hz,
Ar-H), 7,83 (1H, m, Ar-H) 7,67 (1H, m, Ar-H) 7,49 (1H, m, Ar-H) 7,21 (2H, d, J = 8,9 Hz,
Ar-H) 3,89 (3H, s, CHj)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,5, 167,2 (d, *Jo.p = 2,9 Hz), 163,5, 162,2 (d, ' Jo.p = 244,9 Hz),

131,5 (d, 3Jor = 8,3 Hz), 140,0, 1284 (d, *Jo.r = 8,5 Hz), 1232 (d, *Jor = 2,9 Hz), 118,5
(d, 2Jcr = 21,0 Hz), 115,5, 115,0, 113,8 (d, 2Jc.r = 23,6 Hz), 55,6
HRMS (m/z) [M + H]*t obliczone: 271,0878, zmierzone: 271,3292
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3.2.8 Ogodlna procedura otrzymywania pochodnych 5-benzylo-
3-(4-metoksyfenylo)-1,2,4-oksadiazolu 35a-c

Do okraglodennej kolby, wysuszonej palnikiem, wprowadzono 5 mlL bezwodnego DMF
oraz odpowiednia pochodna kwasu fenylooctowego (1 eq, 3,02 mmol). Nastepnie do mieszaniny
dodano CDI (1,1 eq, 3,32 mmol), po czym pozostawiono w stanie mieszania przez okoto 10
minut, zachowujac warunki bezwodne. Po zaprzestaniu wydzielania sie pecherzykéow gazu, do
roztworu dodano N’-hydroksy-4-metoksybenzenokarboksyimidoamid (1,1 eq, 3,32 mmol) i reak-
cje mieszano w temperaturze 100°C przez 3 godziny. W kolejnym etapie, mieszanine reakcyjna
ochtodzono, przeniesiono do zlewki z lodem po czym ekstrahowano dwukrotnie AcOEt. War-
stwy organiczne potlaczono, wysuszono bezwodnym MgSO, i odparowano pod zmniejszonym
ci$nieniem. Otrzymany surowy produkt oczyszczono za pomocs preparatywnej chromatografii
kolumnowej w ukladzie DCM:heksan (1:1).

N\\(\@
N’O

5-Benzylo-3-(4-metoksyfenylo)-1,2,4-oksadiazol 35a

HsC

Wydajnosé 54%

Temperatura topnienia: 76-78°C

Vmax (ATR)/cm™ 1567, 1453, 1367, 1254, 1172, 1028, 894, 833, 726

1H NMR b5y (400 MHz, DMSO-dg) 7,93 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 7,42-7,36 (4H, m, Ar-H),
7,34-7,29 (1H, m, Ar-H), 7,10 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 4,42 (2H, s, CH,), 3,83 (3H, s, OCH;)
13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 178,5, 167,4, 161,7, 134,2, 129,1, 128,8, 128,7, 127,3, 114,6,
55.4, 32,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 265,0982, zmierzone: 265,1605
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5-(3-Fluorobenzylo)-3-(4-metoksyfenylo)-1,2,4-oksadiazol 35b

H;C

Wydajnosé 70%

Temperatura topnienia: 77-79°C

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 7,93 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 7,43 (1H, td, J = 7,9,
6,3 Hz, Ar-H), 7,28 (1H, dd, J = 10,0, 2,1 Hz, Ar-H), 7,25 (1H, d, J = 7,7 Hz, Ar-H), 7,16
(1H, td, J = 8,7, 2,6 Hz, Ar-H), 7,10 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 4,46 (2H, s, CH,), 3,82 (3H,
s, OCHs)

13C NMR & (101 MHz, DMSO-dg) 178,0, 167,5, 162,1 (d, 'Jc.p = 243,8 Hz), 161,7, 136,8 (d,
3Jor = 8,0 Hz), 130,7 (d, 3Jcr = 8,4 Hz), 128,7, 125,3 (d, *Jcr = 2,8 Hz), 118,4, 116,1 (d,
2Jor = 21,9 Hz), 114,6, 114,2 (d, 2Jc.r = 20,8 Hz), 55,4, 31,5 (d, *Jcr = 1,7 Hz)

F

N\\(\@
N'O F

5-(3,4-Difluorobenzylo)-3-(4-metoksyfenylo)-1,2,4-oksadiazol 35c

H,C

Wydajnosé 64%

Temperatura topnienia: 74-75°C

Vmax (ATR)/cm™ 1591, 1514, 1367, 1250, 1207, 1027, 830, 796, 745

1H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 7,92 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 7,54 (1H, m, Ar-H), 7,45
(1H, m, Ar-H), 7,31-7,25 (1H, m, Ar-H), 7,10 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 4,44 (2H, s, CH,), 3,82
(3H, s, OCH3)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 177,3, 167,4, 161,7, 149,2 (dd, ' Jo.p = 245,8 Hz, 2J c.p = 12,7 Hz)
148,8 (dd, 'Jop = 245,8 Hz, 2Jcp = 12,7 Hz), 138,8 (dd, 3Jcr = 6,4 Hz, *Jcr = 3,8 Hz),
128,7,126,2 (dd, 3Jcp = 6,6 Hz, *Jor = 3,5 Hz), 118,4 (d, 2Jcr = 17,6 Hz), 118,5, 117,9 (d,
2Jor = 17,1 Hz), 114,6, 55,4, 31,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 301,0794, zmierzone: 301,0984
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3.2.9 Ogodlna procedura deprotekcji ugrupowania hydroksylo-

