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Wstep

1.  WSTEP

Poszukiwanie nowych lekéw jest niezwykle pasjonujacym 1 jednoczesnie
zmudnym procesem lezacym w centrum zainteresowania wielu grup badawczych
zajmujacych sie aspektami chemii medycznej na calym $wiecie. Ludzkos¢ bowiem od
zarania dziejow starala si¢ poszukiwaé skutecznych sposobdéw leczenia rdéznych
schorzen. Poczatkowo w oparciu o tak zwang medycyne ludowa wykorzystywano
surowce naturalne, by nastgpnie dzigki rozwojowi m.in. metod syntetycznych, technik
biochemicznych oraz komputerowego modelowania struktur bardziej racjonalnie
podejs¢ do poszukiwania lekéw. Jako element tych badan wprowadzono metody
racjonalnego projektowania lekow (ang. rational drug design), ktorych wirtualnym
rozszerzeniem sg metody komputerowo wspomaganego projektowania lekow (ang.
computer-aided drug design, CADD). Ogromny rozw6j mocy a co za tym idzie
szybkosci komputeréw oraz dostgpno$¢ specjalistycznego oprogramowania umozliwilty
wykorzystanie tych metod w wigkszos$ci laboratoridw specjalizujacych si¢ w dziedzinie
chemii medycznej, stajac si¢ obok metod tradycyjnych, wazng technikg w badaniach 1
pracy dydaktycznej. Mozliwosci, jakie niosg ze soba powyzsze metody daja szanse oraz
znacznie przyspieszaja mozliwosci ingerencji w specyficzne wtasciwosci projektowane;j
czasteczki, jak poprawa wielu parametréw terapeutycznych, czy tez fizykochemicznych
np. skutecznos$ci, selektywnos$ci, rozpuszczalno$ci oraz zmniejszenia aspektow
negatywnych jakimi jest toksycznos¢.

Pojecie racjonalnego poszukiwania nowych substancji leczniczych w tym metody
CADD wydaja si¢ by¢ obecnie bardziej istotne niz kiedykolwiek. Ciagly rozwdj
cywilizacyjny 1 postepujace przy tym tempo zycia powoduje bowiem nasilenie
oddzialywania czynnikdw majacych negatywny wptyw na nasze zdrowie. Zwigkszeniu
ulega odsetek o0sob dotknietych zwlaszcza chorobami nowotworowymi, przez co
stanowig one $wiatowy problem spoteczny. Mimo znacznego post¢pu w zrozumieniu
molekularnych podstaw kancerogenezy i1 w zwigzku z tym mozliwosci bardziej
racjonalnego projektowania nowych lekow, zapadalno$¢ na nowotwory nie maleje, a
$miertelnos¢ z tym zwigzana w ciggu minionych 25 lat utrzymuje si¢ na podobnym
poziomie. Stwarza to zatem potrzebe poszukiwania nowych, skutecznych
chemioterapeutykow o wielokierunkowym dziataniu przeciwnowotworowym, ktore nie

wykazywatyby jednoczesnie toksycznosci w stosunku do zdrowych komorek.
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Wstep

Mikrotubule uwazane s3 za jeden z gléwnych celéw molekularnych w terapii
choréb nowotworowych. Pelnig one wazng funkcj¢ w trakcie podziatu komorek podczas
mitozy tworzac wrzeciono podziatowe, dzigki ktéremu chromosomy rozdzielaja si¢ do
przeciwlegtych biegunéw komorki. Zablokowanie tego procesu jest wigc interesujgca
drogg zahamowania proliferacji komorek nowotworowych. Mechanizm ten jest obecnie
z powodzeniem wykorzystywany w lecznictwie, czego dowodem jest chociazby sukces
kliniczny paklitakselu.

Istniejg liczne doniesienia naukowe moéwigce o aktywnos$ci antymitotycznej
pochodnych stilbenowych ze zwigzkami wiodagcymi pochodzenia naturalnego:
kombretastatyng A-4 (CA-4) oraz resweratrolem (RSV) na czele. Istotne wiec wydaje
si¢ kontynuowanie poszukiwan nowych lekow przeciwnowotworowych, ktorych
mechanizm dziatania oparty jest o wpltyw na proces polimeryzacji tubuliny wtasnie
wsrdd tych pochodnych.

Bioragc pod uwage tematyke badawcza niniejszej pracy doktorskiej w czesci
literaturowej przedstawiono w trzech glownych watkach: metody CADD bedace
wsparciem przy projektowaniu nowych lekow, molekularne podstawy aktywnos$ci
biologicznej, aspekty chemiczne oraz metody syntezy pochodnych RSV i CA-4.

W czgéci wyniki 1 dyskusja przedstawiono zastosowany protokot do generowania i
przeszukiwania kombinatorycznej biblioteki (VCL-VS, ang. virtual combinatorial
library-virtual screening) zwiazkow, dzigki ktoremu wyselekcjonowano tiopochodne
CA-4 poddane nastepnie syntezie i ocenie aktywnosci biologicznej. Omowiono
metodyke syntezy tiopochodnych stilbenu wraz z analiza uzyskanych danych
spektralnych. Ostatecznie przedstawiono wyniki badan in vitro oceniajace ich
aktywno$¢ cytotoksyczng na rdéznych liniach komorek nowotworowych oraz
antymiotyczng poprzez wpltyw na proces polimeryzacji tubuliny.

W czgdci  doswiadczalnej przedstawiono informacje ogoélne dotyczace
zastosowanych narzgdzi oraz programow wykorzystywanych przy badaniach in silico,
poszczegodlne procedury syntezy umozliwiajgce otrzymanie nowych tiopochodnych
stilbenu wraz z danymi spektralnymi potwierdzajacymi ich struktury oraz metodyke
badan biologicznych uwzgledniajac testy cytotoksycznos$ci oraz polimeryzacji tubuliny.

W postaci suplementu zamieszczono widma NMR uzyskanych w trakcie syntezy
zarowno struktur posrednich jak i koncowych zwigzkéw oraz widma FT IR dla

uzyskanych tiopochodnych RSV i CA-4.
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Czes$¢ literaturowa

2. CZESC LITERATUROWA

2.1.  Projektowanie lekow wspomagane komputerowo

Systematyczny wzrost mocy obliczeniowej komputerow, rozwdj bioinformatyki
oraz dostgpnos¢ molekularnych baz danych biatek 1 zwigzkow chemicznych sprawiaja,
ze komputerow0 wspomagane projektowanie lekow (CADD) staje sie coraz
wydajniejszym i coraz czgsciej stosowanym narz¢dziem.

Wspotczesne metody obliczeniowe nie pozwalajg jeszcze, CO prawda na pewne i
wiarygodne przewidzenie ostatecznej struktury dziatajacych lekow, jakkolwiek
umozliwiajg wybor obiecujacych kandydatow sposrod milionow czgsteczek dostepnych
zarowno w komercyjnych bazach danych, jak 1 wlasnych bibliotekach
kombinatorycznych oraz ich optymalizacje pod katem oddziatywania z receptorem.
Pozwala to znacznie obnizy¢ koszty 1 czas trwania procesu projektowania nowego leku.

Samo odkrywanie nowych lekow jest procesem interdyscyplinarnym, w ktoérym
wykorzystywana jest wiedza z takich dyscyplin naukowych jak: chemii, biochemii,
biologii, farmakologii, farmakokinetyki, medycyny, matematyki oraz informatyki.
Proces ten mozna przedstawi¢ w ogolnej postaci, jako zespot nastepujacych faz
(Rysunek 1) uzupeiniajacych si¢ wzajemnie, a mianowicie:

1. ldentyfikacje celu biologicznego, zwykle biatka, ktorego funkcja biologiczna ma

by¢ modulowana przez projektowany lek,

2. ldentyfikacje¢ struktury wiodacej (ang. lead structure),

3. Modyfikacj¢ jej struktury celem poprawy wilasciwosci farmakokinetycznych i

farmakodynamicznych,

4. Potwierdzenie aktywnoSci 1/lub mechanizmu dziatania na modelach

komorkowych (in vitro) i zwierzecych (in vivo),

5. Badania kliniczne.
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Pos Optymalizacja
aktywnych struktury wiodacej

Poszukiwanie nowych substancji aktywnych, ktore w przyszio$ci moga sta¢ si¢

Rysunek 1. Etapy poszukiwania lekow

lekami rozpoczyna si¢ najczesciej od znalezienia struktury/struktur wiodacych, czyli
zwigzkow wykazujacych powinowactwo do zalozonego celu biologicznego. W
poszukiwaniach tych wykorzystuje si¢ badania przesiewowe zwiazkéw pochodzenia
naturalnego (produkty mikroorganizméw, roslinne lub morskie) w wybranym
tescie/testach biologicznych in vitro, znane pod nazwa skriningu wysokoprzepustowego
(ang. high-throughput screening, HTS). Przyktadem takich badan byta m.in. ,,wojna z
rakiem” ogtoszona przez Kongres Stanéw Zjednoczonych oraz Narodowy Instytut Raka
(ang. National Cancer Institute) na poczatku lat siedemdziesigtych XX wieku, dzieki
ktorym wyselekcjonowano kilka lekow przeciwnowotworowych, w tym m.in.
paklitaksel znany pod nazwa handlowa jako Taxol®. Niestety pomimo duzej wydajnosci
tej metody wskaznik trafien (ang. actives hit rate), tj. stosunek ilosci zidentyfikowanych
zwigzkow wiodacych w stosunku do wszystkich przebadanych jest zazwyczaj niski.
Dlatego tez powstalo wiele komplementarnych do HTS metod, z ktorych obecnie

najczesciej wykorzystywany jest wirtualny skrining (ang. virtual screening, VS).
2.1.1.  Wirtualny skrining (VS)

Wirtualny skrining jest komputerowa technikg automatycznego przeszukiwania i
oceny potencjalnej aktywnosci biologicznej (rankingowania) duzych baz danych
zwigzkow  chemicznych  przy  uzyciu  narzedzi  chemoinformatycznych,
bioinformatycznych i modelowania molekularnego [1, 2]. Zaleta tej metody jest
wykorzystanie metod obliczeniowych, ktore ograniczaja koszty 1 czas procesu
decyzyjnego podczas zawegzania bibliotek lub syntezie tylko wybranych, najbardziej
aktywnych struktur sposrod tysiecy mozliwych do otrzymania lub zakupu.
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Zaleznie od ilosci, rodzaju informacji oraz dostgpnosci specjalistycznego
oprogramowania, jakimi dysponuje si¢ rozpoczynajagc opracowanie schematu
postepowania w wirtualnym skriningu mozemy wyr6zni¢ jego dwie podstawowe
metody [2]:

e oparte o znang lub przewidziang struktur¢ receptora (ang. Structure-based

virtual screening, SBVS),

e Dbazujgce na strukturze jego znanych ligandow (ang. ligand-based virtual

screening, LBVS).

Biorac pod uwageg rozne strategie realizacji protokotu VS wprowadzono réwniez
podzial na procedur¢ rownolegly 1 kaskadowa. W procedurze rownolegtej poszczegdlne
zwigzki z biblioteki sg niezaleznie oceniane r6znymi metodami a nastgpnie wszystkie
oceny zostaja zintegrowane przy wykorzystaniu metod statystycznych (np. fuzji
danych) 1 na ich podstawie tworzona jest sumaryczna klasyfikacja. Dzieki tej
procedurze uzyskujemy bardzo duze ilosci informacji o wszystkich zwigzkach z danej
bazy jednak wykorzystywana moze by¢ gléwnie do oceny matych baz danych
(liczacych do kilku tysiecy zwigzkéw) z uwagi na duze wymagania obliczeniowe.
Strategia skriningu kaskadowego z kolei polega na selekcji zwigzkow, ktére nie
spetniajg zatozonych kryteriow dla danej metody (zastosowanie tzw. filtréw). Pozwala
to po kazdym etapie coraz bardziej zawezi¢ przeszukiwang bazeg, co skutkuje nawet
kilkudziesigciokrotnym skroceniem czasu obliczen, w poréwnaniu do metody
rownoleglej. Niestety wada tej strategii jest mozliwo$¢ odrzucenia interesujacych
zwigzkow na jednym z wczesniejszych etapow.

W procesie tworzenia biblioteki zwigzkéw opartej na procedurze wirtualnego
skriningu pojawia si¢ pytanie, jak wybra¢ te wlasciwe do dalszej oceny ich wiasciwosci
biologicznych. Zastosowanie bg¢da tutaj mialy metody filtrowania pozwalajace na
odrzucenie zwigzkow o niepozadanych wlasciwosciach farmakokinetycznych i
farmakodynamicznych. W przypadku metod SBVS wyrdézniamy m.in. dokowanie
molekularne, fingerprinty oddzialywan ligand receptor natomiast w strategii LBVS
wykorzystywany jest stopien podobienstwa do znanych zwiazkéw o potwierdzonej
aktywnosci (ang. similarity search): deskryptory molekularne, fingerprinty molekularne

oraz przeszukiwanie w oparciu 0 modele farmakoforowe.
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2.1.2. Metody bazujace na strukturze zwigzkéw aktywnych (LBVS)

Metody te opieraja si¢ na zalozeniu, ze podobienstwo strukturalne zwigzkow
zwigksza szanse¢ na uzyskanie przez nie podobnego efektu biologicznego [3]. Dla
zestawu znanych aktywnych zwigzkéw mozna okresli¢ pewien wspoOlny zbidr
charakterystycznych cech strukturalnych, topologicznych czy przestrzennych
determinujacych teoretycznie ich aktywno$¢ biologiczng. Dzigki zastosowaniu tak
otrzymanego wzorca (hipotezy aktywnosci), mozliwe staje si¢ przeszukiwanie duzych
chemicznych baz danych celem znalezienia struktur podobnych. Pomocne sg w tym
narzgdzia chem- i bioinformatyczne oraz metody statystyczne i matematyczne (np.

metryki podobienstwa, metody uczenia maszynowego).
2.1.2.1. Deskryptory i fingerprinty molekularne

Aktywno$¢ biologiczna zwigzkow chemicznych jest wypadkowa jego wlasciwosci
fizykochemicznych takich jak: rodzaj podstawnikow, rozmiar czasteczki, ladunek,
polaryzowalno$¢ czy rozpuszczalnos¢ w wodzie 1 thuszczach. Deskryptory sg funkcjami
pozwalajacymi przypisa¢ tym cechom warto$ci liczbowe [4]. Ze wzgledu na charakter
wlasciwosci, ktore opisujg oraz jedno, dwu- lub trojwymiarowa strukture czasteczki
mozna podzieli¢ je na rézne grupy:

e wlasciwosci strukturalne, np.: masa molowa, objetos¢ molekularna, pole
powierzchni, momenty bezwtadnosci, liczba wigzan pojedynczych (rotujacych),
parametry steryczne Tafta,

o wlasciwosci elektronowe, np.: tadunek catkowity, moment dipolowy,
polaryzowalno$¢, energia HOMO, energia LUMO, stale Hammeta,
wspolczynniki indukeyjne i rezonansowe,

e wlasciwosci termodynamiczne, np.: wspotczynnik podziatu miedzy wode i
oktanol (logP), hydrofobowo$¢ podstawnikéw, refraktywnos¢é molowa,

e wlasciwosci przestrzenne pol - 3D QSAR (ang. 3D quantitative structure-

activity relationship).

Czgs¢ deskryptorow molekularnych (np. masa molowa, objetos¢, ilos¢ rotowanych
wigzan pojedynczych, donorow/akceptorow wigzania wodorowego, pierscieni
aromatycznych, rozktad tadunku, logP itd.) jest tatwych do obliczenia i dlatego czgsto
wykorzystuje si¢ je we wstgpnym profilowaniu baz danych. Jednym z wielu

popularnych filtréw ztozonych z zestawu skalarnych deskryptorow molekularnych jest
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tzw. reguta 5 Lipinskiego, opracowana na podstawie analizy statystycznej wybranych
deskryptoréw, obliczonych dla zestawu znanych lekow podawanych droga doustna.
Zwiazek chemiczny zgodnie z zasadami tej reguty ma z duzym prawdopodobienstwem
szanse stac si¢ strukturg wiodgcg a nast¢pnie lekiem, gdy.