wego za pomocg BBrj

Do kolby okraglodennej, wysuszonej palnikiem, wprowadzono 10 mL bezwodnego DCM
oraz odpowiednia pochodna 5-benzylo-3-(4-metoksyfenylo)-1,2,4-oksadiazolu (35a-c)lub 5-(4-
metoksyfenylo)-3-fenylo-1,2,4-oksadiazolu (33a-b) (1 eq, 2 mmol). Mieszanine zabezpieczono
przed dostepem wilgoci oraz ochlodzono w tazni lodowej. Nastepnie wprowadzono BBrs (4 eq,
8 mmol) i reakcje pozostawiono przez noc w stanie mieszania w temperaturze pokojowej,w
warunkach gazu obojetnego. W nastepstwie tego, mieszanine przeniesiono do zlewki z woda
(ostroznie) i ekstrahowano trzykrotnie octanem etylu. Warstwy organiczne polaczono, przemyto
nasyconym roztworem NaHCOj, solanka, po czym wysuszono bezwodnym MgSO, i odparowano.
Surowy produkt oczyszczono za pomoca preparatywnej chromatografii kolumnowej w uktadzie
DCM:heksan (1:1) — DCM.

N
O/N

4-(3-Fenylo-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenol 34a

Wydajnosé 79%

Temperatura topnienia: 172-173°C

vmax (ATR)/cm™t 3226, 1614, 1501, 1446, 1362, 1286, 1238, 1172, 839, 749, 684

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 10,52 (1H, s, OH), 8,11-8,07 (2H, m, Ar-H), 8,05 (2H, d,
J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,64-7,57 (3H, m, Ar-H), 7,01 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,5, 168,0, 162,1, 131,5, 130,1, 129,2, 127,0, 126,4, 116,3,
114,2

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 237,0669, zmierzone: 237,0772
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4-(3-(3-Fluorofenylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenol 34b

Wydajnosé 88%

Temperatura topnienia: 179-180°C

Vmax (ATR)/cm™ 3486, 1578, 1499, 1454, 1348, 1288, 1180, 865, 758, 674

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 10,77-10,39 (1H, brs, OH), 8,04 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H),

7,92 (1H, d, J = 7,9 Hz, Ar-H) 7,81 (1H, m, Ar-H) 7,65 (1H, m, Ar-H), 7,48 (1H, m, Ar-H),

7,01 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,8, 167,2 (d, *.J c.r = 3,0 Hz), 162,1 (d, ! Jo.p = 244,8 Hz),
162,2, 131,6 (d, 3Jcr = 8,3 Hz), 130,2, 128,6 (d, >Jor = 8,5 Hz), 123,3 (d, *Jcr = 2,9 Hz),

118,4 (d, 2Jcr = 21,0 Hz), 116,3, 114,0, 113,7 (d, 2Jc.p = 23,6 Hz)

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 255,0575, zmierzone: 255,0678

N@
HO_<: :>_<\
N*O

4-(5-Benzylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenol 36a

Wydajnosé 27%

Temperatura topnienia: 148-150°C

Vmax (ATR)/cm™® 3220, 1592, 1566, 1436, 1361, 1278, 1237, 1172, 839, 705

1H NMR 8y (400 MHz, DMSO-dg) 10,12 (1H, s, OH), 7,82 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,42-7,35
(4H, m, Ar-H), 7,34-7,29 (1H, m, Ar-H), 6,90 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 4,39 (2H, s, CHy)
13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 178,3, 167,6, 160,3, 134,2, 129,0, 128,8, 128,8, 127,3, 116.8,
116,0, 32,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 251,0826, zmierzone: 251,0918
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4-(5-(3-Fluorobenzylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenol 36b

Wydajnosé 39%

Temperatura topnienia: 87-89°C

1H NMR b5y (400 MHz, DMSO-dg) 10,12 (1H, s, OH), 7,81 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,43
(1H, dd, J = 14,2, 7,9 Hz, Ar-H), 7,27 (1H, dd, J = 10,0, 2,0 Hz, Ar-H), 7,24 (1H, d, J = 7,7 Hz,
Ar-H), 7,16 (1H, td, J = 8,6, 2,2 Hz, Ar-H), 6,91 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 4,44 (2H, s, CH>)
13C NMR 5 (101 MHz, DMSO-dg) 177,8, 167,6, 162,1 (d, ' Jo.p = 243,9 Hz), 160,3, 136,8 (d,
3Jor = 8,0 Hz), 130,7 (d, 3Jcp = 8,4 Hz), 1288, 125,3 (d, *Jcr = 2,8 Hz), 116,8, 116,1 (d,
2Jcr = 20,5 Hz), 116,0, 114,2 (d, 2Jc.p = 20,8 Hz), 31,5 (d, 2Jc.r = 1,9 Hz)

F

N\\(\@
HO N
::: N -0 F

4-(5-(3,4-Difluorobenzylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenol 36¢

Wydajnoéé 67%

Temperatura topnienia: 121-122°C

vmax (ATR)/cm™ 3352, 1613, 1563, 1520, 1435, 1279, 1210, 1169, 1116, 875, 832, 749

1H NMR b5y (400 MHz, DMSO-dg) 10,11 (1H, s, OH), 7,80 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,52
(1H, ddd, J = 11,7, 7,8, 2,2 Hz, Ar-H), 7,44 (1H, dt, J = 10,7, 8,5 Hz, Ar-H), 7,30-7,22 (1H, m,
Ar-H), 6,90 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 4,42 (2H, s, CHy)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 177,8, 167,6, 169,9, 149,2 (dd, ! Jo.p = 245,8 Hz, 2J c.p = 12,7 Hz),

148,8 (dd, 'Jop = 245,8 Hz, 2Jcp = 12,7 Hz), 131,8 (dd, 3Jcr = 6,3 Hz, *Jcp = 3,9 Hz),
128,8, 126,2 (dd, 3Jcr = 6,6 Hz, *Jcor = 3,5 Hz), 1184 (d, 2Jcr = 17,6 Hz), 117,7 (d,
2Jor = 17,1 Hz) 116,8, 116,0, 31,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 287,0637, zmierzone: 287,0769
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3.2.10 Procedura syntezy 4-(5-(4-aminofenylo)-1,2,4-oksadiazol-
3-ilo)fenolu 37

W kolbie okraglodennej zawieszono 4-(5-(4-nitrofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenol (37)
(1 eq, 12.7 mmol, 3,60 g) w mieszaninie aceton:H,O (315:630 mL). Nastepnie, mieszanine powoli
ogrzewano w celu rozpuszczenia substratu. W kolejnym kroku, NayS,0, (10 eq, 127 mmol, 22,1 g)
zostal dodany w niewielkich porcjach, po czym reakcje kontynuowano w temperaturze wrzenia
przez okoto 3 godziny (do momentu catkowitej konsumpcji substratu na podstawie analizy TLC
mieszaniny reakcyjnej). Nastepnie rozwoér ochtodzono, zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem
z wykorzystaniem wyparki obrotowej, a otrzymany osad odsaczono i wysuszono na powietrzu

otrzymujac czysty produkt.

NH,

4-(5-(4-Aminofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenol 37

Wydajnosé 48%

Temperatura topnienia: 259-262°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3394, 3320, 3110, 1605, 1565, 1504, 1361, 1234, 1168, 830, 764

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 10,16 (1H, s, OH), 7,88 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,81
(2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 6,92 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 6,71 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H),
6,14 (2H, s, NH,)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,7, 167,8, 160,3, 153,6, 129,0, 117,6, 116,0, 113,7, 109,9
HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 252,0778, zmierzone: 252,0889
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3.2.11 Ogblna procedura syntezy pochodnych N-(4-(3-(4-hydro-
ksyfenylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenylo)benzamidu 38a-b
oraz pochodnych N-(4-(3-(4-hydroksyfenylo)-1,2,4-oksa-

diazol-5-ilo)fenylo)-2-fenyloacetamidu 38c-e

Do kolby okraglodennej, wysuszonej palnikiem i zabezpieczonej przed dostepem wilgoci,
wprowadzono 5 mL bezwodnego DCM, odpowiednia pochodna kwasu benzoesowego lub feny-
looctowego (1 eq, 1,18 mmol) oraz chlorek tionylu (10 eq, 11,8 mmol). Reakcje ogrzewano w
temperaturze wrzenia przez 4 godziny. Nastepnie, lotne substancje odparowano, a do wytworzo-
nego w wyniku reakcji chlorku kwasowego dodano 6 mL bezwodnego acetonu, bezwodny weglan
potasu (4 eq, 4,72 mmol) oraz 4-(5-(4-aminofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenol (1 eq, 1,18 mmol).
Reakcje zabezpieczono przed dostepem wilgoci i ogrzewano w temperaturze wrzenia rozpuszczal-
nika przez 4 godziny. W kolejnym kroku rozpuszczalnik odparowano, dodano wode¢ destylowang i
ostroznie zakwaszono do pH = 2 za pomoca stezonego kwasu solnego. Pozostaly osad odsaczono,

wysuszono i rekrystalizowano z uktadu EtOH:H,O.

ZT

N-(4-(3-(4-Hydroksyfenylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenylo)benzamid 38a

Wydajnosé 36%

Temperatura topnienia: 277-278°C (z rozkladem)

vmax (ATR) /cm™ 3116, 1661, 1599, 1503, 1357, 1319, 1274, 837, 764, 709

H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 10,66 (1H, s, NH), 10,16 (1H, s, OH), 8,18 (2H, d,
J = 8,8 Hz, Ar-H), 8,10 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 8,00 (2H, d, J = 7,1 Hz, Ar-H), 7,94
(2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,67-7,61 (1H, m, Ar-H), 7,60-7,54 (2H, m, Ar-H), 6,96 (2H, d,
J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 174,7, 168,1, 166,1, 160,4, 143,6, 134,5, 132,0, 128,9, 1288,
128,5, 127,8, 120,3, 118,2, 116,9, 116,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 356,1040, zmierzone: 356,1217
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3-Fluoro- N-(4-(3-(4-hydroksyfenylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenylo)benzamid 38b

Wydajnoséé 22%

Temperatura topnienia: 291-292°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3288, 1658, 1574, 1500, 1412, 1359, 1271, 1167, 843, 763

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 10,71 (1H, s, NH), 10,16 (1H, s, OH) 8,19 (2H, d, J = 8,8 Hz,
Ar-H), 8,08 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H) 7,93 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,88-7,79 (2H, m, Ar-H),
7,67-7,60 (1H, m, Ar-H), 7,53-7,46 (1H, m, Ar-H), 6,96 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 174,7, 168,1, 163,8 (d, *Jo.r = 2,5 Hz), 165,0 (d, ' J c.p = 244,6 Hz)

160,4, 143,3 136,8 (d, 3Jo.r = 6,9 Hz), 130,8 (d, 3Jc.r = 8,0 Hz), 128,9, 128,8, 124,1 (d, *Jcr=
2,8 Hz), 120,4 118,9 (d, 2Jc.r = 21,1 Hz) 1185, 116,9, 116,0, 114,7 (d, 2Jc.p = 23,0 Hz)
HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 374,0946, zmierzone: 374,1128

N\
HO A
::: :N -0
N-(4-(3-(4-Hydroksyfenylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenylo)-2-fenyloacetamid 38c

Wydajnosé 42%

Temperatura topnienia: 204-206°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3315, 1663, 1611, 1501, 1438, 1365, 1330, 1247, 1170, 842, 762