1. Jego masa molowa jest ponizej 500 Da,

2. clogP (ang. calculated logP) jest mniejszy niz 5,

3. Liczba donordéw protondw jest mniejsza niz 5,

4. Liczba akceptorow protonow jest mniejsza niz 10.

Obok deskryptoréw molekularnych czgsto wykorzystywang technika pomocng w
filtrowaniu bibliotek wirtualnych sg tzw. fingerprinty molekularne (ang. molecular
fingerprint). Struktura chemiczna jest tutaj reprezentowana w postaci ciggu bitowego,
ktory posiada zakodowane informacje o jej wlasciwosciach strukturalnych,
topologicznych czy farmakoforowych. Przyjmuje si¢, ze kazda pozycja bitowa w
fancuchu odpowiada okre$lonej funkcji (np. typowi atomu, fragmentowi
strukturalnemu, cesze farmakoforowej, itp.) 1 zostaje wiaczona (przypisana warto$¢
logiczna 1) lub wylgczona (przypisana wartos¢ logiczna 0), w przypadku gdy dany
element jest obecny lub nieobecny w strukturze czasteczki. W zaleznosci od sposobu
konstrukcji fingerprintow molekularnych mozemy wyrézni¢: haszowane fingerprinty
chemiczne (ang. chemical hashed fingerprints, CHFP), dwuwymiarowe fingerprinty
farmakoforowe (ang. 2D pharmacophore fingerprints, 2DPFP) oraz rozszerzone
fingerprinty bazujace na macierzy pofaczen ciezkich atomoéw w czasteczce (ang.
extended-connectivity fingerprints, ECFP). W przypadku haszowanych fingerprintow
chemicznych (Rysunek 1a) poszukiwane sa w czasteczce wszystkie podstruktury
liniowe (zdefiniowane w postaci kluczy podstrukturalnych), aby nastepnie przy uzyciu
wartosci liczbowych dla danego typu atomu i wigzania oraz funkcji haszujacej
sprowadzi¢ je do zapisu w postaci odpowiedniego ciggu bitowego. Dwuwymiarowe
fingerprinty farmakoforowe (Rysunek 1b) opisujg czasteczke za pomocg tzw. funkcji
farmakoforowych, czyli rodzajom oddzialywania jakie charakteryzujg poszczegdlne
atomy (lub grupy atomow), np. atom tlenu w grupie karbonylowej posiada ceche
akceptora wigzania wodorowego, grupa metylowa funkcj¢ hydrofobows, itd. Nastgpnie
wyznacza si¢ wszystkie mozliwe pary cech farmakoforowych wraz z ich odleglosciami
topologicznymi, a wynik takiego dziatania przechowywany jest w postaci histogramu

lub wektora wartosci, czy tez wektora binarnego. Fingerprinty ECFP (Rysunek 1c)

18



Czes$¢ literaturowa

natomiast biorg pod uwage heteroatomy w czasteczce i tworzg dla nich tzw. warstwy
lub powtoki, ktore opisuja schemat potaczen z sgsiadujacymi atomami. Cigg binarny

osiggany jest tutaj przez zastosowanie odpowiedniej funkcji haszujace;j.
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Rysunek 2. Rodzaje fingerprintdow molekularnych przedstawione w postaci schematycznej: A —
haszowane fingerprinty chemiczne, B — dwuwymiarowe fingerprinty farmakoforowe, C — rozszerzone

fingerprinty bazujace na macierzy poltaczen cigzkich atomow [5]
2.1.2.2. Modele farmakoforowe

Pojecie farmakofora po raz pierwszy zostalo wprowadzone w roku 1909 przez
Ehrlicha, ktéry zdefiniowal farmakofor jako ,molekularny szkielet (phoros),
zawierajacy podstawowe informacje odpowiadajace za aktywnos$¢ biologiczng leku
(pharmacon). Po ponad stu latach mozna stwierdzi¢, ze podstawowe pojecie famakoforu
nie zmienito si¢, ale jego znaczenie oraz zakres zastosowan zostaly znacznie
rozszerzone [6]. Wg najnowszej definicji wprowadzonej przez IUPAC w 1998 roku
farmakofor jest zbiorem cech przestrzennych i elektronowych niezbednych do
zapewnienia optymalnych oddziatywan molekularnych z danym celem biologicznym, w
celu wywotywania (lub blokowania) odpowiedzi biologicznej [7, 8].

Modelowanie farmakoforowe oparte o struktur¢ znanych ligandow polega na
wyodrebnieniu  z ich struktur przestrzennych specyficznych cech (funkcji)
farmakoforowych odpowiedzialnych za oddziatywanie z tancuchami bocznymi
aminokwasdw W miejscu wigzacym (receptorze). Sa one opisywane jako: akceptor
wigzania wodorowego, donor wigzania wodorowego, pierScien aromatyczny, grupy

pozytywnie/negatywnie jonizujace oraz elementy hydrofobowe, a najpopularniejszym
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sposobem wizualizacji tych cech jest przedstawienie ich w postaci sfer okre$lonego
koloru o danej $rednicy.

Tworzenie modeli farmakoforowych ze zbioru ligandéw czgsto okreslanych jako
zwigzki testowe (ang. training set compounds) obejmuje dwa glowne etapy:
generowanie konformacji poszczegolnych ligandow z testowego zbioru celem
okreslenia dostgpnej przestrzeni konformacyjnej a nastgpnie w wyniku ich
przestrzennego nalozenia identyfikowanie wspdlnych cech celem stworzenia szablonu
farmakoforowego. Obecnie dostepnych jest na rynku wiele programéw do tworzenia
modeli farmakoforowych, m.in.: Catalyst, (Accelrys Inc.), Phase (Schrodinger Inc.)
DISCO, GASP, GALAHAD (Tripos Inc.) MOE (Chemical Computing Group) [6].
Réznig si¢ one migdzy soba definicja cech oraz algorytmem mapowania funkcji
farmakoforowych na przestrzen konformacyjna Zwigzkow,

co  bezposrednio  przeklada si¢ na  ich  wydajnosé klasyfikacji.

4.066- [ 3088 ol |
10.382
15.730

Rysunek 3. Przyktadowy model farmakoforowy z zaznaczonymi odleglo$ciami topologicznymi (A) oraz
model z natozonym ligandem (B) na podstawie [9]. Cechy farmakoforowe oznaczono odpowiednimi
kolorami: akceptor wigzania wodorowego (kolor zielony), donor wigzania wodorowego (kolor

fioletowy), grupa hydrofobowa (kolor niebieski)
2.1.2.3. Metody przeszukiwania przestrzeni chemicznej i eksploracja danych

Aby metody wirtualnego skriningu podczas przeszukiwania duzych wirtualnych
bibliotek zwiazkéw byly odpowiednio wydajne nalezy oprocz narzedzi kodujacych
strukture chemiczng i zapisujacych ja w postaci ciggu binarnego zastosowac efektywne
metody potrafigce znalez¢ podobienstwo pomiedzy nimi. N-bitowy fingerprint (czyli
pojedyncza struktura chemiczna, np. zwigzku aktywnego, czyli wzorca) stanowi od
strony matematycznej punkt w przestrzeni N-wymiarowej. Zgodnie z regutami

podobienstwa nalezy zalozy¢, ze punkty (inne zwigzki) znajdujace si¢ w najblizszym
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sasiedztwie zwigzkow aktywnych powinny rowniez wykazywac¢ podobng aktywnosc.
Znajdowanie najmniej odlegltych punktow w przestrzeni N-wymiarowej stanowi
podstawe metod opartych na tzw. metrykach podobienstwa (np. similarity searching lub
nearest neighbours) [10]. Najczgsciej wykorzystywane =z nich s3 metody
przeszukiwania podstrukturalnego, ktore analizuja zdefiniowany wcze$niej fragment
molekularny 1 na jego podstawie wyszukuja zwiagzki posiadajagce go w swojej
strukturze. W przypadku opisanych wcze$niej fingerprintéw molekularnych najbardzie;j
popularna metrykg podobienstwa jest wspotczynnik Tanimoto (ang. Tanimoto
coefficient). Inng grupa technik stuzacych do eksploracji danych (ang. data mining) i
optymalizacji protokotu wirtualnego skriningu sg metody uczenia maszynowego. Biorgc
pod uwage sposob ,,uczenia” dzieli si¢ je na nadzorowane i1 nienadzorowane, z ktérych
czesciej stosowane sg metody nadzorowane. Modele klasyfikacyjne tworzone sg przez
nie na podstawie przyktadow pozytywnych i negatywnych, podczas gdy metody
nienadzorowane same znajdujg wzorzec, ktory wykorzystuja w klasyfikacji. Inng a
zarazem coraz bardziej popularng procedurg jest metoda tzw. maszyny wektorow
nos$nych (ang. suport-vector-machines, SVM), ktéra moze shuzy¢ z jednej strony jako
klasyfikator binarny przypisujacy kazdemu zwigzkowi w przestrzeni okreslony
identyfikator: klasy ,,1” dla aktywnych oraz ,,—1” dla nieaktywnych, a z drugiej tworzy¢
listy rankingowe szeregujac zwiazki od najbardziej do najmniej podobnych wzgledem
aktywnych [10].

Z uwagi na to, iz kazda z opisanych metod nie jest idealna stosuje si¢ czgsto ich
fuzje, ktéra w przypadku poszukiwania cech wspdlnych miedzy strukturg odniesienia a
zwigzkami zdeponowanymi w bazie zwana jest fuzja podobienstwa (ang. similarity

fusion).
2.1.3. Metody oparte na strukturze miejsca aktywnego

Idea metod SBVS opiera si¢ na wykorzystaniu informacji o przestrzennej budowie
miejsca wigzacego. Ich gldownym celem jest poszukiwanie zwigzkow wykazujacych
wysokie powinowactwo do okreslonego receptora najczesciej biatkowego (kieszeni
wigzace] lub bruzdy na powierzchni biatka) a ich rozwo6j powigzany jest z
doskonaleniem  technik  umozliwiajagcych  okreslnie  przestrzennej  budowy
makroczgsteczek z rozdzielczo$cig atomowg. Nalezg do nich zaréwno metody
eksperymentalne, jak rentgenografia strukturalna i spektroskopia magnetycznego

rezonansu jadrowego, czy tez komputerowe, jak modelowanie homologiczne. Wyniki
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przedstawiajace kompleksy ligandéw z makroczasteczkami lub struktury samych
makroczasteczek uzyskane z danych eksperymentalnych sa zdeponowane w bazie
danych biatkowych (ang. protein data bank, PDB), ktora liczy obecnie juz blisko 100
tysigcy struktur [11].

Wyré6zni¢ mozna wiele przykladow zastosowania racjonalnego projektowania
struktur wiodacych a nastgpnie lekow w oparciu o znajomos$¢ przestrzennej struktury
receptora, nie mniej najbardziej spektakularnym jest odkrycie klasy zwigzkow bedacych
inhibitorami proteazy HIV-1 majacych zastosowanie w leczeniu AIDS [12, 13, 14].

Istniejg zasadniczo dwie gléwne metody VS stuzgce do poszukiwania struktur
aktywnych na podstawie analizy oddziatywania w receptorze: dokowanie molekularne i

fingerprinty oddziatywan ligand-receptor.
2.1.3.1. Dokowanie molekularne

Dokowanie molekularne (ang. molecular docking) jest metoda, ktéra na drodze
obliczeniowe] przewiduje preferowang orientacj¢ przestrzenng jednej czasteczki
(bioaktywng konformacje) wzgledem drugiej podczas tworzenia stabilnego kompleksu
(Rysunek 4) [15].

Opiera si¢ ono na fundamentalnej zasadzie tzw. rozpoznania molekularnego
czasteczek w celu wywotania okreslonej odpowiedzi biologicznej. W celu lepszego
zrozumienia tego procesu opracowano szereg teorii wyjasniajacych zdolnos¢ leku do
odziatywania z receptorem, z ktorych najwazniejsze wydaja si¢ by¢: teoria zamka i
klucza Fischera, model indukowanego dopasowania Koshlanda i teoria zakldcen
makroczasteczkowych. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze teorie te nie sg ze sobg sprzeczne
a wzajemnie si¢ uzupelniaja, i tak teoria zamka i klucza opiera si¢ na zatozeniu
komplementarnos$ci ksztattu czasteczki oddzialujacej z miejscem wigzacym, teoria
indukowanego dopasowania okresla, w jaki sposéb ta komplementarnos¢ jest osiggana a
teoria zaktocen makroczasteczkowych opisuje zlozonos¢ konformacyjng receptora
biatkowego. Wszystkie te zatozenia sg brane pod uwage podczas opracowywania
algorytmow wykorzystywanych w procesie dokowania molekularnego.

W procesie dokowania molekularnego mozemy wyrdzni¢ dwa zasadnicze etapy [16]:
e eksploracja przestrzeni konformacyjnej liganda w miejscu wigzacym celu

molekularnego,
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e ocena (ranking) otrzymanego kompleksu ligand-receptor na podstawie jego
energii swobodnej (AG), na ktorg wplyw majg trzy podstawowe typy

oddziatywan (elektrostatyczne, hydrofobowe 1 wigzania wodorowe).

Proces ten odbywa si¢ w sposob iteracyjny do momentu znalezienia minimum energii
swobodnej powstatego kompleksu ligand-receptor [17].

Algorytmy przeszukiwania przestrzeni konformacyjnej liganda w kieszeni wigzacej
receptora mozemy podzieli¢ na trzy kategorie [2]:

a) przeszukiwanie w trakcie dokowania,

b) przeszukiwanie przed dokowaniem,

c) dokowanie przyrostowe (ang. incremental docking).

Dokowanie
molekularne

Rysunek 4. Schematyczna ilustracja procesu dokowania molekularnego na przyktadzie inhibitora —
czasteczki  (E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(3,5-dimetoksyfenylo)etenu w kieszeni wigzacej izoenzymu
CYP1A2 (PDB ID: 2HI4) (enzym bioragcy udziat w metabolizmie ksenobiotykow i aktywacji

prokancerogenow) [18]
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Pierwszy rodzaj algorytmow dokonuje optymalizacji konformacyjnej czasteczki
liganda bezposrednio w kieszeni wigzacej receptora, lecz z uwagi na duze wymagania
obliczeniowe moze by¢ zastosowany tylko dla niewielkich bibliotek zwigzkow.
Najczesciej wykorzystywanymi algorytmami sg tutaj metody Monte Carlo (Glide,
AFFINITY) i algorytmy genetyczne (GOLD, AutoDock). Druga klasa algorytmow
przeprowadza analiz¢ konformacyjng liganda przed jego umieszczeniem W receptorze a
nastgpnie niskoenergetyczne konformacje sg na sztywno dokowane do miejsca
wigzacego (SLIDE, FRED). Trzecia kategoria algorytméw opartych na konstrukcji
przyrostowej polega na podziale czasteczki liganda w miejscach wigzan pojedynczych
na fragmenty, ktére sg nastepnie umieszczane w kieszeni wigzacej w roznych
uprzywilejowanych orientacjach, rozpoczynajac od fragmentu podstawowego (FlexX,
DOCK) [2].

W kolejnym etapie oszacowywane jest powinowactwo wigzania uzyskanych
kompleksow ligand-receptor 1 ich ranking za pomocg tzw. funkcji oceniajgcych (ang.
scoring functions). Funkcje oceniajace klasyfikuje si¢ jako [19]:

a) oparte na polach sitowych (ang. force field based),

b) empiryczne (ang. empirical based),

€) bazujace na danych eksperymentalnych (ang. knowledge based),

d) mieszane (ang. consensus scoring).

Te pierwsze (np. AutoDock, GOLD) oceniajg energi¢ wigzania powstatego kompleksu
sumujac wszystkie sktadowe oddzialywan majace na nig wptyw, tj. elektrostatyczne,
van der Waalsa, wigzania wodorowe. Empiryczne funkcje oceniajace (np. LUDI, PLP,
FlexX) rozkladaja energi¢ oddzialywania na kilka fragmentéw (np. wigzan
wodorowych, oddziatywan jonowych, hydrofobowych oraz entropii wigzania), ktore sg
nastepnie mnozone przez odpowiednie wspotczynniki i sumowane w celu otrzymania
ostatecznej oceny. Natomiast wspéfczynniki otrzymuje si¢ w wyniku analizy
regresyjnej dopasowania funkcji do testowego zbioru kompleksow ligand-receptor o
eksperymentalnie wyznaczonej energii wigzania [5]. Funkcje oceniajace bazujace na
danych eksperymentalnych (PMF, DrugScore) wykorzystuja analizy statystyczne
czestotliwosci  wystgpowania specyficznych oddziatywan atomowych w duzych
strukturalnych bazach danych jak np. PDB i na ich podstawie zakladaja, ze im dane
oddziatywanie wystepuje czeSciej, tym jest bardziej korzystne energetycznie, wigc

potencjalnie ma wigkszy udziat w oddzialywaniach lek-receptor[5].
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Bioragc pod uwage niedoskonatosci pojedynczych funkcji oceniajgcych
wprowadzono podejscie okreslane jako ,,CScore” (ang. consensus scoring), ktore taczy
informacje uzyskane z réznych funkcji oceniajacych w celu poprawy wspodtczynnika

trafien.
2.1.3.2. Fingerprinty oddzialywan ligand — receptor.

Szczegotowe zrozumienie oddziatywan miedzyczasteczkowych w otrzymanych na
drodze dokowania lub analizy rentgenostrukturalnej kompleksach ligand-receptor ma
istotne znaczenie podczas projektowania aktywnych zwigzkoéw. Tradycyjne podejscie
oparte na wizualnym przegladaniu poszczegolnych komplekséw i ich analizie jest
nieefektywne szczegdlnie gdy przeszukujemy biblioteki sktadajace si¢ z bardzo duzej
ilosci zwigzkéw tak jak ma to miejsce w wirtualnym skriningu. Opracowano zatem
narzg¢dzia pozwalajace znacznie przyspieszy¢ i usprawnic¢ ten proces. Przyktadem moga
by¢ tutaj tzw. fingerprinty oddziatywania (ang. interaction fingerprint, IF), ktore koduja
informacje pochodzace z trojwymiarowej struktury kompleksu ligand-receptor do
postaci jednowymiarowego ciggu bitowego. Po raz pierwszy taki sposob tworzenia IF
zaproponowat Deng i wsp. [20]. Dla pojedynczego aminokwasu zaangazowanego w
tworzeniu kompleksu z ligandem uzyli oni 7-bitowego szablonu kodujacego rdzne typy
oddziatywan miedzyczasteczkowych. W metodzie tej okreslonej skrotem SIFt (ang.
structural interaction fingerprint), poszczegélne bity s3 wlaczane, jesli dany typ

oddziatywania jest obserwowany (Rysunek 5).
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Rysunek 5. Procedura tworzenia fingerprintow oddziatywania (SIFt) na przykladzie kompleksu
odwrotnego agonisty z receptorem B2 adrenergicznym (PDB ID: 3NY9) [5]

Biorac pod uwage poszczeg6lne bity w prezentowanym szablonie warto$¢ logiczng
1 przypisuje si¢ odpowiednio miejscom 1. jesli wystepuje jakiekolwiek oddzialywanie,
2. gdy oddzialywanie angazuje atomy tancucha gtownego biatka (ang. main-chain,

MC), 3. gdy atomy tancuchoéw bocznych (ang. side-chain, SC), 4. jesli oddzialywanie
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ma charakter polarny, 5. niepolarny, 6. jesli w aminokwasie zaangazowany jest akceptor
lub 7. donor wigzania wodorowego. W ten sposob kazda reszta aminokwasowa W
biatku reprezentowana jest przez 7-bitowy wektor. Caly IF opisujacy analizowany
kompleks ligand-receptor powstaje przez taczenie wektorow dla poszczegolnych

aminokwasow, zgodnie z ich porzadkiem numerycznym.

2.1.4. Bioizosteryzm - strategia w racjonalnym projektowaniu lekéw przy

optymalizacji struktury wiodacej

Bioizosteryzm stanowi niezwykle uzyteczng i1 bardzo czg¢sto wykorzystywana
strategie podczas modyfikacji struktury wiodacej. Stuzy ona m.in.:

e zwickszeniu aktywnos$ci oraz selektywnosci biologicznej,

e poprawie parametrow farmakokinetycznych,

e zmniejszeniu dzialan niepozadanych a w konsekwencji toksycznosci,

e poprawie indeksu terapeutycznego,

e zwigkszeniu stabilnos$ci.

Odbywa si¢ to za posrednictwem tzw. bioizosterow, czyli podstawnikéw lub grup
wykazujacych podobienstwo wiasnosci fizycznych lub chemicznych i na og6t
wlasciwosci biologicznych. Koncepcja bioizosteryzmu sigga roku 1919, kiedy to
Langmuir [21] badajac zachowanie i reaktywno$¢ substancji posiadajacych atomy lub
grupy atomow o tej samej liczbie i rozmieszczeniu elektrondw zauwazyt podobienstwa
w ich wlasciwosciach fizykochemicznych i okreslit je jako izostery. Na przestrzeni lat
pojecie to ewoluowalo i ostatecznie w roku 1970 Alfred Burger [22, 23] sklasyfikowat i
wprowadzit podziat bioizosterow na klasyczne (Tabela 1) i nieklasyczne (Tabela 2).
Wsrod klasycznych bioizosteréw wyrdzniamy:

a) jednowarto$ciowe grupy i atomy,

b) dwuwartosciowe grupy i atomy,

C) trojwarto$ciowe grupy i atomy,

d) czterowarto$ciowe atomy,

e) rownowazniki pier§cienia.
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Tabela 1. Bioizostery klasyczne (atomy i grupy atomow)

Roéownowazniki
Jednowartosciowe Dwuwarto$ciowe Trojwartosciowe Czterowartos$ciowe .
pierscienia
-CH=CH-, -S-
-OH, -NH,, -CH,- =CH- =C= (np. benzen,
tiofen)
_C:, -N=
-D,-H -O- =N- =Si= (np. benzen,
pirydyna)
-O-, -S-, -CHp-, -
NH-
(np.
-F, -H -S- =P- =N'= tetrahydrofuran,
tetrahydrotiofen,
cyklopentan,
pirolidyna)
-F, -OH, -NH,,
-Se- =As- =p*=
-CH;
-Siy, -SR -Te- =Sb- =As’=
-Cl, -Br, -SH, -OH =Sh*=
Z kolei bioizostery nieklasyczne dzielimy na:
a) cykliczne i niecykliczne,
b) grupy funkcyjne,
C) retroizostery.
Tabela 2. Przyktady bioizosterow nieklasycznych
o)
i NCCN o 0 ﬁ / Il CN
PN Il i —S— —S—N /C\ ~ I
c SN [ T N _CH
(grupa karbonylowa) 7N 0 0 | N
0
¢ Iccl) CN ﬁ OH ﬁ ﬁ 4 Y ’}l_’v‘
Z"OH SN e \id —ﬁ—OH —S—N \ /QN/N
I I
(grupa karboksylowa) H H 0 R OH H
I CF 0. 0 0 N N N
C 3 N NT R NZ
NN i \/ T [y
NH /C\NH/\ /S\NH/\ )\_Z/ )\—N \NJ/ /(o)\NH/
(amidy) H /
-X
CF; CN N(CN), C(CN);
(halogen)
O ﬁ V" -CH,0H ! ‘NHCN  -CH(CN),
(grupa hydroksylowa) — SNH SR SNH R SNHTSNH,
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Jak tatwo zauwazy¢ zmiana bioizosteryczna prowadzi do modyfikacji jednego lub
kilku parametréw fizykochemicznych takich jak: wielko$¢, ksztatt, rozktad elektronow,
rozpuszczalno$¢ w thuszczach, rozpuszczalno$¢ w wodzie, pK,, reaktywnos$¢ oraz liczba
akceptorow i donoré6w wigzania wodorowego. [24, 25, 26]. W zaleznos$ci od tego jakie
posiada wlasciwosci dany fragment poddawany modyfikacji w czasteczce zwigzku 1 za
co jest odpowiedzialny zmiana bioiosteryczna w jego obrebie moze prowadzi¢ do
zmiany oddzialywania z receptorem, farmakokinetyki czy metabolizmu. Dzigki takim
subtelnym zmianom mozemy zatem wplywaé¢ na rozne parametry modyfikowanej
czasteczki a w konsekwencji poprawic jej aktywnos¢, selektywnos¢, biodostepnos¢ czy
stabilno$¢ chemiczng jak réwniez zmniejszy¢ dziatania niepozadane oraz toksycznos$¢.
Istnieje wiele przykladow skutecznego zastosowania idei bioizosteryzmu na etapie
modyfikacji struktury wiodacej 1 tak np. czesto wykorzystuje si¢ zamian¢ atomu
wodoru na atom fluoru w celu poprawy m.in. stabilnosci metabolicznej
modyfikowanego zwigzku [27, 28]. Innym przyktadem moze by¢ modyfikacja struktury
praktololu, leku z grupy B-adrenolitykow, ktory z powodu dziatan niepozadanych zostat
wycofany z lecznictwa, polegajaca na wymianie grupy mocznikowej na amidowa, ktora
umozliwita odkrycie atenololu, bedacego obecnie jednym z lekéw stosowanych w
terapii skojarzonej w leczeniu nadci$nienia tetniczego[25].

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, iz umiejetne zastosowanie narzedzi, jakie daja
nam techniki CADD w potaczeniu z wiedzg na temat budowy przestrzennej celu
molekularnego jest obecnie niezwykle pomocne na drodze racjonalnego projektowania
skutecznych a zarazem bezpiecznych lekow.

W nastepnych rozdziatach opisane zostang m.in. tubulina, jako cel molekularny dla
czasteczek o aktywnosci przeciwnowotworowej, wlasciwosci fizykochemiczne, studia
SAR (ang. structure — activity relationship) pochodnych RSV oraz CA-4 stanowigcych

podstawe do ich siarkowych analogéw wraz z metodami syntezy.

2.2.  Mikrotubule jako cel molekularny dla zwiazkow o aktywnos$ci

przeciwnowotworowej

Jak wspomniano we wstepie mikrotubule a wlasciwie wchodzaca w ich skiad
tubulina uwazana jest za niezwykle interesujacy i obiecujacy zarazem cel molekularny
w terapii chorob nowotworowych. Od roku 1990, kiedy to do lecznictwa wprowadzono

paklitaksel o udowodnionym mechanizmie dzialania opartym na stabilizacji mikrotubul
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zainteresowanie tubuling, jako celem molekularnym w terapii przeciwnowotworowej
znaczaco wzrosto. Juz ponad 25% nowych kandydatéw na leki przeciwnowotworowe
wchodzacych w ostatnie fazy badan klinicznych w latach 2005-2007 miato wtasnie taki

mechanizm dziatania.
2.2.1. Struktura mikrotubul i ich dynamiczna niestabilno$¢

Mikrotubule s3a jednym z elementéw strukturalnych cytoszkieletu komorek
eukariotycznych umozliwiajgcego im transport wewnetrzny, odpowiednie ulozenie
organelli, zmiang ksztattu i co wazne aktywno$¢ ruchowa. Mikrotubule wykazuja swoja
réznorodno$¢ funkcjonalng m.in. poprzez wigzanie si¢ z licznymi biatkami
regulatorowymi wlaczajac w to biatka towarzyszace mikrotubulom (ang. microtubule
associated proteins, MAPS). Zbudowane s3g z globularnego biatka — tubuliny
wystepujacego w postaci dwoch podjednostek a i B-tubuliny o masie 50kDa kazda [29].
Heterodimery a,p-tubuliny w wyniku polimeryzacji tworza protofilamenty (Rysunek
6A). Sztywna $ciana mikrotubul zbudowana jest z helikalnego uktadu naprzemiennie
utozonych podjednostek a i B-tubuliny tworzac uktad 13 protofilamentow o $rednicy
zewnetrznej 25 nm (Rysunek 6B). Mikrotubule maja, jak wspomniano, znaczenie w
aktywnos$ci ruchowej komorek a zwlaszcza w rozdzielaniu chromosomoéw siostrzanych
podczas mitozy. Formujg si¢ one poprzez tgczenie dimerow o,B-tubuliny wigzaniem
niekowalencyjnym w specyficzny sposéb ,,gtowa do ogona” wplywajac tym samym na
jej charakterystyczng polarnosé. Dzigki takiemu ulozeniu biatlek mozna wyrdznic¢
biegun (+) oraz biegun (-) mikrotubuli. Biegun (+) zawsze zwienczony jest
podjednostkg B-tubuliny, natomiast przeciwlegty biegun (-) przez czasteczka a-tubuliny.

Procesy polimeryzacji i depolimeryzacji mikrotubul zachodzg in vivo dzigki
obecnosci ,,molekularnego motoru” — czasteczki guanozyno-5’-trifosforanu (GTP),
ktora katalizuje proces polimeryzacji. Zwigzane jest to z wydzieleniem energii podczas
hydrolizy jednego 2z wysokoenergetycznych wigzan fosforanowych. Kazda
podjednostka tworzaca heterodimer zawiera jedna czasteczke GTP, przy czym
podjednostka a-tubuliny wigze GTP w sposob nieodwracalny, podczas gdy czasteczka
GTP zwigzana z podjednostka B-tubuliny hydrolizuje podczas polimeryzacji do GDP
[31].

Podczas polimeryzacji mikrotubul mozna wyrdzni¢ trzy odrgbne fazy: nukleacje,
wzrost polimeru oraz stan stacjonarny. W fazie nukleacji tworzy si¢ oligomer

sktadajacy si¢ z 6-12 podjednostek a i B-tubuliny. W fazie wzrostu czasteczki GTP
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wigzg si¢ do podjednostek a i B-tubuliny, co prowadzi do wydtuzania si¢ mikrotubul 1
tworzenia protofilamentow. W fazie stacjonarnej szybko$¢ polimeryzacji i
depolimeryzacji sa jednakowe, w zwigzku z czym catkowita masa polimeru nie ulega

Zmianie.
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Rysunek 6. Struktura mikrotubuli i jej dynamiczna niestabilno§é: A — struktura protofilamentu, B —
struktura mikrotubuli, C — ilustracja procesu dynamicznej niestabilno$ci mikrotubuli, 1 — rosngca
mikrotubula, 2 — metastabilna przejSciowa mikrotubula, 3 — kurczgca si¢ mikrotubula, 4 — hydroliza GTP
wg [30]

Dynamiczna natura oraz polarno$¢ mikrotubul sg zasadniczymi cechami, ktore
wptywaja na ich funkcje. Dzigki intensywnym badaniom nad dynamika mikrotubul
wyrdzniono dwie prawdopodobne drogi tych przemian: ,,treadmilling” oraz dynamiczna
niestabilno$¢ (ang. dynamic instability). ,, Treadmilling” jest procesem przemieszczania
si¢ podjednostek tubuliny od bieguna (+) do (-) mikrotubuli, ktory ostatecznie nie
wpltywa na zmian¢ jej dilugo$ci. Dynamiczna niestabilno$¢ z kolei jest procesem
naprzemiennego wydiuzania si¢ 1 skracania koncow mikrotubuli. Po raz pierwszy

zostata opisana przez Mitchisona i Kirschnera (Rysunek 6C) [32].
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Dynamiczna niestabilno$¢ mikrotubul jest wykorzystywana podczas podzialu
komorki, a doktadniej podczas tworzenia wrzeciona mitotycznego. Mikrotubule tacza
kazdy biegun wrzeciona mitotycznego z kinetochorami, miejscami wigzacymi je z
chromosomami. Miejsca zapoczatkowania polimeryzacji przy obu biegunach nie
wysytaja doktadnie wycelowanych mikrotubul w kierunku kinetochoréw. Przyczynia
si¢ to do powstania setek przypadkowo zorientowanych mikrotubul w réznych
kierunkach. Mikrotubule si¢gajace kinetochorow sg ustabilizowane, natomiast pozostate
rozpadaja si¢, gdyz maja wolny koniec dodatni. Stad dynamiczna niestabilno$¢ jest
przyczyna powstawania duzej rdéznorodnosci struktur, ktore zaangazowane w
konstruktywne interakcje staja si¢ ustabilizowane [29]. Z powyzszych informacji mozna
fatwo wywnioskowac, iz wrzeciono kariokinetyczne zbudowane z mikrotubul jest jedng
z bardziej labilnych struktur, szczegdélnie wrazliwych na dziatlanie substancji

zaburzajacych polimeryzacj¢ tubuliny.
2.2.2.  Struktura tubuliny

Tubulina jest, jak wspomniano, biatkiem globularnym zbudowanym z dwodch
podjednostek o i B-tubuliny zawierajacych okoto 450 aminokwaséw kazdy. Obie
podjednostki wigza nukleotyd guaninowy, niewymienialny, gdy jest polaczony z
podjednostkg o (miejsce wigzania z nukleotydem guaninowym a-tubuliny znane jest
jako miejsce N) badz tez wymienialny podczas potaczenia z podjednostka B (znane jako
miejsce E) [33]. Tubuliny posiadaja w 40% identyczng sekwencje aminokwasow,
wystepuja w kilku formach izostrukturalnych i ulegaja réznym potranslacyjnym
modyfikacjom.

Struktura krystalograficzna tubuliny w rozdzielczosci 3,7 A (PDB ID: 1JFF) zostala
po raz pierwszy opisana przez Nogales i wsp. (Rysunek 7) [34]. Na jej podstawie
stwierdzono, iz struktura obu podjednostek jest w zasadzie identyczna: oba monomery

zawieraja rdzen utworzony przez strukturg f-harmonijek otoczonych przez a-helisy.
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Rysunek 7. Struktura przestrzenna dimeru a.p-tubuliny z zaznaczonymi strukturami B-harmonijek (kolor
niebieski) oraz o—helisami (kolor czerwony) w podjednostce o-tubuliny. Pokazano réwniez miejsce
wigzania GTP i GDP oraz trzy glowne domeny wigzgce znajdujace si¢ w podjednostce B-tubuliny:
domene kolchicynowg (A), domene taksolowg (B), oraz domene alkaloidéw barwinka rézowego (ang.

vinca alkaloid) (C)

Struktura monomeréw jest bardzo zwarta, lecz mozna ja podzieli¢ na trzy
zasadnicze domeny:

e domen¢ N-koncowa zawierajaca region wigzania z nukleotydem guaninowym

utworzong przez struktury B (B1-B6) i a-helisy (H1-H5),

e domene posrednig zawierajaca miejsce wigzania paklitakselu, utworzong przez

struktury f (B7-B10) i a-helisy (H6-H10),

e domene C-koncowa, uczestniczaca w wigzaniu z MAPs, utworzong przez a-

helisy (H11-H12).

Rdzen obu podjednostek sktada si¢ z dwoch par uktadu B-harmonijek: jednego z 6
(B1-B6) a drugiego z 4 (B7-B10) otoczonych przez 12 a-helis (H1-H12). Domena
N-koncowa zawiera reszty aminokwasowe od 1-205. Wystepuje tutaj miejsce wigzania
si¢ z nukleotydem guaninowym, ktore charakteryzuje si¢ prostopadle ulozonymi
strukturami B-harmonijek w stosunku do naprzemiennie lezacych a-helis. Helisy H1 i
H2 s3 po jednej stronie uktadu B-harmonijek, podczas gdy helisy H3, H4 i H5 po
drugiej. Doktadnie rzecz biorac struktury B1-H1, B2-H2, petla miedzy B3-H3 i bogata
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w reszty glicyny petla miedzy B4-H4 kontaktuje si¢ z grupami fosforanowymi GTP.
Pe¢tla miedzy B4-HS5 znajduje si¢ blisko rybozy a aminokwasy: Asn-206 w helisie H6
oraz Tyr-224 i Asn-228 w helisie H7 oddziatujg z zasada guaninows.

Domena posrednia zlozona jest z reszt aminokwasowych od 206-381.
Rozpoczynajg ja helisy H6-H7, ktére nastepnie poprzez dtuga petle tacza si¢ z helisa
HS. Struktura B-harmonijki B7 oddzialuje ze strukturami B w domenie N-koncowe;.
Laczy sie z helisg H9 poprzez petle, ktora jest bardziej uporzagdkowana w a-tubulinie i
uczestniczy w silnych oddziatywaniach bocznych pomigdzy monomerami.