1H NMR 8y (400 MHz, DMSO-dg) 10,61 (1H, s, NH), 10,15 (1H, s, OH), 8,12 (2H, d,
J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,92 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 7,88 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,38-
7,32 (4H, m, Ar-H), 7,30-7,24 (1H, m, Ar-H), 6,95 (2H, d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 3,71 (2H, s, CH,)
13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 174,7, 169,8, 168,1, 160,4, 143,5, 135,6, 129,2, 129,0, 128,9,
128,4, 126,7, 119,2, 117,9, 116.9, 43,4

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 370,1197, zmierzone: 370,1412
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2-(3-Fluorofenylo)- N-(4-(3-(4-hydroksyfenylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenylo)acetamid 38d

Wydajnosé 70%

Temperatura topnienia: 215-218°C (z rozkladem)

H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 10,63 (1H, s, NH), 10,17 (1H, s, OH), 8,13 (2H, d,
J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,92 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,87 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,39
(1H, dt, J = 8,0, 6,8 Hz, Ar-H), 7,19 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,14-7,07 (1H, m, Ar-H), 6,95
(2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 3,76 (2H, s, CHy)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 174,6, 169,3, 168,1, 162,0 (d, 'Jc.r = 243,0 Hz), 160,4,
143,4,138,2 (d,3Jcp = 7,9 Hz), 130,1 (d, 3J c.r = 8,4 Hz), 129,0, 128,9, 125,4 (d, *Jc.p = 2,6 Hz),
119,3, 118,0, 116,9, 116,1 (d, 2Jcr = 21,7 Hz), 116,0, 113,5 (d, 2Jcp = 20,9 Hz), 42,8 (d,
4Jcr = 1,4 Hz)

H
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2-(3,4-Difluorofenylo)- N-(4-(3-(4-hydroksyfenylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenylo)acetamid 38e

Wydajnosé 50%

Temperatura topnienia: 217-220°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3393, 1603, 1500, 1412, 1358, 1277, 1208, 1114, 844, 763

1H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 10,61 (1H, s, NH), 10,15 (1H, s, OH), 8,13 (2H, d,
J = 88 Hz, Ar-H), 7,92 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,87 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,46-
7,36 (2H, m, Ar-H), 7,21-7,16 (1H, m, Ar-H), 6,95 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H) 3,75 (2H, s, CH>)
13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 174,6, 169,2, 168,1, 160,4, 149,1 (dd, ' Jc.p = 245,0 Hz,
2Jor=12,6Hz),148,4 (dd, ' Jo.p = 244,4 Hz, %2 Jo.p = 12,3 Hz), 143,4, 1331 (dd, 3Jc.r = 6,3 Hz,
4Jcr = 3,8 Hz), 129,0, 128,9, 126,1 (dd, 3Jcr = 6,3 Hz, *Jcr = 3,4 Hz), 119,3, 1184 (d,
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2Jor = 17,1 Hz), 118,0, 117,3 (d, 2Jc.r = 16,9 Hz), 116,9, 116,0, 42,0
HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 406,1008, zmierzone: 406,1250
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3.2.12 QOgoblna procedura otrzymywania amidosiarczanowych po-

chodnych 1,2,4-oksadiazolu I1a-c, I1Ia-b, IVa-c, Va-b, VIa-c

Do kolby okraglodennej, wysuszonej palnikiem i zabezpieczonej przed dostepem wilgoci,
wprowadzono 2 mL bezwodnego DCM oraz izocyjanian chlorosulfurylu (2 eq, 2 mmol) po czym
dodano mieszaning kwasu mréowkowego (2 eq, 2 mmol) i katalityczna ilosé N, N-dimetyloacetamidu.
Calo$¢ mieszano w temperaturze 40°C przez 3 godziny. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej
wprowadzono roztwér odpowiedniej fenolowej pochodnej 1,2,4-oksadiazolu (32a-c, 34a-b, 36a-
c, 38a-€e) (1 eq, 1 mmol) w N,N-dimetyloacetamidzie (3 mL) i pozostawiono w stanie mieszania
przez noc w temperaturze pokojowej, zabezpieczajac mieszanine przed dostepem wilgoci. Na-
stepnie roztwér przeniesiono do zlewki z woda (50 mL), powstaly osad odsaczono, wysuszono

na powietrzu i krystalizowano z ACN lub DCM.

N\
O—<: :>—<\
O\\/S/ N’O

Amidosiarczan 4-(5-fenylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu I1a

Wydajnosé¢ 56% (rekrystalizacja z ACN)

Temperatura topnienia: 166-167°C

vmax (ATR)/cm™ 3301, 3193, 1607, 1556, 1493, 1425, 1376, 1206, 1155, 862, 758, 746

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 8,24-8,15 (6H, m, Ar-H, NHs), 7,77-7,73 (1H, m, Ar-H),
7,71-7,64 (2H, m, Ar-H), 7,51 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,6, 167,6, 152,5, 133,5, 129,6, 128,9, 128.0, 124,3, 123,3,
123,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 316,0397, zmierzone: 316,0566
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Amidosiarczan 4-(5-(3-fluorofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu IIb

Wydajnosé¢ 47% (rekrystalizacja z ACN)

Temperatura topnienia: 181-183°C

Vmax (ATR)/cm™ 3398, 3296, 1565, 1491, 1363, 1204, 1159, 1127, 869, 769, 732

IH NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 8,24-8,16 (4H, m, Ar-H, NH,), 8,09-8,03 (1H, m, Ar-

H), 8,00-7,97 (1H, m, Ar-H), 7,77-7,72 (1H, m, Ar-H), 7,65-7,60 (1H, m, Ar-H), 7,51 (2H, d,

J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 174,6 (d, *Jc.p = 3,2 Hz), 167,7,161,8 (d, ! Jo.p = 245,8 Hz),
152,6, 132,0 (d, 3Jop = 8,3 Hz), 1289, 125,2 (d, 3Jcr = 8,7 Hz), 124,3 (d, *Jc.r = 3,0 Hz),

124,1, 123,0, 120,5 (d, 2Jcp = 21,1 Hz), 114,7 (d, 2Jo.p = 24,2 Hz)

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 334,0303, zmierzone: 334,0534

NO,

Amidosiarczan 4-(5-(4-nitrofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu IIc

Wydajnosé 50% (rekrystalizacja z ACN)

Temperatura topnienia: 253-254°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™ 3361, 3189, 1567, 1417, 1382, 1346, 1188, 1155, 865, 852, 760, 720

1 NMR 8y (400 MHz, DMSO-dg) 8,52-8,38 (4H, m, Ar-H), 8,26-8,16 (4H, m, Ar-H, NH»),
7,53 (4H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

130 NMR ¢ (101 MHz, DMSO-dg) 174,0, 167,9, 152,7, 150,0, 129,5, 129,0, 128,6, 124,6, 124,0,
123,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 361,0248, zmierzone: 361,0615
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Amidosiarczan 4-(3-fenylo-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenylu ITTa

Wydajnosé 55% (rekrystalizacja z ACN)

Temperatura topnienia: 173-174°C

vmax (ATR)/cm™ 3382, 3286, 1619, 1500, 1358, 1174, 1154, 1135, 881, 853, 743, 719

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 8,33-8,24 (4H, m, Ar-H, NH,), 8,14-8,07 (2H, m, Ar-H),
7,65-7,59 (3H, m, Ar-H), 7,58-7,54 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 174,7, 168.,4, 153,7, 131,8, 130,0, 129,2, 127,1, 126,1, 123,1,
1215

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 316,0397, zmierzone: 316,0565

Amidosiarczan 4-(3-(3-fluorofenylo)-1,2,4-oksadiazol-5-ilo)fenylu I1Ib

Wydajnosé 60% (rekrystalizacja z ACN)

Temperatura topnienia: 180-181°C

vmax (ATR)/cm! 3370, 3274, 1612, 1454, 1367, 1349, 1155, 944, 880, 864, 773, 758

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 8,34-8,25 (4H, m, Ar-H, NHy), 7,98-7,93 (1H, m, Ar-H),

7,87-7,82 (1H, m, Ar-H), 7,71-7,64 (1H, m, Ar-H), 7,56 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,53-7,46

(1H, m, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,0, 167,6 (d, *Jc.r = 3,0 Hz), 162,3 (d, ! Jo.p = 245,1 Hz),
153,8, 131,7 (d, 3Jor = 8,3 Hz), 130,0, 126,2 (d, 3Jcr = 8,5 Hz), 123,4 (d, *Jc.r = 2,8 Hz),

123,1, 121,3, 118,7 (d, 2Jc.r = 21,0 Hz), 113,8 (d, 2Jc.r = 23,7 Hz)

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 334,0303, zmierzone: 334,0505
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Amidosiarczan 4-(5-benzylo-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu I'Va

Wydajnosé 46% (rekrystalizacja z DCM)

Temperatura topnienia: 165-166°C

Vimax (ATR)/cm™® 3282, 3011, 1560, 1372, 1180, 1149, 854, 749, 703

1 NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 8,16 (2H, s, NHs), 8,08 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,46
(2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,44-7,38 (4H, m, Ar-H), 7,33-7,30 (LH, m, Ar-H), 4,45 (2H, s, CHy)
13C NMR d¢ (101 MHz, DMSO-dg) 179,1, 167,1, 152,4, 134,0, 129,1, 128.8, 128.8, 127,4, 124,3,
122,9, 32,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 330,0554, zmierzone: 330,0709

Amidosiarczan 4-(5-(3-fluorobenzylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu IVb

Wydajnosé 33% (rekrystalizacja z DCM)

Temperatura topnienia: 140-143°C

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 8,17 (2H, s, NH,), 8,08 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,46
(2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,44-7,40 (1H, m, Ar-H), 7,30 (1H, d, J = 10,0 Hz, Ar-H), 7,26 (1H,
d, J = 7,7 Hz, Ar-H), 7,17 (1H, td, J = 8,7, 2,6 Hz, Ar-H), 4,50 (2H, s, CH,)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 178,6, 167,1, 162,1 (d, 'Jcp = 243,9 Hz), 152,4, 136,6
(d, 3Jcr = 8,0 Hz), 130,7 (d, 3Jcr = 8,4 Hz), 128,8, 1254 (d, *Jcp = 2,8 Hz), 124,3, 123,0,
116,1 (d, 2Jcr = 22,0 Hz), 114,3 (d, 2Jc.r = 20,8 Hz), 31,6 (d, *Jcr = 2,0 Hz)
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Amidosiarczan 4-(5-(3,4-difluorobenzylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu I'Vc

Wydajnosé 38% (rekrystalizacja z DCM)

Temperatura topnienia: 143-144°C

Vmax (ATR)/cm™ 3295, 3067, 1566, 1377, 1284, 1181, 1150, 1116, 878, 751, 710

1 NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 8,17 (2H, s, NHy), 8,07 (2H, d, J = 8,5 Hz, Ar-H), 7,54
(1H, m, Ar-H), 7,46 (3H, m, Ar-H), 7,33-7,26 (1H, m, Ar-H) 4,48 (2H, s, CHy)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 178,6, 167,0, 152,4, 149,1 (dd, ! Jo.p = 245,8 Hz, 2J c.p = 12,7 Hz),