Domena C-koncowa z kolei utworzona jest z helis H11 i H12. Petla laczaca obie

helisy jest istotna dla odziatywania z kolejnym monomerem w protofilamencie.
2.2.3. Czynniki oddzialujace na polimeryzacje¢ tubuliny i ich domeny wigzace

Czynniki oddziatujgce z mikrotubulami (ang. microtubule interfering agents, MIA)
sa grupa zwiazkow (antymitotykow) o dziataniu antykancerogennym wplywajacych
bezposrednio na proces polimeryzacji tubuliny. Efektem ich dziatania jest zahamowanie
lub zwickszenie tego procesu, CO ostatecznie prowadzi do zahamowania cyklu
komorkowego
w fazie G2/M 1 dalszej apoptozy komodrek nowotworowych.

MIA wigza si¢ z tubuling w S$cisle okreslonych miejscach zwanych domenami.
W przypadku o, dimeréw tubuliny zostaly poznane i opisane trzy gtowne domeny
wigzace:

e domena kolchicynowa,

e domena taksolowa,

e domena dla alkaloidow Vinca.

Zwigzki, ktore wiaza si¢ z domeng kolchicynowa (kolchicyna, podofilotoksyna,
kombretastatyny) (Rysunek 8) lub miejscem wigzania alkaloidow Vinca (winkrytsyna)
hamuja polimeryzacj¢ tubuliny natomiast zwigzki oddzialujace z domena taksolowa
(paklitaksel, docetaksel) zwiekszaja polimeryzacje tubuliny poprzez stabilizacje jej
podjednostek.
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Rysunek 8. Struktury 2D ligandéw oddziatujacych z kolchicynowa domeng wiazaca: kolchicyny 1 i
podofilotoksyny 2

Ponizej przedstawiona zostanie jedynie kolchicynowa domena wigzaca z jej
najbardziej znanymi ligandami kolchicyna 1 podofilotoksyna z uwagi na jej znaczenie w

odziatywaniu z pochodnymi kombretatstatyny A-4.
2.2.3.1. Kolchicynowa domena wigzaca

Domena kolchicynowa, ktérej nazwa pochodzi od jej naturalnego liganda
kolchicyny — alkaloidu znajdujacego si¢ w nasionach zimowitu jesiennego (Colchicum
autumnale), zostata opisana i scharakteryzowana w roku 2004 przez Ravellego i wsp.
[35]. Mozliwe to byto dzigki rozwigzaniu struktury krystalograficznej tubuliny w
kompleksie z N-deacetylo-N-(2-merkaptoacetylo)kolchicyna (DAMA-kolchicyng) i
domeng statminowa biatka RB3 (PDB ID: 1SAO0) jak rowniez w kompleksie z
podofilotoksyng 2 (PDB ID: 1SA1). Dato to poczatek wzmozonych prac nad strukturg
kolchicynowego miejsca wigzacego.

Kolchicynowa kieszen wigzaca znajduje si¢ w glebokiej wnece znajdujacej si¢
miedzy dimerami af-tubuliny w poblizu a-helis H7 i H8 oraz -harmonijek B8 i B9. Z
uwagi na umiejscowienie domeny kolchicynowej zwigzany ligand wymusza nieco
zmian¢ konformacji aminokwaséw w receptorze. Wykorzystujac fingerpritny
oddziatywan ligand-receptor (SIFt) (rozdz. 2.1.3.2, str. 25) zidentyfikowano 3 strefy w
obrebie domeny kolchicynowej (Rysunek 9) [36]:

o strefe glowng oznaczong numerem 2, zlokalizowang w podjednostce -

tubuliny, ktéra zawiera aminokwasy uczestniczace w wigkszosci oddziatywan z
ligandami,

e strefy pomocnicze 1 i 3, zlokalizowane odpowiednio w podjednostce a-tubuliny.
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Rysunek 9. Analiza SIFt struktur krystalograficznych komplekséw ligandow z tubuling: z lewej strony

zaprezentowano oznaczenia z bazy PDB natomiast u gory poszczegolne aminokwasy uczestniczace w
wiazaniu [36]

Kolchicyna 1 wiaze si¢ do heterodimerow tubuliny w dwoch etapach. Poczatkowo
tworzy ona odwracalny kompleks z receptorem, co powoduje stopniowa zmiang
konformacyjng miejsca wigzagcego, aby ostatecznie utworzy¢ pseudo-nieodwracalny
kompleks [37]. Siedmiocztonowy pierscien C kolchicyny oddziatuje w strefie 1 poprzez
oddziatywania van der Waalsa z nast¢pujagcymi aminokwasami: Vala181, Sera178 oraz
ValB315, ponadto grupa karbonylowa uczestniczy w tworzeniu wigzania wodorowego z
resztg Valal81. PierScien 3.4,5-trimetoksyfenylowy A zlokalizowany jest w
hydrofobowej kieszeni (strefa 2), w ktorej znajduja sie: Lysp352, Asnf3350, Leup378,
Alap316, Leup255, Lysp254, Alap250 oraz Leuf242. Grupa metoksylowa w pozycji 3
tworzy wigzanie wodorowe z grupa tiolowa Cysp241 (Rysunek 10A).

Podofilotoksyna 2 jest inhibitorem kompetencyjnym polimeryzacji tubuliny i
wspotzawodniczy z kolchicyng o miejsce wigzania w domenie kolchicynowej. Jej
sposob wigzania charakteryzuje si¢ wigkszg szybko$cia i odwracalnos$ciag tego procesu
w porownaniu do kolchicyny [38]. Pomimo, Zze podofilotoksyna wigze si¢ w domenie
kolchicynowej to przyjmuje nieco inng orientacj¢ (Rysunek 10B): PierScien 3,4,5-
trimetoksyfenylowy E podobnie jak pierscien A kolchicyny zlokalizowany jest w
hydrofobowej kieszeni i wykazuje oddzialtywania van der Waalsa z resztami
aminokwasow: LysB352, Asnf3350, ValB318, Alap317, Alap316, LeuP255, Lysp254,
Alap250 i LeuB242. Grupa metoksylowa w pozycji 3 pierScienia E tworzy wigzanie
wodorowe z grupa tiolowa CysPB241. Pierscienie A i B zlokalizowane sg w rejonie

hydrofobowym strefy 1 utworzonym przez reszty Valp315 and Met3259.
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Rysunek 10. Struktura 3D kompleksow ligandow z domeng kolchicynowa: A — PDB ID: 1SA0z 1, B —
PDB ID: 1SA1 z 2. Szkielet kolchicyny oznaczono kolorem fioletowym a szkielet podofilotoksyny
kolorem niebieskim. Aminokwasy uczestniczace w odzialywaniach zaznaczona na czarno. Na rysunku B
dodatkowo pokazano natozone czasteczki ligandéw: podofilotksyny i kolchicyny. Z6ltg linig przerywana

zaznaczono oddziatywania wodorowe

2.3.  Naturalne pochodne stilbenu - struktury wiodace w

projektowaniu lekow przeciwnowotworowych

2.3.1. Charakterystyka ogolna

Identyfikacja struktury wiodacej jest kluczowym etapem w procesie projektowania
nowych lekéw w tym lekow przeciwnowotworowych. Jednym z ich gtéwnych Zrodet
jest srodowisko naturalne gdzie bardzo liczng grupa zwiazkéw sg stilbeny bedace pod
wzgledem chemicznym pochodnymi 1,2-difenyloetenu. Uktad ten, z uwagi na obecnos¢
grupy etylenowej (winylowej) moze wystepowaé w postaci dwoch izomerow
geometrycznych: (E)-1,2-difenyloetenu ((E)-stilbenu )oraz (Z)-1,2-difenyloetenu ((Z2)-
stilbenu) (Rysunek 11).

Rysunek 11. Struktury 1,2-difenyloetenu (stilbenu) (2D i 3D): izomer (E) 3, izomer (Z) 4
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Pochodne stilbenowe podstawione w pierScieniach fenylowych grupami
hydroksylowymi sg szeroko rozpowszechnione w $wiecie roslinnym. Zaliczane sa do
frakcji polifenoli obok takich zwigzkow jak flawonoidy czy antocyjany. Speiniaja one
role fitoaleksyn, czyli substancji syntetyzowanych przez komorki roslinne w
odpowiedzi na atak czynnikow patogennych (zar6wno biopatogendéw: grzyboéw i
bakterii, jak 1 czynnikdw fizycznych — promieniowania UV, wolnych rodnikow
tlenowych) [39]. W przyrodzie wystepuja oba izomery geometryczne stilbenu, przy
czym zdecydowang przewage ilo§ciowa posiadajg izomery (E).

Istnieje wiele publikacji prezentujacych informacje na temat struktury przestrzennej
obu izomerow wykorzystujacych zarowno dane eksperymentalne, jak i1 pozyskane w
oparciu o0 metody obliczeniowe [40, 41, 42, 43, 44].

Zgodnie z nimi (E)-stilboen 3 ma praktycznie ptaskg strukture, w ktorej dwa
pierscienie fenylowe sg odchylone od ptaszczyzny wigzania podwdjnego o okoto 6°
natomiast w przypadku (Z)-stilbenu 4 pierScienie fenylowe z uwagi oddzialywania
steryczne sa znacznie bardziej skrgcone o kat okoto 43°. Struktury przestrzenne obu
izomeré6w determinujg zaréwno ich wiasciwosci fizykochemiczne, jak i funkcje
biologiczne.

Temperatura topnienia tych dwoch form izomerycznych wynosi odpowiednio
125°C dla (E)-stilbenu oraz 6°C dla formy (Z). Stilben jest wzglednie niereaktywnym,
bezbarwnym zwigzkiem, praktycznie nierozpuszczalnym w wodzie. Stilbeny a
zwlaszcza izomery (Z) sa zwigzkami niestabilnymi ulegajacymi w roztworze
fotochemicznym przemianom (Rysunek 12) a mianowicie: odwracalnej izomeryzacji
(Z/E), cyklizacji (Z)-stilbenu 4 do dihydrofenantrenu 5 i jego nastepczej oksydacji do
fenantrenu 6 oraz dimeryzacji (E)-stilbenu 3 do dwoch diastereoizomerow
tetrafenylocyklobutanu 7 i 8 [45].

Sposrod calej grupy stilbenoidow pochodzenia naturalnego dwa monostilbeny
skupiaja od wielu lat szczeg6lng uwage naukowcéw z catego §wiata a mianowicie
resweratrol bedacy przedstawicielem pochodnych (E)-stilbenu oraz kombretastatyna
A-4 jako pochodna (Z)-stilbenu. Stanowi¢ one bedg struktury wiodace, bedace

podstawg do syntezy ich siarkowych analogéw w niniejszej rozprawie doktorskiej.
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Rysunek 12. Fotochemiczne przemiany stilbenow wg [45]
2.3.2. Resweratrol (RSV)

Resweratrol nalezy do grupy zwiazkéw naturalnych i jest szeroko
rozpowszechniony w $wiecie roslinnym. Jego nazwa chemiczna to 1-(4-
hydroksyfenylo)-2-(3,5-dihydroksyfenylo)eten (3,4’,5-trinydroksystilben) a
zwyczajowa (E)-3,4’,5-trinydroksystilben. Zostal on po raz pierwszy wyizolowany z
ktacza ciemiezycy wielokwiatowej (Veratrum grandiflorum) w roku 1940 przez
Takaoke [46]. Resweratrol wystepuje w obu formach izomerycznych (Rysunek 13),
cho¢ izomer (E) zdecydowanie przewaza zaréwno ilosciowo, jak i funkcjonalnie nad
formg (Z). Dlatego tez, czgsto pomija si¢ w nazwie rodzaj izomeru majac na mysli
izomer (E) i oznacza skrotem RSV. Pierscienie fenylowe obu izomerow oznaczono w
celach porownawczych odpowiednio literg A pierscien podstawiony dwiema grupami —

OH w pozycjach 3 i 5 a literg B pier$cien monopodstawiony.
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Rysunek 13. Struktury chemiczne (2D i 3D) (E)- 9 i Z-resweratrolu 10

RSV 9 jest biata, krystaliczng substancjg 0 temperaturze topnienia 253-255°C
bardzo stabo rozpuszczalng w wodzie ( rozpuszczalno$¢ w temp. 25°C wynosi 0,000387
9/100 g H,0), natomiast bardzo dobrze rozpuszczalng w etanolu (rozpuszczalno$¢ w
temp. 25°C wynosi 85,118 ¢/100 g etanolu), DMSO oraz DMF. Wspotczynnik log P
wynosi 3,1394+0,343. State dysocjacji RSV odpowiadajace deprotonacji poszczegdlnych
protonéw z grup hydroksylowych w postaci warto$ci pK, otrzymane dla monoanionu,
dianionu oraz trianionu wynosza odpowiednio 9,3, 10,0 oraz 10,6 [47]. Maksimum
absorpcji UV w etanolu dla izomeru (E) 9 obserwuje si¢ przy dtugosci fali 308nm, a dla
izomeru (Z) 10 288nm.
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Rysunek 14. Widma UV izomerow (E)- 9 i (Z)-resweratrolu 10 wg [48]
Zgodnie z widmem 'H NMR [Blad! Nie zdefiniowano zakladki.47] wida¢
wyrazne roéznice w przesuni¢ciach poszczegdlnych sygnatow jakkolwiek podstawowa
informacja méwiaca o geometrii obu stereoizomerow jest stala sprz¢zenia protonow

winylowych wynoszaca odpowiednio dla izomeru (Z) 10 J=12,4 Hz oraz dla izomeru
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(E) 9 J=16,6 Hz. Struktury przestrzenne obu izomeréw (Rysunek 13) uzyskane w
oparciu od dane eksperymentalne (rentgenografia strukturalna) oraz obliczeniowe [49,
50] wskazuja, ze w przypadku izomeru (E) 9 pierscienie fenylowe A i B sg odchylone w
stosunku do plaszczyzny grupy etylenowej o kat réowny, odpowiednio 3° (kat
dwuscienny Cvin’-Cvin-C1-C2) i 8° (kat dwuscienny C6’-C1’-Cvin’-Cvin) natomiast w
przypadku izomeru (Z) 10 39° (kat dwuscienny Cvin’-Cvin-C1-C2) i 27° (kat
dwuscienny C6’-C1°-Cvin’-Cvin).
RSV jest spotykany w wielu roslinach, jakkolwiek najbogatszymi jego zrodtami sa:
e liscie i skorka owocow winorosli wiasciwej (Vitis Vinifera), zwtaszcza, gdy
ros§lina porazona byla szarg ple$nig (Botrytis cinerea) lub poddana silnemu
dziataniu promieni UV [51],

e wino czerwone i w mniejszym stopniu biate [51],

e korzenie rdestu ostrokonczastego (Polygonum cuspidatum), znane w medycynie
chinskiej jako proszek Ko-jo-kon [52],

e liscie, owoce, korzenie orzecha ziemnego (Arachis hypogea) [53].

Znajduje si¢ rowniez w wielu warzywach, jak np. czerwonej kapiscie, brokutach,
burakach, cebuli.

Najbardziej znanym zrédtem resweratrolu jest niewatpliwie czerwone wino gdzie
wystepuje on w stezeniach rzgdu 0,09-58,7 uM [51]. Dla poréwnania jego zawartos¢
w orzeszkach ziemnych wynosi 0,09-7,84 nmol/g.

Resweratrol wystepuje oprocz formy wolnej rowniez w postaci glikozydowane;.

Koronnym przyktadem jest tutaj piceid 11 czyli 3-O-B-glukopiranozyd resweratrolu.