148,9 (dd, 'Jep = 245,5 Hz, 2Jcr = 12,3 Hz), 131,5 (dd, 3Jor = 6,4 Hz, *Jcr = 3,8 Hz),
128,8, 126,2 (dd, 3Jc.r = 6,6 Hz, *Jor = 3,5 Hz), 123,0, 118,5 (d, 2Jc.r = 17,7 Hz), 117,7 (d,
2Jcor = 17,2 Hz), 31,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 366,0365, zmierzone: 366,0582

ZT

Amidosiarczan 4-(5-(4-benzamidofenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu Va

Wydajnosé 45% (rekrystalizacja z ACN)

Temperatura topnienia: 241-243°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™® 3305, 3199, 1663, 1523, 1365, 1317, 1155, 873, 844, 771

1H NMR 5y (400 MHz, DMSO-dg) 10,68 (1H, s, NH), 8,25-8,16 (6H, m, Ar-H, NH,), 8,12 (2H,
d, J = 87 Hz, Ar-H), 8,00 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H), 7,67-7,62 (1H, m, Ar-H), 7,61-7,55 (2H,
m, Ar-H), 7,52 (2H, d, J = 8,6 Hz, Ar-H)

13C NMR &¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,4, 167,5, 166,1, 152,5, 143,8, 134,5, 132,0, 128,9, 128,9,
128,5, 127,8, 124,5, 123,0, 120,3, 118,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 435,0768, zmierzone: 435,1004
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Amidosiarczan 4-(5-(4-(3-fluorobenzamido)fenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu Vb

Wydajnosé 48% (rekrystalizacja z ACN)

Temperatura topnienia: 251-253°C (z rozkladem)

vmax (ATR)/cm™! 3332, 3224, 1668, 1589, 1503, 1365, 1320, 1271, 1157, 873, 844, 772

1H NMR &y (400 MHz, DMSO-dg) 10.72 (1H, s, NH), 8,24-8,14 (6H, m, Ar-H, NH,), 8,10 (2H,

d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,86 (1H, d, J = 7,9 Hz, Ar-H), 7,84-7,79 (1H, m, Ar-H), 7,67-7,60 (1H,

m, Ar-H), 7,52 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,50-7,46 (1H, m, Ar-H)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,3, 167,5, 164,7 (d, *J c.r = 2,6 Hz), 162,0 (d, ! Jo.p = 244,6 Hz),
152,5, 1435, 136,8 (d, 3Jcr = 6,9 Hz), 130,8 (d, 3Jc.r = 8,0 Hz), 129,0, 128,9, 124,5, 124,1 (d,

4Jcr = 2,7 Hz), 123,0, 120,4, 118,9 (d, 2Jc.r = 21,1 Hz), 118,2, 114,7 (d, 2Jc.p = 23,0 Hz)

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 453,0674, zmierzone: 453,0927

N\
O \
N O

Amidosiarczan 4-(5-(4-(2-fenyloacetamido)fenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu VIa

Wydajnosé 39% (rekrystalizacja z ACN)

Temperatura topnienia: 217-220°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3263, 3062, 1671, 1604, 1504, 1416, 1353, 1154, 870, 848, 759

11 NMR by (400 MHz, DMSO-dg) 10,63 (1H, s, NH), 8,22-8,13 (6H, m, Ar-H, NH,), 7,90 (2H,
d, J = 89 Hz, Ar-H), 7,51 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,39-7,31 (4H, m, Ar-H), 7,29-7,24 (1H,
m, Ar-H), 3,72 (2H, s, CHy)

13C NMR 3¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,3, 169,9, 167,5, 152,4, 1437, 135,5, 129,2, 129,1, 1288,
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128,4, 126,7, 124,5, 123,0, 119,3, 117.6, 43,4
HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 449,0925, zmierzone: 449,1170

Amidosiarczan 4-(5-(4-(2-(3-fluorofenylo)acetamido)fenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu VIb

Wydajnosé 41% (rekrystalizacja z ACN)

Temperatura topnienia: 240-246°C (z rozkladem)

1H NMR 3y (400 MHz, DMSO-dg) 10,65 (1H, s, NH), 8,22-8,14 (6H, m, Ar-H, NHy), 7,89 (2H,
d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,51 (2H, d, J = 8,7 Hz, Ar-H), 7,43-7,35 (1H, m, Ar-H), 7,23-7,16 (2H,
m, Ar-H), 7,14-7,07 (1H, m, Ar-H), 3,76 (2H, s, CHy)

13C NMR 5¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,3, 169,4, 167,5, 162,1 (d, 'Jc.p = 243,2 Hz), 1524,
143,6,138,1 (d, 2Jc.r = 8,0 Hz), 130,1 (d, 3J c.r = 8,4 Hz), 129,1, 128,8, 125,5 (d, *J c.p = 2,7 Hz),
124,5, 123,0, 119,3, 117,7, 116,1 (d, 2Jcp = 21,4 Hz), 113,5 (d, 2Jcr = 20,8 Hz), 42,8 (d,
4Jcr = 1,3 Hz)

Amidosiarczan 4-(5-(4-(2-(3,4-difluorofenylo)acetamido)fenylo)-1,2,4-oksadiazol-3-ilo)fenylu
Vic

Wydajnosé 38% (rekrystalizacja z ACN)

Temperatura topnienia: 228-229°C (z rozkladem)

Vmax (ATR)/cm™ 3398, 3239, 1667, 1603, 1515, 1411, 1376, 1179, 1151, 862, 768

1H NMR b5y (400 MHz, DMSO-dg) 10,63 (1H, s, NH), 8,21-8,13 (6H, m, Ar-H, NH5), 7,88 (2H,
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d, J = 8,9 Hz, Ar-H), 7,51 (2H, d, J = 8,8 Hz, Ar-H), 7,46-7,36 (2H, m, Ar-H), 7,22-7,16 (1H,
m, Ar-H), 3,75 (2H, s, CHs)

13C NMR ¢ (101 MHz, DMSO-dg) 175,3, 169,3, 167,5, 152,4, 149,5 (dd, 'Jc.p = 245,0 Hz,
2Jor =12,7Hz) 148,5 (dd, ' Jo.p = 244,4 Hz, 2J c.p = 12,6 Hz) 143,6, 133,1 (dd, 3J c.r = 6,3 Hz,
4Jcr = 3,8 Hz), 1291, 128,8, 126,1 (dd, 3Jcr = 6,3 Hz, *Jcp = 3,3 Hz), 124,5, 123,0, 119,3,
118,3 (d, 2Jop = 17,1 Hz), 117,7, 117,2 (d, 2Jc.r = 16,9 Hz), 42,0

HRMS (m/z) [M — H]™ obliczone: 485,0736, zmierzone: 485,1138
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3.3 Badania biologiczne

3.3.1 Izolacja i oczyszczanie enzymu

Komoérki tozyska ludzkiego pozbawiono membran i zhomogenizowano w schlodzonym bu-
forze Tris o pH = 7,4, zawierajacym 0,1% surfaktantu Triton X-100 oraz 0,02% NaNj;. Otrzy-
many w ten sposéb homogenat kilkukrotnie zamrazano oraz rozmrazano po czym odwirowano
przy 100 000 g przez 60 minut. Otrzymany supernatant usunieto, a procedure od homogenizacji
do odwirowania powtérzono pieciokrotnie. Po przeprowadzeniu izolacji enzymu oczyszczono go
na drodze tréjstopniowej chromatografii z wykorzystaniem kolumn — DEAE-celuloza, Con A-

Sefaroza oraz Bio-Gel A-1.5 z zastosowaniem odpowiendich buforéw.

3.3.2 Procedura badania aktywnos$ci biologicznej w tesScie enzy-

matycznym

Wyznaczenie aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych zwiazkow zostalo przeprowadzone w
mieszaninie reakcyjnej o objetosci 100 pL. zawierajacej odpowiednio: 20 mM buforu Tris-HCI
przy pH = 7.4, [*H]-E1S (4-10* Bq, 3 nM), 500 uM badanego zwiazku oraz 5 U oczyszczo-
nego enzymu (1 U jest to ilo$¢ enzymu, ktéra w ciagu godziny w temperaturze 37°C hydrolizuje
100 mM siarczanu p-nitrofenylu). Eksperymenty byly prowadzone przez 3 godziny w tempera-
turze 37°C. Po inkubacji mieszanina reakcyjna (90 pL) zostala pobrana, a otrzymany w wyniku
hydrolizy produkt zostal wyekstrahowany toluenem (0,5 mL). Aktywnosé STS zostala zmierzona
za pomoca Radioluminometru MicroBeta (Perkin Elmer). Kazdy eksperyment zostal przepro-

wadzony w trzech powtérzeniach.

3.3.3 Procedura badania aktywnosci biologicznej w tescie ko-

morkowym

Zdolnosé inhibicyjng STS otrzymanych zwiazkéw w komoérkach raka piersi MCF-7 ozna-
czono z wykorzystaniem metody opisanej w literaturze z niewielkimi modyfikacjami[77]. Komorki
MCF-7, bedace zréodtem STS, zawieszono w zmodyfikowanej pozywce Eagle-Dulbecco zawiera-
jacej 10% bydlecej surowicy plodowej i hodowano do uzyskania 80%-owej konfluencji. W celu
przeprowadzenia eksperymentu komoérki wysiano w 24-komorowych mikroplytkach (Nest Bio-
technology) z gestoécia 1-10% komérek w komorze (ilogc komérek zostata okreslona za pomoca

Counting Chamber firmy Biirker). Inkubacje prowadzono przez 20 godzin w temperaturze 37°C
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w wilgotnej atmosferze zawierajacej 5% dwutlenku wegla w pozywce bez surowicy (0,5 mL) z do-
datkiem *HJ]-E1S wraz z inhibitorem (o stezeniu odpowiednio: 100, 10 oraz 1 nM) lub bez. Po
przeprowadzonej inkubacji pozywke (0,45 mL) usunieto z kazdej komory, a utworzony na drodze
hydrolizy estron (nierozpuszczalny w medium) wyekstrahowano za pomoca toluenu (4 mL). Ak-
tywno$é sulfatazy zmierzono za pomoca radioluminometru MicroBeta (Perkin Elmer). Kazdy z

eksperymentéw zostal przeprowadzony w trzech powtdrzeniach.

3.3.4 Przygotowanie roztworéw inhibitoré6w do badan in vivo

Okreslone ilosci zwiazkéw rozpuszczono poczatkowo w DMSO (5%), nastepnie w 50%

PEG400. Tak rozpuszczone zwiazki zostaly podawane per os.

3.3.5 Maksymalna Tolerowana Dawka (MTD)

Grupie skladajacej sie z trzech 7-8 tygodniowych samic myszy Balb/c podawano doustnie
badane zwiazki w iloéci 10 mg/kg masy ciala, pie¢ dni w tygodniu przez dwa tygodnie. Masa ciala
oraz zachowanie zwierzat byly monitorowane codziennie. W oparciu o pierwszy etap podawane
zostaly kolejne dawki — 20 mg/kg oraz 50 mg/kg. Utrata masy ciala rzedu 15% oraz nietypowe
zachowanie zwierzat bylo traktowane jako efekt toksyczny. Pod koniec kazdego z przeprowa-
dzonych eksperymentow zwierzeta zostaly usmiercone poprzez dyslokacje kregéw szyjnych po
czym przeprowadzono sekcje zwlok, a narzady zewnetrzne zostaly poddane analizie makrosko-
powej. Wykonano réwniez badania morfologiczne pobranych prébek krwi w celu dalszej oceny

toksycznosci. Na podstawie otrzymanych rezultatow ustalono dawke MTD.