HO 0 OH
HO o HO
OH
OH O 0\2”’\0]_]
O HO 0 N 0/ e liOH
O = OH HO O OH
0
HO
11

12

Rysunek 15. Pochodne glikozydowe RSV: piceid 11, mulberrozyd E 12

Inng pochodng glikozydowa jest mulberrozyd E 12 (3,4’-O-B-diglukopiranozyd
(E)-resweratrolu) wystepujacy w morwie biatej (Morbus alba) [54].
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2.3.3. Przyklady naturalnych pochodnych resweratrolu

Poza resweratrolem 9 w przyrodzie istnieje szereg jego analogow, glownie w
postaci eterow metylowych. Do najwazniejszych a zarazem najczesciej cytowanych w
literaturze mozemy zaliczy¢, m.in. pterostilben 13  ((E)-3,5-dimetoksy-4’-
hydroksystilben) wyizolowany z indyjskiego drzewa sandalinu (Pterocarpus

marsupium) [55], pinostilben 14.
OCH,
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Rysunek 16. Etery metylowe RSV: pterostilben 13, pinostilben 14, rapontygenina 15,
deoksyraponytgenina 16

((E)-3,4’-dihydroksy-5-metoksystilben), pochodzacy z drewna sosny zwyczajnej
(Pinus silvestris) bedacy pochodng pinosylwinu ((E)-3,5-dihydroksystilben). Innymi
metylopochodnymi sg rapontygenina 15 ((E)-3,3°,5-trihydroksy-4’-metoksystilben) oraz
deoksyrapontygenina 16 ((E)-3,5-dihydroksy-4’-metoksystilben) bedace analogami
piceatannolu ((E)-3,3,4’,5-tetrahydroksystilben), jednego z metabolitoéw resweratrolu, a

wystepujace w klgczach rabarbaru (Rheum rhaponticum) [56].
2.3.4. Kombretastatyna A-4 (CA-4) i analogi

Kombretastatyna A-4 (CA-4) jest poza resweratrolem jedna z najlepiej poznanych
naturalnych pochodnych stilbenu. Nalezy ona do licznej grupy zwigzkow
(kombretastatyn) wystepujacych w roslinach z rodzaju Combretum z rodziny
Combretaceae. Wstepne badania nad zwigzkami naturalnymi ro$lin z tej rodziny
wyizolowanych z kory afrykanskiego drzewa Combretum caffrum Kuntze doprowadzity
do odkrycia dwudziestu zwigzkéw bedacych inhibitorami wzrostu komorek

nowotworowych posiadajacych w swojej strukturze m.in. szkielet stilbenowy,
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bibenzylowy, dihydrofenantrenowy lub fenantrenowy [57]. Pierwszym wyizolowanym
zwigzkiem z grupy kombretastatyn w roku 1982 przez George R. Pettit i wsp. byta (-)-
kombretastatyna 17 [58]. Kilka lat p6zniej ta sama grupa naukowcow wyizolowata i
okreslita struktur¢ 1 konfiguracje kombretatstatyny A-4 18 jako zwigzku
cytotoksycznego o wysokiej aktywnos$ci antymitotycznej i antyangiogennej, ktorej
mechanizm dziatania opiera si¢ o hamowanie polimeryzacji tubuliny [59, 60]. Pod
wzgledem chemicznym CA-4 18 nalezy do pochodnych (Z)-stilbenu a jej nazwa
chemiczna to  (Z)-1-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)eten
(CA-4) a zwyczajowa to (Z)-3’-hydroksy-3.,4,4’,5-tetrametoksystilben (Rysunek 17).
H;CO ~

) vin

T

:// g

Rysunek 17. Struktura chemiczna (2D i 3D) kombretastatyny A-4 (CA-4) 18

CA-4 jest krystalicznym bezbarwny ciatem statym o temperaturze topnienia 116°C
[61] praktycznie nierozpuszczalnym w wodzie (2,83 pg/ml). Maksima absorpcji widma
UV etanolowego roztworu CA-4 wynosza 207 i 296 nm [62]. Zgodnie z danymi
krystalograficznymi w czasteczce CA-4 pierscien fenylowy A jest odchylony od
plaszczyzny grupy winylowej o kat okoto 19° (kat dwuscienny C2-C1-Cvin-Cvin’)
podczas gdy pierscien fenylowy B o kat okoto 40° (kat dwuscienny C2’-C1’-Cvin’-
Cvin) [63]. Widmo protonowe magnetycznego rezonansu jadrowego ‘H NMR, ktore
postuzyto w gtéwnej mierze do okreslenia struktury czasteczki CA-4 zaprezentowano w
tabeli 3 zgodnie z [64].
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Tabela 3. Widmo *H NMR czasteczki CA-4 18 w CDCls (czgstos¢ robocza 400 MHz) na podstawie [64].

Przesunigcia chemiczne & zaprezentowano w ppm wobec wzorca terametylosilanu (TMS)

H & (multiplet, J [Hz])
H-2 6,527 (s)

H-6 6,527 (s)

H-vin 6,471 (s, 12,16)
H-vin’ 6,412 (s, 12,16)

H-2° 6,925 (d, 2,04)

H-5° 6,734 (d, 8,4)

H-6 6,799 (dd, 8,42, 2,04)
3°-OH 5,509 (s)

3-OCH3 3,700 (s)

4-OCHjy 3,869 (s)

5-OCHj3 3,700 (s)

4’-OCHj, 3,844 (s)

Poza CA-4 wyizolowano rowniez inne kombretastatyny bedace strukturalnymi
analogami (Z)-stilbenu 19-21 i diarylowych pochodnych etanu 22-23 [65, 66] (Rysunek
18) jako inhibitory polimeryzacji tubuliny z kombretastatyng A-1 (CA-1) 19

posiadajaca rownie wysoka jak CA-4 aktywno$cig przeciwnowotworowa.

OH

H,CO

OCH,4 O
OH

OCH;
CB-122 CB-223

Rysunek 18. Przyktadowe struktury chemiczne naturalnych kombretastatyn: (-)-kombretastatyna 17,
kombretastatyna A-1 (CA-1) 19, kombretastatyna A-2 (CA-2) 20, kombretastatyna A-3 (CA-3) 21,
kombretastatyna B-1 (CB-1) 22, kombretatstyna B-2 (CB-2) 23
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7 uwagi na niewielkg rozpuszczalnos¢ w wodzie zaréwno CA-4 18 jak i CA-1 19,
co przektada si¢ na ich niska biodostepno$é, opracowano formy prolekow obu
zwiazkow w postaci odpowiednich fosforanow disodowych, a mianowicie fosforan
disodowy CA-4 (CA-4P, 24 nazwa handlowa Zybrestat™) oraz difosforan disodowy
CA-1 (CA-1P, 25, Oxi4503). Sg one obecnie w zaawansowanych badaniach klinicznych
odpowiednio 111 fazy dla CA-4P w leczeniu anaplastycznego raka tarczycy — odmiany
bardzo agresywnej i opornej na leczenie oraz | i 1l fazy dla CA-1P w leczeniu réznych
typdw nowotworow. Ponadto druga generacja proleku CA-4 a wlasciwie pochodnej
CA-4 w ktérej grupa OH zostala zastgpiona bioizosteryczng grupa NH; znajdujaca si¢
na etapie badan klinicznych III fazy w leczeniu migsaka tkanek migkkich jest
serynamidowa pochodna (Z)-1-(3-amino-4-metoksyfenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-
etenu (Ombrabulin, AVE8062, 26).
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Rysunek 19. Struktury chemiczne prolekow CA-4 i CA-1 bgdace w fazie badan klinicznych
2.3.5. Aktywnos$¢ farmakologiczna pochodnych stilbenu

Pochodne stilbenowe od wielu lat znajduja si¢ w centrum zainteresowania wielu
grup badawczych. Ich wielokierunkowe dziatanie, a co za tym idzie szereg pozadanych
efektow terapeutycznych stanowig podstawe do ciaglego poszerzania informacji na ich
temat. Pomysle¢, ze wszystko zaczelo sie od odkrycia bardzo ciekawego zjawiska
wsrod ludnosci poludniowej Francji w latach siedemdziesigtych XX wieku. Wtedy to
zaobserwowano, ze pomimo wysokiego spozycia produktéw zawierajacych duze ilosci
nasyconych kwaséw tluszczowych, zdecydowanie rzadziej niz pozostale populacje
europejskie (az o 40%) zapada ona na chorobe wiencowg serca oraz nowotwory.
Zjawisko to nazwane pdzniej ,,francuskim paradoksem”, ttumaczono wysoki spozyciem
czerwonego wina w tym regionie. Chociaz poczatkowo zastugi te przypisywano
alkoholowi etylowemu to odkrycie resweratrolu w czerwonym winie sklonito
naukowcow do glebszego przyjrzenia si¢ jego unikalnym wiasciwosciom, jak i innych

pochodnych stilbenowych.
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2.3.5.1. Resweratrol i jego pochodne

Istnieje szereg udowodnionych efektow farmakologicznych wywotywanych przez
RSV i jego pochodne. Do najwazniejszych z nich naleza:

e dzialanie przeciwutleniajgce i przeciwolnorodnikowe [67],

e hamowanie aktywnosci enzymow cytochromowych [18, 68, 69],

e dzialanie przeciwzapalne (wptywa na kaskadg¢ kwasu arachidonowego) [70],

e dzialanie estrogenowe [71],

e dzialanie przeciwnowotworowe [72, 73, 74, 75, 76].
Dzialanie antyoksydacyjne i przeciwwolnorodnikowe

Wolne rodniki (reaktywne formy tlenu, RFT) stanowig szczegdlnie niebezpieczne
zrédlo bedace przyczyna uszkodzen struktury m.in. lipidow btonowych, lipoprotein,
kwasow nukleinowych, jak rowniez biatek i weglowodandw. Dziatanie to jest jedng z
przyczyn inicjacji procesu nowotworowego. RSV, a jak udowodniono zwtlaszcza
pochodne stilbenu zawierajace wigksza liczbg grup hydroksylowych wykazuja dziatanie
antyoksydacyjne i unieszkodliwiaja reaktywne formy tlenu [67]. Same ulegaja wowczas
dimeryzacji lub dysproporcjonowaniu (Schemat 1). Dzieki temu stanowia one
dodatkowg ochron¢ komorki (podobnie jak wiele innych polifenoli), wspomagajac jej
naturalne mechanizmy antyoksydacyjne (katalazy, dysmutazy, peroksydazy).

Ponadto RSV okazal si¢ rowniez zwigzkiem chelatujacym jony miedzi Cu?,
zmniejszajagc w ten sposob ich wplywa na metalozalezng peroksydacje lipidow

btonowych i lipoprotein [77].

n

Schemat 1. Mechanizm dziatania przeciwolnorodnikowego pochodnych stilbenu wg [67]
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Dzialanie na cytochormy P450 z rodziny 1 (CYP1)

Superrodzina cytochromow P450 (CYP) stanowi grupe enzymow mikrosomalnych
i mitochondrialnych odpowiedzialnych za metabolizm wigkszo$ci substancji
w organizmie, zarowno endogennych, jak i egzogennych (ksenobiotykow) [78].
Zlokalizowane sg one gtownie w tkankach aktywnych metabolicznie: watrobie, jelitach,
nerkach, ptucach, sercu. CYP wystepuje w postaci kilku izoenzymdéw odznaczajacych
si¢ szeroka 1 naktadajacg si¢ na siebie specyfikg substratowg. Niektore z izoenzymow
rodziny 1 CYP (CYP1AIl, CYP1A2 i CYPIB1) stanowig potencjalng drog¢ inicjacji
kancerogenezy wskutek biotransformacji prokancerogenéw m.in. wielopierscieniowych
weglowodoréw  aromatycznych 1 heterocyklicznych amin do kancerogennych
mediatorow. Ponadto CYPIB1 uczestniczy w metabolizmie 17p-etsradiolu do 4-
hydroksyetstradiolu, ktoéry ulega nastgpnie utlenieniu przy udziale peroksydaz do
estradiolo-3,4-chinonu, ktéry tworzy addukty z DNA przez co odpowiada za
estrogenozalezng kancerogeneze [79]. Ludzki CYP1B1 ulega nadekspresji w
komoérkach nowotworowych co moze by¢ przyczyng dalszej progresji procesu
nowotworowego. Dlatego tez sugeruje si¢, iz inhibitory ekspresji oraz aktywnos$ci
katalitycznej cytochromow z rodziny 1 mogg mie¢ istotne znaczenie W chemoprewencji
nowotworow zwlaszcza w poczatkowym stadium procesu nowotworowego. RSV
charakteryzuje si¢ umiarkowang aktywno$cig w odniesieniu do izoform CYP1Al i
CYPIBI i raczej stabg w stosunku do CYP1A2 [80]. Naturalne metoksypochodne RSV
z kolei sa bardziej specyficznymi i silniejszymi inhibitorami izoform z tej rodziny [68,
81, 82]. Roéwniez silnymi i specyficznymi inhibitorami s3 w tym aspekcie
metylotiopochodne RSV, ktére przewyzszaly nawet aktywnoscig ich odpowiedniki

metoksylowe [69].
Dzialanie estrogenne

RSV oraz inne hydroksypochodne (E)-stilbenu wykazuja strukturalne
podobienstwo z dietylostilbestrolem (DES), syntetycznym odpowiednikiem zenskiego

hormonu ptciowego — estradiolu. Podobienstwo to warunkuje estrogenie dziatanie RSV.

Rysunek 20. Podobienstwo strukturalne RSV 9 do estradiolu 27 i DES 28
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Poniewaz DES jest z powodzeniem stosowany w leczeniu raka piersi u kobiet po
menopauzie oraz w paliatywnej terapii raka prostaty, pochodne (E)-stilbenu maja

réwniez w tym aspekcie potencjalne mozliwosci zastosowania [71].
Dzialanie przeciwnowotworowe

Aktywnos$¢ przeciwnowotworowa RSV 1 innych pochodnych stilbenu dotyczy
zarbwno dzialania chemoprewencyjnego zwigzanego =z ograniczeniem ryzyka
powstawania zmian nowotworowych, jak i bezposredniego dziatania na komorki juz

objete takimi zmianami (chemioterapia).
Chemoprewencja.

Chemoprewencyjne  wlasciwosci RSV zwigzane s3 z  aktywnoScig
przeciwnowotworowa obejmujacg trzy zasadnicze stadia kancerogenezy: inicjacje,
promocje i progresje [83, 84, 85].

Wiasciwosci te wynikajg z opisanych juz przeze mnie efektow farmakologicznych
wywotywanych przez RSV takich jak:

e dzialanie antyoksydacyjne, antymutagenne, hamowanie izoenzyméw CYP

odpowiada za aktywnos¢ antyinicjacyjna,

e dzialanie przeciwzapalne — hamowanie cyklooksygenazy i hydroperoksydazy

odpowiada za aktywno$¢ antypromocyjna,

e dzialanie antyproliferacyjne poprzez indukcj¢ apoptozy odpowiada za

aktywno$¢ antyprogresyjna.
Chemioterapia.

Wielokierunkowe badania nad resweratrolem dowiodly, ze ma on wlasciwosci
hamowania cyklu komorkowego i indukcji apoptozy [86]. Prowadzi to do zahamowania
cyklu komorkowego w fazie S 1 Gy, a w konsekwencji do $mierci zmutowanych
komorek [87]. Ciekawym zjawiskiem jest to, ze dzialanie proapoptotyczne resweratrolu
dotyczy tylko komoérek nowotworowych 1 nie ma wplywu na cykl komorek
normalnych. W zdrowych komorkach w odpowiedzi na atak onkogenow aktywowane
jest bowiem biatko p53, ktére powoduje wyhamowanie cyklu komoérkowego 1 indukcje
apoptozy, zapobiegajac tym samym inicjacji procesu nowotworowego. W obrebie

istniejgcego juz guza dzialanie tego onkosupresora zostaje zahamowane. RSV silnie
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aktywuje dziatanie p53 zwigkszajac jego stezenie w komodrkach wielu rodzajow
nowotworow, dzigki czemu ulegaja one apoptozie tak jak komorki zdrowe.

Wysokie tempo podziatbw mitotycznych charakterystyczne dla komorek
nowotworowych powoduje rowniez szybka synteze¢ DNA. RSV okazat si¢ inhibitorem
reduktazy  rybonukleotydowej, enzymu zapewniajacego odpowiednig  ilos¢
deoksyrybonukleotydow w komorce w fazie S [88].

Chociaz mechanizm dziatania przeciwnowotworowego RSV nie jest powigzany z
wpltywem na proces polimeryzacji tubuliny to w wielu badanych podkresla si¢ iz
pochodne (E)-stilbenu oddziatujg na polimeryzacje tubuliny stymulujac ten proces.
Jednym z takich zwigzkow jest (E)-3,4,4°,5-tetrametoksystilben 29 (MR-4, DMU-212,
Rysunek 21), ktory jest obecnie jednym z najbardziej aktywnych przeciwnowotworowo
pochodnych RSV. Wykazuje 4-krotnie wigksza aktywno$¢ hamowania wzrostu
komorek raka jelita grubego HCA-7 w stosunku do RSV [72].

OCH,
H,CO § O H,CO
H,CO [ H,CO

OCH; OCH,

DMU-212 29 30

Rysunek 21. Struktury chemiczne pochodnych RSV jako zwigzkéow oddziatujacych z tubuling: DMU-
212 29, PMS 30

Ponadto jest silnym inhibitorem gruczolaka w mysim modelu kancerogenezy
Apc™i™ [73]. Wykazuje rowniez wyzsza cytotoksyczno$¢ w komorkach raka piersi linii
estrogenozaleznej MCF-7 oraz estrogenoniezaleznej MDA-MB-435 niz RSV.
Udowodniono, i1z wykazuje efekt stabilizujacy mikrotubule na poziomie ICsg
wynoszacym 2,5 uM poréwnywalnym z efektem paklitakselu przy stezeniu 10 uM [74].
Inng metoksypochodng RSV o udowodnionym dziataniu proapoptotycznym opartym o
wplyw na polimeryzacj¢ tubuliny w komorkach raka jelita grubego jest (E)-2,3,4,4°,5-
pentametoksystilben (30) (PMS, rysunek 21) [89]. Hamuje on cykl komorkowy w fazie
G2/M podobnie jak CA-4.

2.3.5.2. Kombretastatyna A-4 (CA-4)

CA-4 18 nalezy, oprocz przedstawionych wcze$niej kolchicyny 1 i podofilotoksyny
2 do grupy naturalnych czynnikéw antymitotycznych i antyangiogennych, ktorej

cytotoksyczno$¢ jest m.in. wynikiem oddziatywania z tubuling wchodzaca w sktad
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mikrotubul. CA-4 hamuje polimeryzacje tubuliny przez co zaburza dynamike
powstawania mikrotubul, prowadzac do zahamowania cyklu komoérkowego w fazie
G2/M (Rysunek 22) i dalszej apoptozy. Jej wysoka aktywno$¢ antymitotyczng i
cytotoksyczng potwierdzity liczne badania naukowe [57, 90, 91].

Wzrost i Wazrost i
=
é przygotowanic normalny cykl
% do mitozy metaboliczny

2

Rysunek 22. Cykl komérkowy

CA-4 jest jednym najlepiej poznanych inhibitoréw polimeryzacji tubuliny in vitro.
Wiaze si¢ ona do domeny kolchicynowej (rozdz. 2.2.3.1, str. 34) w miejscu wigzania
kolchicyny wspotzawodniczgc o miejsce wigzania w receptorze. Wartos¢ 1Csg CA-4 w
odniesieniu do hamowania polimeryzacji tubuliny zostala oznaczona w wielu
laboratoriach naukowych i waha si¢ w granicach 0,53 do 2,4 uM [57, 92, 93, 94].

CA-4 charakteryzuje sie wysoka aktywnoscia cytotoksyczng w stosunku do wielu
linii komoérek nowotworowych, wiaczajac w to komodrki wykazujace opronosé
wielolekowg (ang. multi-drug resistance, MDR) [95, 96, 97].

CA-4 poza hamowaniem polimeryzacji tubuliny posiada jeszcze jedng istotng
wilasciwos¢. Nalezy ona do klasy zwigzkow okreslanych jako (ang. vascular targeting
agents, VDA). Charakterystyczna cechg tych zwigzkow jest hamowanie wzrost tkanki
nowotworowej poprzez specyficzne niszczenie naczyn krwiono$nych niezbednych
szczegOlnie szybko dzielacym si¢ komorkom. Udowodniono, ze jest to jedna z
niezwykle skutecznych metod walki z nowotworami [98]. Ponadto zwigzki te
,»10zpoznaja” roznice patofizjologiczne mi¢dzy zdrowa a chora tkanka ograniczajac w
ten sposob efekty toksyczne.
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2.3.6. Zalezno$¢ miedzy budowa a dzialaniem (badania SAR) pochodnych RSV

Juz w 1868 roku Crum-Brown i Fraser badajac wplyw czwartorzgdowych
pochodnych amoniowych oraz alkaloidéw z czwartorzegdowymi grupami amoniowymi
na przewodnictwo nerwowo migsniowe doszli do wniosku, ze dziatanie biologiczne
czasteczki jest funkcja jej budowy chemicznej [99]. Zarowno ich obserwacje, jak i
nastepnych naukowcéw staty si¢ podstawa pdzniejszych badan zalezno$ci miedzy
budowg a dziataniem.

Badania SAR dla resweratrolu, tak jak zresztg dla wigkszosci zwigzkow
biologicznie czynnych (w tym roéwniez kombretastatyn), polegaty na syntetyzowaniu
mozliwie jak najwigkszej liczby analogow struktury wiodacej a nastepnie badania ich
wpltywu na aktywnos$¢ (lub site¢ dzialania) w celu poprawienia indeksu terapeutycznego.
Postugiwano si¢ m.in. warto$ciami EDsy oraz 1Cs, gdzie:

e EDsy — oznacza dawke skuteczng wywolujacga maksymalne dziatanie

terapeutyczne u 50% badanych osobnikdw,

e |C50 — oznacza stezenie dajace u 50% osobnikéw efekt hamowania enzymu czy

antagonizmu receptora.

Modyfikacje strukturalne (E)- 9 i (Z)-resweratrolu 10 polegaty na wprowadzaniu
bioizosterow do pierscieni fenylowych A i B oraz modyfikacji mostka etylenowego. Z
uwagi na wielokierunkowe dziatanie RSV przeprowadzono liczne badania SAR w
odniesieniu do efektu hamowania specyficznych izoenzyméw cytochromu P450 (m.in.
CYP1Al1l, CYP1B1, CYP1A2, CYP2El1l), COX-1 oraz COX-2, aktywnosci
cytotoksycznej w stosunku do linii komorkowych réznych nowotwordw oraz
aktywnosci przeciwwolnorodnikowej. W wyniku tych badan stwierdzono, iz:

e w odniesieniu do oddzialywania na rézne rodzaje izoenzymoéw cytochromu
P450 obserwuje si¢ wyrazne zwickszenie efektu ich hamowania oraz
selektywno$ci  poprzez  zastgpienie  grup  hydroksylowych  grupami
metoksylowymi i to niezaleznie od ilosci, jak i polozenia [68]. Poprawa
skuteczno$ci widoczna jest réwniez gdy zamiast grup hydroksylowych obecne
byty grupy metylotiolowe [18, 69]. Ponadto badania Yanga i wsp. [100]
wykazaty, ze modyfikacja czasteczki RSV, polegajaca na wymianie grupy
hydroksylowej w pozycji 4’ na podstawnik metylotiolowy prowadzi do
znaczacego obnizenia toksycznosci wobec komorek nerki ludzkiego embrionu

(HEK 293) oraz zwigksza zdolnos¢ do aktywacji ludzkiej Sirtuiny-1, biatka z
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rodziny deacetylaz i mono-rybozylotransferaz wplywajagcych na procesy
starzenia, transkrypcje¢ 1 apoptoze,

selektywno$§¢ 1 sita hamowania wobec COX-2 zwigksza si¢ wraz ze
zwigkszeniem ilo$ci grup hydroksylowych. Najsilniejszymi inhibitorami okazaty
si¢ 3,3°,4,4,5,5’-heksahydroksy-trans-stilben oraz 3,3’,4’,5-tetrahydroksy-
trans-stilben z selektywnoscia mierzong jako ICso(COX-1/COX-2) rownag
odpowiednio 719,23 i 417,08 [70]. Posiadaly one roéwniez znacznie wiekszg
aktywnos$¢ przeciwolnorodnikowa niz resweratrol [67]. Wprowadzenie grup
metoksylowych z kolei obniza aktywno$¢ wobec obu cyklooksygenaz [70],
aktywno$¢ cytotoksyczna zwigksza si¢ przy zastapieniu grup hydroksylowych
grupami metoksylowymi przy czym wysoka aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
posiadaja zwigzki posiadajace trzy grupy metoksylowe w pierScieniu A W
pozycjach 3,45 co wigze si¢ w glownej mierze z ich aktywnoscig
antymitotyczng poprzez oddziatywanie =z tubuling. Jedna z najlepiej
przebadanych pochodnych RSV w tej grupie jest DMU-212 29 [72, 73, 74],
aktywnos$¢ cytotoksyczna metylopochodnych cis-resweratrolu jest wigksza w
stosunku do ich trans-analogow co wiaze si¢ z ich wysoka aktywnoscig
antymitotyczng, ktorej mechanizm dziatania oparty jest na hamowaniu
polimeryzacji tubuliny [75, 76],

w odniesieniu do efektu hamowania receptora weglowodoréw aromatycznych
(AhR) stwierdzono, iz zastgpienie grup hydroksylowych  grupami
elektronobiorczymi (np. —ClI, Br, CF3) wyraznie zwigksza sile hamowania tego

receptora [101].

Biorgc pod uwage powyzsze informacje na temat badan SAR (E)- i (2)-

resweratrolu nalezy podkresli¢, ze jedna z podstawowych zalet wprowadzenia do

czasteczki grup metoksylowych jest poprawa biodostgpnosci tych zwigzkdéw poprzez

spowolnienie ich metabolizmu na skutek reakcji sprzegania wolnych grup fenolowych z

kwasem siarkowym lub/i glukuronowym

Zalezno$¢ miedzy budowg a dzialaniem (badania SAR) — aktywne analogi
CA-4iCA-1

Aktywnos¢ biologiczna CA-4 uzalezniona jest od konfiguracji geometrycznej tego

zwigzku. Izomer (Z) jest bardziej pozadany poniewaz wykazuje okoto 2000 razy
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silniejszg aktywnos$¢ od izomeru (E), a sktonno$¢ do przechodzenia jednej formy w
drugg sprawia liczne problemy w syntezie chemicznej [102].

Poszukiwane sa stale analogi CA-4 i zwiazki o strukturze cis-stilbenu, ktore
stanowig szkielet strukturalny, do syntezy pokrewnych zwigzkéw o lepszych
wilasciwo$ciach biologicznych, i1 farmakokinetycznych. Na podstawie licznych
modyfikacji strukturalnych czasteczki CA-4 wyodrebniono podstawniki oraz ich
polozenie niezbedne dla zachowania jej aktywno$ci biologicznej. Modyfikacje te
dotycza trzech podstawowych elementow struktury CA-4, tj. pierscieni aromatycznych
A 1 B oraz mostka winylowego. Nalezy przy tym podkresli¢, ze obecne w pierscieniu A
grupy metoksylowe w pozycji 3, 4 i 5, grupa metoksylowa w pozycji 4 w pierscieniu B,
oraz jak wspomniano wczesniej konfiguracja (Z) sa niezbgdne dla zachowania

zdolno$ci wigzania zwigzku do kolchicynowego miejsca wigzacego w tubulinie.
Modyfikacja pierscienia A

Obecnos$¢ ugrupowania trimetoksylowego w pierScieniu A ma zasadnicze
znaczenie dla uzyskania odpowiedniego dziatania cytotoksycznego. Odnotowano
znaczy spadek dziatania dla zwigzkéw, w ktérych usunigto grupy metoksylowe w
pozycji meta lub para. Podobne dzialanie zaobserwowano gdy grupy metoksylowe
zastgpiono grupg np. etoksylowa, ktéra moze odgrywac istotng zawade steryczna.
Modyfikacja ugrupowania trimetoksyfenylowego grupami o wigkszym charakterze
lipofilowym w celu wykorzystania oddziatywan hydrofobowych, ktore moga wystapic
W miejscu wigzania tubuliny (trimetylofenyl, naftalen), pozwolilo otrzymac¢ zwigzek 31
o zmniejszonej cytotoksycznosci podczas gdy zachowane zostaje selektywne
hamowanie tubuliny [103, 104].

Pettit 1 wspolpracownicy zsyntetyzowali szereg zwigzkow, ktorych grupa
metoksylowa w pozycji meta zostala zastgpiona atomem fluoru. W tym przypadku
zwigzek 32 wykazal aktywnos$¢ poréwnywalng do CA-4 i tylko niewiele mniejszg sile
dziatania [105]. Probowano rowniez zastgpi¢ atom fluoru atomem bromu lub chloru,
jednak w efekcie otrzymano zwiazki o ograniczonej cytotoksycznosci i aktywnosci
wzgledem tubuliny [106, 107]. W odniesieniu do pochodnych CA-4 w ktorych grupy
metoksylowe zastapiono atomami fluoru Hall i wsp. uzyskali zwigzek (Z)-3’-amino-4’-
metoksy-3,4,5-triflurostilben 33 bedacy silnym inhibitorem polimeryzacji tubuliny o
wartosci 1Csp na pozomie 2,9uM [108].

52



Czes$¢ literaturowa

F
O b
H,CO
OCHg
OH

OCH, OCH,4
31 3
H,CO
3 O D e |O = HyCO O X
HyCO O HyCO O H,CO O
OCH
3 - OCH, o OCHj
OCH, OCH,4 OCH,
34 35 36
H,CO
3 O \ Haco \
O NH
H,CO O HyCO O 2
OCH,
NH, OCH,
OCHj OCH,
37 38

Rysunek 23. Wybrane analogi CA-4 modyfikowane w pierscieniu A i B
Modyfikacja pierscienia B

Od poczatku wigkszg uwage zwracano na mozliwo$¢ modyfikacji pier§cienia B
czasteczki CA-4. Zmiany w jego obrebie dotycza: podstawienia pier§cienia fenylowego
I tworzenia pierscieni heterocyklicznych [109]. Duza uwage skupiono na modyfikacji
wokoét  grupy 3°-OH. Podjeto probg zastgpienia jej atomem fluoru, jednak
zaobserwowano znaczny wzrost cytotoksycznosci, co moze by¢ spowodowane
zwigkszeniem stabilnosci metabolicznej tak uzyskanej pochodnej 34 [110]. W
przypadku gdy wprowadzono w to miejsce atom bromu udato si¢ zachowa¢ aktywnos¢
antytubulinows, a jednoczes$nie 10-krotnemu obnizeniu ulegta aktywnos$¢ cytotoksyczna
zwigzku 35 [111]. Podje¢to takze proby podstawienia atomu wegla w pier§cieniu
aromatycznym atomem azotu, co znacznie zmienito wilasciwosci farmakologiczne
czasteczki, przy czym wykazano istotny wplyw pozycji w ktorej dokonano
podstawienia. W pozycji orto otrzymano zwigzki, w ktéorych obnizenie
cytotoksycznosci bylo wigksze niz aktywnos$ci antytubulinowej, natomiast w pozycji
meta otrzymano zwigzki o silnej cytotoksycznosci i aktywno$ci antytubulinowej
[102].Cushman i wsp. [112] otrzymali serie pochodnych (Z)-4’-metoksy-3,4,5-
trimetoksystilbenu, w ktérej w miejsce grupy metoksylowej w pozycji 4’ wprowadzali
rozne podstawniki jakkolwiek najbardziej aktywnym inhibiotrem polimeryzacji
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tubuliny okazal si¢ zwigzek wyjsciowy (Z)-4’-metoksy-3,4,5-trimetoksystilben 36 z
aktywnoscig porownywalna z CA-4 (ICsp wyniosto 2,0 uM). Wymiana bioizosteryczna
grupy OH na NH, lub podstawienie grupy aminowej w pozycji orto pozwolita na
otrzymanie bardzo silnych inhibitorow polimeryzacji tubuliny 1 wysoce
cytotoksycznych zwiazkow 37 1 38 przeciwko liniom komorek nowotworowych
drobnokomorkowego raka ptuc NCI-H460 oraz raka prostaty DU-145 [113, 114].

Modyfikacja mostka etenowego

Analizujgc czgsteczk¢ CA-4 pod katem mostka etenowego wazny jest fakt, iz
nasycenie lub wydluzenie i zwigkszenie nienasycenia prowadzi do utraty kazdego
opisanego rodzaju aktywno$ci. Wykazano, iz mostek ten wykazuje gltownie role
konstytutywng, a nie jest tylko elementem tgczacym, pozwalajac na usytuowanie
pierscienia benzenowego w odpowiedniej odlegtosci przy zachowaniu odpowiedniego
kata dwusciennego, tak aby zwigkszy¢ maksymalnie oddziatywanie czasteczki z
miejscem docelowym. Wigzanie podwojne o konfiguracji (Z) tatwo ulega izomeryzacji
pod wptywem temperatury, §wiatta oraz ro6znorodnych no$nikéw protondéw. W zwigzku
z tym nienasycony mostek poddawano modyfikacji, tak aby ustabilizowa¢ odpowiednig
konformacje i zwigkszy¢ efekt dziatania biologicznego [106, 115].

Podjeto takze liczne proby tworzenia pieciocztonowych pierscieni w oparciu o
strukturg nienasyconego linkera. Obserwujac zachowanie struktury CA-4 udowodniono
podatnos¢ podwdjnego wigzania na rozbudowe. Zalety takiego rozwigzania sg liczne,
przede wszystkim: zapobieganie izomeryzacji kombretastatyny (Z) do (E), zwigekszenie
specyficznosci, poniewaz izomery (E) moga by¢ rozpoznawane przez inne komorki
docelowe, co nie jest efektem pozadanym, a takze zwickszenie wykorzystania
potencjatu terapeutycznego lekow wykorzystujacych uklady heterocykliczne w
strukturze [106, 116].

Wigzanie podwojne o konfiguracji (Z) moze zostaC zastapione przez rozne
pigciocztonowe uktady heterocykliczne jak pirazol [95], imidazol [95, 96, 117], tiazol
[118, 119], furazan (1,2,5-oksadiazol) [120], furan [121, 122], tiofen [123, 124],
izoksazol [125, 126], oksazol [95, 127, 128, 1,2,3-tiadiazol [129], triazol [130, 131, 132,
133], 1,2,3,4-tetrazol [134] i dioksolan [135] z wytworzeniem konformacyjnie
sztywnego analogu wykazujacego skuteczne hamowanie polimeryzacji tubuliny i
wzrost komorek nowotworowych w réznych liniach komérkowych, réwniez w tych

wykazujacych oporno$¢ wielolekowa. W tabeli 4 przedstawiono struktury
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heterocyklicznych analogow CA-4 i CA-1 z najbardziej aktywnymi przyktadami jakie

zostaty otrzymane w ciagu ostatnich kilku lat.