3.3.6 Opis badan aktywnosci przeciwnowotworowej wybranych

zwigzkéw mysim modelu raka sutka 67NR

Zdrowe myszy (60 zwierzat) Balc/c, zostaly zaszczepione ortotopowo (dosutkowo) komor-
kami linii nowotworu sutka myszy 67NR (wykazujacego ekspresje ER+) w iloéci 1,5-10° komé-
rek/mysz w 0,05 mL pltynu Hanksa, otrzymanych z hodowli in vitro. Po osiagnieciu rozmiaru
guza w przedziale 50-100 mm?® myszy zostaly podzielone na réwne grupy do$wiadczalne (po 9
myszy w kazdej). Grupa kontrolna otrzymywala roztwoér nie zawierajacy substancji aktywnej,
natomiast grupy doswiadczalne otrzymywaly przez 14 dni 5 razy w tygodniu roztwér substancji
badanej w dawce zoptymalizowanej w eksperymencie MTD. Trzy razy w tygodniu rozmiar guza

byl monitorowany za pomoca suwmiarki, po czym wyznaczano jego objeto$¢ (TV) zgodnie z
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przedstawionym ponizej wzorem:

gdzie:
a — dhuzszy wymiar guza [mm],

b — krétszy wymiar guza [mm)].

Na podstawie otrzymanych rezultatow objetosci guza wyznaczono warto$¢ zahamowania

wzrostu guza (TGI) za pomoca ponizszego wzoru:

TGI = —(@“Z) : 100%) —100% [%] (3.2)

gdzie:
TVt — objeto$é guza myszy z grupy doswiadczalnej [mm?],

TV — objetosé guza myszy z grupy kontrolnej [mm?].

Na koniec eksperymentu myszy zostaly uémiercone poprzez dyslokacje kregéw szyjnych
po czym wykonano sekcje. Gtéwne organy zostaly zwazone i poddane ocenie makroskopowe;j.
Prébki krwi (ok. 500 pL) pobrano do fiolek zawierajacych roztwér EDTA w celu wykonania
analizy morfologicznej (Mythic 18 analyzer, Orphee) oraz biochemicznej (Cobas c111, Roche).
Osocze otrzymano w wyniku odwirowania krwi przy 2500 g przez 15 minut w temperaturze 4°C
w ciggu 1 godziny od pobrania. Préobki tkanek watroby oraz wyksztalconego nowotworu zostaty

pobrane w celu okreélenia aktywnosci STS metoda radioizotopows.

3.3.7 Okreslenie poziomu estradiolu w osoczu krwi

Poziom estradiolu w osoczu myszy oznaczono za pomoca testu immunoenzymatycznego
(Estradiol ELISA, Demedic) zgodnie z protokolem producenta. Absorbancje (przy 450 nM)
rejestrowano za pomoca Biotek Synergy H4 (Biokom, Polska).
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3.3.8 Opis badania aktywnosci STS w komérkach watroby oraz

nowotworu

Pobrane tkanki nowotworu oraz watroby poddano homogenizacji za pomoca odczynnika
do lizy komérek CelLytic™ MT przeznaczonego dla tkanek ssakéw (Sigma-Aldrich, Merck)
zgodnie z protokotem producenta. Probki tkanek zwazono, a nastepnie dodano odpowiednia
iloé¢ buforu ekstrakcyjnego utrzymujac stosunek 20 mL odczynnika na 1 gram tkanki. Nastep-
nie, probki poddano sonikacji w 5 cyklach po 10 sekund, po czym odwirowano przez 10 minut
przy 14 000 g w celu osadzenia resztek tkanki. Stezenia biatka catkowitego w otrzymanych liza-
tach oznaczono metoda Bradforda, a jako zrédto aktywnosci STS w kazdej reakcji wykorzystano
100 uL biatka catkowitego. Reakcje prowadzono przez 3 godziny w temperaturze 37°C z dodat-
kiem [*H]-E1S (4-10* Bq, 3 nM) i 20 nM buforu Tris-HC1 przy pH = 7,4. Objeto$¢ mieszanin
reakcyjnych rozcienczono do 100 nL za pomoca wody destylowanej. Po inkubacji zebrano 60 pL
kazdej mieszaniny reakcyjnej, a produkt, ktéry zostal utworzony w wyniku reakcji hydrolizy,
wyekstrahowano toluenem (0,5 mL). Aktywno$¢ STS mierzono za pomoca radioluminometru
MicroBeta (Perkin Elmer). Testy przeprowadzono w trzech powtoérzeniach, Uzyskane wyniki

zostaly zestawione z wynikami grupy kontrolnej i przestawione jako pozostata aktywnosé STS.

3.3.9 Analiza statystyczna

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona za pomoca oprogramowania STATISTICA
v. 10.1 (StatSoft Inc., USA). Test Mann-Whitney U oraz jednoczynnikowa analiza wariancji
(ang. one-way ANOVA) zostaly wykonane za pomoca programu GraphPad Prism 7 zakladajac
wspdélezynnik prawdopodobienstwa p = 0,05 jako istotny. Normalnos¢ danych objetosci guza

zostala przeanalizowana za pomoca testu Shapiro-Wilk.
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