Tabela 4. Hetreocykliczne analogi CA-4 i CA-1 z przyktadami najsilniejszych inhibitoréw polimeryzacji

tubuliny.
Przyklad
Ogolna Odnos$nik Aktywno$¢ biologiczna
. Nazwa og6lna . .
struktura chemiczna literaturowy (hamowanie
polimeryzacji tubuliny)
1Cso (M)
’/\‘/ R1:OCH3, RZZNHZY R3:
H4CO N/ *
OCH;,
H3CO 2,3-dipodstawiony pirazol [95]
RB
Ry nie zmierzono
Ry
\ R;=N(CHa)z, R=H Rs=
H3CO N_ 2
1,2-dipodstawiony OCH;,
H3CO o [95]
imidazol
Rs
Ry 35
Ry
= Ri= -N(CH3;)CHCH- Ry=
H3CO N_
1,5-dipodstawiony OCHs
H,CO L [95]
imidazol
Ry 1.8
Ry
R, CA-4(1.2)
N= R1:OCH3, R2:NH2Y R3:
H3CO A
O 4,5-dipodstawiony OCHs
HsCO L. [95]
Re ] imidazol 068
2
Ry CA-4(1.2)
R;=-N(CH3)CHCH- R3=
N=—
H,CO s N —CHy OCH;
O 4,5-dipodstawiony N-
H,CO L. [95]
i metyloimidazol
3 k& 2.0
Ry '
CA-4(1.2)
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Przyklad
Ogdlna ) Odnosnik Aktywnosé biologiczna
. Nazwa ogolna .
struktura chemiczna literaturowy (hamowanie
polimeryzacji tubuliny)
1Cs0 (WM)
NH,
Nﬁ< R1:OC2H5, RZ:H' R3:
H3CO S OCH
’ S 2-amino-4,5- :
) ) ) [119]
HsCO dipodstawiony tiazol
R 0.44
Ry
CA-4 (1.2)
Y R,=OCHs, R,=OH R;=
H3CO y/ *
O furazan [120] OCH,
H3CO f O (1,2,5-oksadiazol)
3 R, nie zmierzono
Rl
R1:OCH3, RZZNHZ, R3:
H,CO OCHj3"
HyCO 3,4-dipodstawiony furan [121]
nie zmierzono
R1:OCH3, RZZOH, Rg,:
H3CO .
OCH;,
HyCO 2,3-dipodstawiony furan [122]
nie zmierzono
R1=OCH3, R2=NH21 R3=
OCHg, X=H"
2,3-dipodstawiony tiofen [123, 124]
nie zmierzono
| R;L: OCH3, R2=HY R3=
H3CO NH,
O 5-amino-3,4-dipostawiony OCHs
HyCO ) [125]
izoksazol
Ry 1.8
Ry
CA-4 (1.2)
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Ogolna
) Nazwa ogoélna
struktura chemiczna

Przyklad

Odnos$nik Aktywnos$¢ biologiczna

literaturowy (hamowanie

polimeryzacji tubuliny)
1Cs0 (M)

4,5-dipodstawiony
izoksazol

4,5-dipostawiony oksazol

H,CO
4,5-dipodstawiony 1,2,3-
tiadiazol

1,5-dipodstawiony 1,2,4-

triazol

1,5-dipodstawiony 1,2,3-

triazol

1,5-dipodstawiony
1,2,3,4-tetrazol

R1:OCH3, R2:N sz R3:

(1261 OCH;

nie zmierzono

R1: SCHg, R2=H' R3=
OCH3’

[127, 128] R;= OCHa, Ry=F Ry= CI’

nie zmierzono

R1: OCH3, R2=OH' R3:

OCH;
[129]

0.7
CA-4 (0.81)

R]_: OC2H5, R2:HY R3:

OCH;
[130]

0.76
CA-4 (1.2)
Ry= OCHa, Rp,R;=NH,,
Ry= OCHj
(5.2)
Ry= OCH3, R=NH,Rs=
OCHs
(4.5)
CA-1 (3.5)

[130, 131, 132]

R1: OCzH5, R2:H, R3:

OCH;
[134]

1.1
CA-4 (1.3)
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Przyklad

Aktywnos$¢ biologiczna
Ogolna Odnos$nik
. Nazwa ogolna . (hamowanie
struktura chemiczna literaturowy
polimeryzacji tubuliny)

I1Csp (M)

N R,= OCHs, R,=OH Rs=

HaCO
O OCH,
H4CO S,S-dioksolan [135]

Rs O . 4-6

& CA-4 (3-4)

“najbardziej cytotoksyczny zwiazek w badanej grupie
2.4. Podstawowe kierunki syntezy pochodnych stilbenu

Intensywne badania nad wykorzystaniem pochodnych RSV i CA-4 jako nowych
skutecznych lekéw przeciwnowotworowych sprawity, ze znacznie wzrosto
zapotrzebowanie na wydajne metody ich syntezy. Jednym z glownych problemow
podczas otrzymywania pochodnych stilbenu jest podatno$¢ mostka winylowego
faczacego pierscienie fenylowe na rézne typy reakcji: utlenienia, substytucji
elektofilowej, izomeryzacji. Dlatego tez tworzy si¢ go mozliwie najpdzniej w toku
syntezy, po uprzednim skonstruowaniu odpowiednio podstawionych pochodnych
fenylowych. Ponadto jego obecno$¢ warunkuje mozliwos¢ wystgpienia odpowiedniej
konfiguracji (izomeria E/Z), co w praktyce zaweza wybor reakcji do mozliwie
najbardziej stereoselektywnych.

Istnieje wiele metod syntezy pochodnych stilbenu, lecz niewielka ich czes¢ jest
wykorzystywana w pelnej syntezie tych zwigzkoéw. Przede wszystkim naleza do nich:
synteza Perkina, reakcja Wittiga i Hornera-Woodswortha-Emmonsa, reakcja Hecka,

synteza McMurry’ego, reakcja Suzuki oraz krzyzowa metateza alkenow.
2.4.1. Synteza Perkina

Synteza Perkina nalezy do reakcji typu kondensacji aldolowej, w ktorej arylowy
aldehyd po utracie protonu przy weglu karbonylowym kondensuje z acetylem tworzac
pochodng a,-nienasyconego kwasu cynamonowego.

Jest to historycznie najstarsza metoda syntezy RSV opracowana przez Spétha i
Krompa w roku 1941. Do reakcji wuzyli oni s6l sodowg kwasu

4-metoksyfenylooctowego 39 i 3,5-dimetoksybenzaldehyd 40, a powstaty produkt — sol
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sodowg kwasu (E)-2-(4-metoksyfenylo)-3-(3,5-dimetoksyfenylo)prop-2-enowy (sél
kwasu stilbenokarboksylowego) 41 poddali nastgpnie dekarboksylacji otrzymujac
ostatecznie mieszaning trieteru metylowego (Z) 42 i (E)-resweratrolu 43 (Schemat 2)
[136]

CHO

(39 (40)

chinolina/Cu
215°C -CO,
= OCH,
0 0

H;CO OCH;

OCH,4
(42) (43)

Schemat 2. Synteza (Z)- i (E)-trimetoksyresweratrolu 42, 43 metoda Perkina wg Spéth’a

W  reakcji Perkina, z uwagi na struktur¢ przestrzenng kwasu
stilbenokarboksylowego, izomery (Z) powstaja w przewadze. Badania nad poprawa
stereospecyficznosci tej reakcji dowiodly, ze w obecnosci niewielkiej ilosci bezwodne;j
trietyloaminy powstaja praktycznie wytacznie izomery (Z) pochodnych stilbenu [137].

Metode te wykorzystuje si¢ bardzo czesto do otrzymywania CA-4 i jej pochodnych.
W reakcji syntezy CA-4 (Schemat 3) wykorzystuje si¢ tatwo dostepne odczynniki jak
kwas 3,4,5-trimetoksyfenylooctowy 44 oraz 3-hydroksy-4-metoksybenzaldehyd
(izowaniling) ald 2 ktoére w obecnosci trietyloaminy (EtzN) oraz bezwodnika kwasu
octowego (Ac,0) ulegaja kondensacji z wytworzeniem produktu posredniego — kwasu
(E)-3-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)prop-2-enowego
CA4COOH. Dekarboksylacja powstatego kwasu CA4COOH w $rodowisku chinoliny
z dodatkiem sproszkowanej miedzi pozwala otrzyma¢ CA-4 z wydajno$cig powyzej

60%. [138].
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COOH
CHO
NEL,
Ac,0
+ -
H,CO OCH, on 0°€
OCH; OCH; CA4COOH OCH,4
44 ald 2

chinolina/Cu

200 °C -0,

Schemat 3. Synteza CA-4 metodg Perkina wg [138]
2.4.2. Reakcja Wittiga i jej modyfikacje

Niewatpliwie najpowszechniej stosowang metodg syntezy pochodnych stilbenu jest
reakcja Wittiga. Swiadczyé moze o tym choéby ogromna liczba modyfikacji
wprowadzanych dla jej optymalizacji. Opracowana zostata w latach 50-tych XX wieku
przez Georga Wittiga, ktory w 1979 roku otrzymat za jej odkrycie nagrod¢ Nobla.

Reakcja ta pozwala otrzymywac¢ alkeny z aldehydéw (lub ketonow) i1 ylidow
fosforowych. Ylidy fosforowe (47) otrzymuje w dwoch etapach (Schemat 4):

e atak nukleofilowy trifenylofosfiny zgodnie z mechanizmem Sy2 na halogenek

alkilowy lub benzylowy (45) z utworzeniem soli fosfoniowej (46),

e oderwanie protonu w §rodowisku zasadowym.

Ph; Ph,

+ - — +
X Q PPh; P P
~ = zasada =
‘ + P@ — | X — = | - | ~
S AF A AP
R R R R
semiustabilizowany ustabilizowany

45 46 ylid 47

X=CLBr1

Schemat 4. Synteza ylidéw fosforowych: halogenek benzylowy 45, s6l fosfoniowa 46, ylid 47

Jako zasad uzywa si¢ zwigzkéw metaloorganicznych (butolitu, fenylolitu),

alkoholanéw, wodorku sodu.

60



Czes$¢ literaturowa

Czasteczka ylidu obdarzona jest w jednej ze swych struktur mezomerycznych
fadunkiem ujemnym przy atomie wegla (karboanion), dzigki czemu, w kluczowym
etapie reakcji Wittiga, mozliwy jest atak na ubogi w elektrony wegiel karbonylowy
aldehydu Stadium posrednie tych przemian stanowi betaina 48, ktora przeksztalca si¢
do oksafosfoetanu 49, aby po samorzutnej eliminacji utworzy¢ alken (stilben) i tlenek

trifenylofosfiny (Schemat 5).

CHO l+’P113 o
a7+ || h - =
A 4 \ /
R, = A"
L. R R] -
betaina 48
PhyP——0O
\/\Rl
2+ PhpP=0 «-— =
| SN 74 \ ]
L= S AN N\
R . R Ry |

oksafosofetan 49

Schemat 5.0trzymywanie stilbenéw za pomocg reakcji Wittiga

Zgodnie z ogdlng reaktywnoscia ylidow fosforowych zostaty one sklasyfikowane
jako semiustabilizowane oraz ustabilizowane [139].

Wzajemny stosunek ilosciowy powstajacych izomerow (E) i (Z) alkendéw jest
uzalezniony 0d uwarunkowanej energetycznie konformacji  przej$ciowego
oksafosfetanu 49. Jesli oksafosfetan powstaje z ylidu ustabilizowanego posiada
konformacje planarna, a produktem eliminacji tlenku trifenylofosfiny jest (E)-stilben. W
przypadku, gdy oksafosfetan przyjmuje konformacj¢ wygieta (pochodzi od ylidu
semiustabilizowanego), powstaje izomer (Z) (Rysunek 24) [140, 141].

Ar
0 H
Ph, /
- ———/P / N
| Ph :’h
Ph
A B

Rysunek 24. Struktura oksafosfetanu 49: planarna (A) i skrecona (B)
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Reakcja Wittiga wykorzystana zostata do syntezy RSV po raz pierwszy w 1985
roku przez Hiszpanow Moreno-Mafias’a i Pleixats’a. Do reakcji uzyli oni orcynolu (5-
metylo-1,3-benzenodiolu) 50, w ktorym grupy hydroksylowe zabezpieczone zostaty
poprzez acetylacje bezwodnikiem octowym. Diacetyloorcynol 51 poddali nastepnie
bromowaniu
N-bromosukcynimidem (NBS), otrzymujac bromek 52, ktory wilaczyli do reakcji z
trifenylofosfing. Nastepnie, stosujac metanol i kwas p-toluenosulfonowy (p-TsOH),
odblokowali grupy OH i poddali tak otrzymang so6l 53 reakcji Wittiga z 4-
(trimetylosiloksy)-benzaldehydem (jako =zasady wuzyli fenylolitu w trzykrotnym
molowym nadmiarze). Wynikiem reakcji byty izomery (E) 9 i (Z)-resweratrolu 10

uzyskane z wydajnoscia 10% (Schemat 6) [142].

Ph

Ph :
Br \E|’+ Br
CH,4 CH, Sph

Ac,0 NBS PPh,

B — —_— o
NaOH uv
HO OH AcO OAc AcO OAc AcO OAc
52 l

50 51
p-TsOH, MeOH

HO

SiMey

: El’h
o P]\|
P
/ “SPh
(8]
/ <:>
-

1. PhLi
2mo HO OH

53

10 9

Schemat 6. Metoda syntezy resweratrolu wg Moreno-Maiias’a i Pleixats’a [142]

Metod¢ Moreno-Manas’a 1 Pleixats’a zmodyfikowano, stosujac do reakcji
pochodne metoksylowe zarowno aldehydu, jak i soli fosfoniowej, a jako zasady uzyto
rownomolowej ilosci tert-butanolanu potasu w THF. Produktem byta mieszanina
izomerow (E)- i (Z2)-3,4°,5-trimetoksystilbenu w stosunku 48:52, a catkowita wydajno$¢
reakcji wynosita 99%. Mieszanina zostala poddana nastgpnie izomeryzacji
difenylosulfidem do czystego izomeru (E), aby odblokowujac ostatecznie grupy
metoksylowe tribromkiem boru otrzymac¢ RSV [143].

Mozliwos$¢ otrzymywania w reakcji Wittiga zarowno izomeréw (E), jak i (2)
stanowi negatywny aspekt tej metody, szczeg6lnie, jezeli wzig¢ pod uwage problemy z

ich dalszym rozdziatem. Poprzez liczne badania udowodniono, ze stereoselektywnos¢
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jest tutaj mocno uzalezniona od struktury wyjsciowego ylidu, jak 1 od warunkow
reakcji. Cho¢ klasyczne metody reakcji Wittiga prowadzone sa w warunkach
homogenicznych z wykorzystaniem organicznych rozpuszczalnikow (DMF, THF, CCly,
metanol) to coraz wigkszg popularnos¢ zyskuja metody syntezy prowadzone w
uktadach heterogenicznych ciecz-ciecz lub cialo state-ciecz.

W ukladzie ciato stale-ciecz faze stalg stanowi mieszanina zasady (KOH w
dwukrotnym nadmiarze) i koronaeteru 18-crown-6, ktory petlni funkcj¢ katalizatora
przeniesienia mi¢dzyfazowego (ang. phase transfer catalyst), faza ciekla natomiast
roztwor soli fosfoniowej 1 odpowiedniego benzaldehydu w rozpuszczalniku
organicznym. Metoda ta pozwala na uzyskanie wysokich wydajnosci a
stereoselektywno$§¢ mozna kontrolowa¢ poprzez odpowiedni dobdér parametréw
(temperatury i podstawnikow) [144]. Izomery (Z) stilbenu powstaja, gdy obecne s3
podstawniki elektronodonorowe, do reakcji uzyto jodkow alkilowych 1 polarnych
rozpuszczalnikow (CHCl3, CH)Cl;), a proces prowadzony byl w temperaturze
pokojowej. 1zomery (E) z kolei powstaja tatwiej, gdy substraty podstawione s3 grupami
elektronoakceptorowymi, stosowane byly chlorki i bromki alkilowe, a reakcja
prowadzona byla w niepolarnych rozpuszczalnikach (beznen, CCl;), w nizszej
temperaturze [144].

W uktadzie typu ciecz-ciecz faza organiczng jest, podobnie jak powyzej, roztwor
soli fosfoniowej i odpowiedniego benzaldehydu w rozpuszczalniku polarnym badz
niepolarnym, a fazag wodna roztwoér 0,1M NaOH. Synteza ylidu odbywa si¢ tutaj w fazie
wodnej, z ktérej przenika on do fazy organicznej reagujac tam z aldehydem.
Czwartorzedowa sol fosfoniowa petni tutaj rol¢ zardwno substratu, jak i katalizatora
przeniesienia migdzyfazowego (Schemat 7) [145]. Zaobserwowano, ze selektywnos¢
wobec izomerow E/Z uzalezniona jest wylacznie od reakcji miedzy ylidem a
benzaldehydem zachodzaca w fazie organicznej. Szybko$¢ mieszania oraz pozostate
parametry byly bez znaczenia. Ograniczeniem jest wigc tutaj brak mozliwos$ci
regulowania stereospecyficznoscig reakcji. Jakkolwiek jest to metoda pozwalajaca
uzyskiwa¢ dos¢ wysokie wydajnosci, szybka oraz stosunkowo ‘tatwa do

przeprowadzenia.
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R;H,Cs Ph\
Ph;P—0 + \:\ - R,CcH,—CHO  + Ph—P:\
CeHyRy Ph CsHyRy
Ph X
\
Ph—P
Ph CeHyR,
| ’T faza organiczna |
| faza wodna i
: Pl
Ph X Ph N
- i : Ph—P—
Pll—/lf—CH2 + HO Ph—P—CH = PP
Ph CeH R, Ph CeHyR, Ph CeHyR,

Schemat 7. Reakcja Wittiga prowadzona w uktadzie dwufazowym ciecz-ciecz [145]

2.4.3. Reakcja Hornera-Woodswortha-Emmonsa (HWE)

W reakcji HWE zamiast soli trifenylofosfoniowych (reakcja Wittiga) stosuje sie
ylidy — pochodne estrow kwasu fosforowego (III) otrzymywane z halogenkow
alkilowych lub benzylowych 45 i najcze¢sciej trietylofosforynu 54 w reakcji Michaelisa-
Arbuzova (Schemat 8).

0
X || /OEL
P
OEL
| N 4 Ei0 OFt | N
EI0—P —
R/ = R /=
45 54 55
X=Cl,Br,1

Schemat 8. Synteza ylidu fosforylowego (pochodnej benzylofosfonianu dietylu 55) w reakcji Michaelisa-
Arbuzova

Powstate pod wptywem zasady karboaniony fosforylowe sg bardziej reaktywne w
poréwnaniu z ylidami fosfoniowymi. Stabilizacja tadunku ujemnego grupy fosforylowej
powoduje w odroznieniu od ylidow wzrost reaktywnosci. Spowodowane jest to
delokalizacja 6 elektronéw m pomiedzy tylko 5 atomoéw. Produktami reakcji HWE sa
przede wszystkim
(E)-stilbeny. Zwigzane jest to z trudniejszg eliminacjg grupy opuszczajgcej stan
przejsciowy (fosforanu) w poréwnaniu z analogicznym procesem w reakcji Wittiga

(eliminacja tlenku trifenylofosfiny) [146].
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Do syntezy podstawionych stilbenow reakcje HWE po raz pierwszy wykorzystano
w roku 1993 stosujac  3,5-dimetoksybenzylofosfonian  dietylu 56 i 4-
metoksybenzaldehyd 57 oraz wodorek sodu jako zasade (Schemat 9) [147].

0
OEt

{)‘/ CHO

~
OEt
+
H
,CO OCH, OCH,
56 57 (E10),PO,Na

Schemat 9. Synteza (E)-trimetoksyresweratrolu 43 za pomoca metody HWE
2.4.4. Reakcja Hecka

Reakcja syntezy alkenéw z wykorzystaniem halogenkow arylowych na
katalizatorze palladowym znana jako reakcja Hecka (Mizoroki-Hecka) jest jedng z
dobrze ugruntowanych metod efektywnego sprzg¢gania typu C-C. Z uwagi na jej
niezwykla selektywno$¢ chemiczng oraz mozliwo$¢ zastosowania duzej réoznorodnosci
substratow jest szeroko wykorzystywang metoda w syntezie organicznej [148].

Ogoblny mechanizm polega na reakcji miedzy halogenkiem arylowym
(elektrofilem) a alkenem pod wplywem katalizatora palladowego, ligandu fosfinowego i

w obecnosci zasady (Schemat 10).

R, [Pd]/zasada
R,—X + —CH, — > — + HX

Schemat 10. Ogo6lny mechanizm reakcji Hecka [148]

Katalizatorem palladowym moze by¢ kompleks palladu (0) z trifenylofosfing,
chlorek palladu (II), octan palladu (II), jako zasady najcze$ciej uzywa si¢ natomiast
octanu sodu, trietyloaminy albo we¢glanu sodu. Reakcje cechuje wysoka
stereoselektywno$¢ w kierunku izomeru (E).

Mechanizm reakcji zakltada wieloetapowe przemiany w obrebie katalizatora
palladowego. Kompleks palladu (0) powstaje zwykle in situ z prekursora, np. octanu
palladu (II) przez redukcje za pomoca ligandu (np. trifenylofosfiny). Nastepnie
katalizator palladowy wlacza si¢ pomigdzy pierscien benzenowy a atom chlorowca
halogenku arylowego, aby w nastgpnym etapie (poprzez posrednie stadium kompleksu

7) umozliwi¢ jego potaczenie w pozycji Syn z drugim substratem. Z uwagi na blisko$¢
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duzych sterycznie podstawnikéw dochodzi do samorzutnej rotacji wobec wigzania C-C
w potozenie anti, dzigki czemu fragment palladowy (poprzez kompleks x) odlacza sie,
tworzac nowy alken. Katalizator regeneruje si¢ poprzez redukcyjng eliminacj¢ z

weglanem potasu (Schemat 11) [149].

Pd(OAc),
lL
L ArX
KHCO; + KX >7Pd°
L
K,HCO, L
| 5
R—\_ X—Pd—Ar
\ Ar I‘J
I
R Ar \CHz
H Pég' H 74 ‘
x/ \L H,C L 2
kompleks m X_Td_Ar
R Ar R H L
>—< > < kompleks 7
2- e 3
L—pd H L—Pd"  Ar
7\
L X L

Schemat 11. Mechanizm reakcji Hecka [149]

Do syntezy stilbenow ta metoda uzywa si¢ odpowiednio podstawionych (i
zablokowanych) pochodnych styrenu, w ktérych terminalny atom wegla grupy
winylowej wykazuje duza gesto$¢ elektronowa, co ulatwia atak elektrofilowy

halogenku arylowego. Synteze RSV metoda Hecka ilustruje ponizszy schemat.

1

AcO AcO
Pd(OAC),, Ph.P, ELN
+ -

AN CH,CN, 85°C A\ O OAc
AcO OAc AcO

NaOMe kat.
THF, MeOH

HO

W o
HO

Schemat 12. Synteza RSV metoda Hecka [149]
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2.45. Synteza McMurry’ego

Reakcja McMurry’ego jest reakcja redukcyjnego sprzegania, w wyniku ktérej dwa
ketony lub aldehydy w obecnosci chlorku tytanu (III) oraz czynnika redukujacego daja
alken.

Poczatkowo utrzymujac niskg temperatur¢ oraz krotki czas reakcji, glownym
produktem reakcji sg pochodne polialkoksy-, ktore nastepnie wobec chlorku tytanu
(IV), jako katalizatora reaguja z utworzeniem wigzania podwodjnego migdzy
karbonylowymi atomami we¢gla. Reakcja prowadzi do syntezy zwigzkéw o konfiguracji

(E) [150]. Schemat reakcji otrzymywania analogu (E)-stilbenu przedstawiono na

CH(CH,),
g

ponizszym schemacie.

Zn, THF, 0°C
TiCl,, CH,C, O
CH(CHy), CH;
Schemat 13. Stereoselektywna reakcja syntezy pochodnej stilbenu zgodnie z mechanizmem reakcji
McMurry’ego

2.4.6. Reakcja Suzuki

Reakcja pomigdzy nukleofilowymi kwasami organoborowymi (takze ich solami lub
estrami) a halogenkami arylowymi lub solami arylodiazoniowymi (wzgl¢dnie alkenami)
w obecnosci katalizatoréw palladowych nosi nazwe reakcji Suzuki. Metoda ta odznacza
si¢ duza tolerancja na wystgpowanie roéznych grup funkcyjnych 1 wysoka
stereoselektywnoscig, dlatego moze by¢ wykorzystana do syntezy podstawionych
stilboenow. Jednym z ciekawych przyktadow jej zastosowania jest sytneza CA-4 oraz jej
(E) izomeru 61 przy wykorzystaniu odpowiedniego izomeru (Z) 58 lub (E) 59
pochodnej bromku winylowego oraz kwasu 3,4,5-trimetoksyfenyloboronowego 60
(Schemat 14) [138].
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= “Br
OH

OCH;
58
B(OH), /
Pd(PPh,),
Na,CO,
H,CO OCH,4 DME
OCH,

60

61

OCH,

Br
X
H,CO
OH
59

Schemat 14. Synteza CA-4 oraz jej (E)-izomeru 61 za posrednictwem metody Suzuki wg [138]
2.4.7. Reakcja krzyzowej metatezy alkenow

Metateza olefin okreslana jako ,,transalkilidenacja” to wymiana grup funkcyjnych
pomiedzy dwoma réznymi alkenami. Reakcji tej po raz pierwszy uzyto w rafinacji ropy
naftowej (w obecnosci katalizatora niklowego i pod zwigkszonym ci$nieniem). Obecnie
jest ona bardzo szeroko stosowana w wielu galeziach przemyshu. Rozwo6j tej metody
umozliwito opracowanie wydajnych, homogennych Kkatalizatorow molibdenowych
(Schrocka) i rutenowych (Grubbsa) oraz tzw. katalizatoréw II generacji (Rysunek 25),
dzieki ktérym reakcja zachodzi z udzialem zwigzkéw o réznych grupach funkcyjnych
[151, 152].

A B C
H5C CH; RN \R X=H, Br
- T(CGHII)
s CH CH cl
SRu= N ’ RuE— HyC CH;,
cl ’ Ph 1 ar o
F;C 0neMo— Ph * R=
P(C4Hyp) ‘ 0
F3C S CHj ipr”

H3C CH CH
3
/}VCF3 X }
3

Rysunek 25. Przykladowe Kkatalizatory stosowane w krzyzowej metatezie: Katalizator Grubbsa (A),
katalizator Schrocka (B), katalizator Grubbsa Il generacji (C)
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Pod pojeciem metatezy rozumie si¢: krzyzowa metateze alkenow (ang. Cross
metathesis, CM), metateze zamykajaca pierscien (ang. ring closing methatesis, RCM)
oraz metateze¢ otwierajacg pierScien (ang. ring opening methatesis, ROM). Ogolny
mechanizm reakcji sklada si¢ z inicjacji i cyklu Kkatalitycznego (Schemat 15)
(wyjasnienie przebiegu procesu przez Yves’a Chauvin’a uhonorowano w 2005 roku
Nagroda Nobla). W fazie inicjacji katalizator metaloorganiczny wymienia podstawniki
z alkenem 1. Nastgpnie tak zmodyfikowany katalizator wchodzi w reakcje z alkenem 2,
z ktorym, w podobny sposoéb jak w inicjacji, zamienia grupy funkcyjne, prowadzac do

otrzymania produktu. Kolejna reakcja z alkenem 1 daje nowg czgsteczke produktu.

X
R, X
+ M= JJ:E i\,, +
—% X ) —,
Ri R, R, Rj

R,

M=/ = katalizator
X

Lf\

Mechanizm Y
M Chauvin'a M
Rl R,
Y R,
R1 M:/ \:'12
— Z
R
R, !
R,

Schemat 15. Mechanizm reakcji metatezy alkendw [152]

W krzyzowej metatezie uzywane sg glownie pochodne winylu lub styrenu, dzieki
czemu, w trakcie procesu wydziela si¢ eten, co przesuwa roéwnowage reakcji W
kierunku tworzenia wilasciwych produktow. Przebieg reakcji krzyzowej metatezy
alkenow przedstawiono na przyktadzie syntezy (E)-stilbenu ze styrenu przeprowadzonej
przez Schrock’a i wsp. (Schemat 16). Krzyzowa metateza 2 rownowaznikow molowych

styrenu 62 pod wpltywem Kkatalizatora molibdenowego prowadzi do powstania 1
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rownowaznika molowego (E)-stilbenu 3 oraz etenu. Wydajno$¢ zalezy silnie od
stezenia katalizatora (od 4% dla 0,02 mol% do 95% dla 0,1 mol%) [153].

CH,
& O
kat. [Mo] O =
2 o

62 3

Schemat 16. Synteza (E)-stilbenu 3 metoda Schrock’a [153]

Jedng z gltoéwnych wad reakcji krzyzowej metatezy jest duza liczba potencjalnych
produktow, jezeli substraty nie sg identyczne (w wyniku reakcji powstajg 3 kombinacje
zwiagzkow, a uwzgledniajac izomeri¢ geometryczna, liczba ta zwigksza si¢ do 6).

Rozwigzaniem tego problemu stato si¢ opracowanie reakcji krzyzowej metatezy na
nos$nikach statych. W metodzie tej jeden z substratow (podstawiony styren) osadzany
jest najpierw na zywicy Merrifielda a dopiero potem wprowadza si¢ drugi substrat (inng
pochodng styrenu). Otrzymywaé mozna dzigki temu, z dobra wydajnoscig i

stereoselektywnoscig pochodne (E)-stibenu (Schemat 17) [154].

CH,
a
HO
=

s a - Nal, Cs,CO,, DMF, 80°C, 12 h
- b b - kat. [Ru]/CH,, 80°C, 12 h

| ¢ - 20% TFA/CH,CI,, 25°C, 0,5 h
CH

0]
§OG-
— " X

Schemat 17. Synteza pochodnej E-stilbenu za pomocg reakcji krzyzowej metatezy na no$nikach statych
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3. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byto zaprojektowanie, opracowanie optymalnej metody
syntezy oraz ocena aktywnosci biologicznej nowych tiopochodnych (E)- i (Z)-stilbenu
(1,2-difenyloetenu) przyjmujac odpowiednio RSV oraz CA-4 jako zwigzki wiodace.
Modyfikacje strukturalne zwiazkéw wiodacych obejmowaly m.in. wymiane atomu/ow
tlenu w czasteczce na bioizosteryczny/e atom/y siarki, a takze przylaczane byly
dodatkowe podstawniki, tj. halogen, grupa metoksylowa, metylotiolowa, hydroksylowa,
tiofenolowa do pozostatych wolnych pozycji w pierscieniach fenylowych. Ponadto w
przypadku pochodnych CA-4 modyfikacje strukturalne obejmowaly réwniez mostek
winylowy. Polegaly one na podstawieniu jednego z protonéw winylowych grupa
karboksylowa lub wprowadzanie aromatycznych uktadow heterocyklicznych: oksazolu
lub N-metyloimidazolu.

Zamierzony cel pracy miat zosta¢ osiagnigty przez realizacj¢ nastgpujacych zadan
badawczych:

1. Opracowanie syntezy substratow koniecznych do otrzymania produktow

finalnych.

2. Synteza, izolacja, oczyszczanie, potwierdzenie struktury finalnych
tiopochodnych RSV.

3. Badanie biologiczne w zakresie:

a. Aktywno$ci  cytotoksycznej na  wybranych liniach  komorek
nowotworowych i prawidtowych,

b. Wplywu na proces polimeryzacji tubuliny najbardziej cytotoksycznych
tiopochodnych RSV.

4. Generowanie wirtualnej biblioteki kombinatorycznej (VCL), wirtualny skrining
(VS), komputerowe modelowanie struktur, dokowanie do miejsca
receptorowego.

5. Synteza, izolacja, oczyszczanie, potwierdzenie struktury  finalnych
tiopochodnych
CA-4.

6. Badanie biologiczne w zakresie:

a. Wplywu na proces polimeryzacji tubuliny tiopochodnych CA-4,
b. Aktywnosci  cytotoksycznej na  wybranych liniach  komorek

nowotworowych i prawidtowych.
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4, CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Komputerowo wspomagane projektowanie tiopochodnych
CA-4

4.1.1. Uwagi ogolne

Badania wykonane zostaly we wspOlpracy z Panem dr Rafalem Kurczabem z
Zaktadu Chemii Lekow Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii Nauk (IF PAN) w
Krakowie oraz Panem dr Zbigniewem Dutkiewiczem z jednostki macierzystej na
zaktadowych klastrach obliczeniowych obu jednostek. Strategia badan CADD
obejmowata implementacj¢ protokolu VCL-VS, narzedzia do tworzenia i analizy
wirtualnych kombinatorycznych bibliotek dla nowych tiopochodnych CA-4. Do
zdefiniowania  elementow  protokolu =~ VCL-VS  wykorzystano  nastgpujace
oprogramowanie: ChemAxon Instant JChem (system zarzadzania chemicznymi bazami
danych [155], Discovery Studio 3.5 [156], Glide [157] oraz biblioteki
chemoinformatyczne MayaChemTools [158] 1 JChem [159]. Rysunki 3D
zadokowanych struktur tiopochodnych CA4 w domenie kolchicynowej wykonano przy
pomocy programu PyMOL [160]. Wszelkie obliczenia statystyczne (krzywe ROC, ang.
Receiver Operating Characteristic, wartosci AUC, ang. Area Under the Curve) oraz
okreslenie precyzji i czutosci uzytych klasyfikatorow dla otrzymanych modeli

predykcyjnych wykonano za pomoca pakietu R z uzyciem biblioteki ROCR.
4.2.  Synteza tiopochodnych RSV i CA-4

4.2.1. Uwagi ogolne

Rozpuszczalniki i substraty stosowane w syntezie pochodzily z asortymentu
oferowanego przez firme¢ SigmaAldrich, Fluka, lub POCh. Reakcje z zastosowaniem
reagentow wrazliwych na wilgoc¢ lub tlen z powietrza prowadzono w atmosferze azotu
w naczyniach osuszonych nad plomieniem palnika. Bezwodne rozpuszczalniki
zakupiono w firmie SigmaAldrich lub jak w przypadku THF i toluenu osuszano
samodzielnie metoda Na/benzofenon a nastgpnie przechowywano nad sitami
molekularnymi 4A. Reagenty zakupione handlowo oznaczono cyframi arabskimi (z
wyjatkiem wybranych hydroksybenzaldehydéw: ald 1, ald 2, ald 3, ald 5). Wszystkie

schematy reakcji oraz struktury zwigzkéw zostaly opracowane w oparciu o darmowg
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wersj¢ (ang. freeware version) oprogramowania ChemSketch 12.1 firmy Advanced
Chemistry Development, Inc. (ACD/Labs).

Temperatura topnienia — pomiary przeprowadzono na aparacie ,,Stuart” firmy Bibby

Sterlin Ltd®, przy uzyciu otwartych kapilar, a otrzymane wyniki podano bez poprawek.

Spektroskopia :

Widma magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR) 'H 3¢ rejestrowane byty na
spektrofotometrze Bruker Avance I 400 (czesto$é robocza dla *H NMR-400 MHz, dla
C NMR-101 MHz) oraz Bruker Avance III 500 (czestos¢ robocza dla *H NMR-
500MHz, dla 1BC NMR-126 MHZz) oraz Bruker Avance III 700 (czgsto$¢ robocza dla
1H NMR-700MHz, dla 13C NMR-176 MHz) w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN
w Poznaniu. Jako rozpuszczalnika uzywano gtownie CDCl3 i sporadycznie DMSO-ds.
Wartosci wszystkich przesuni¢¢ chemicznych wyrazone sa w skali 6 (ppm), wobec
sygnatu rozpuszczalnika, wzgledem wzorca wewngtrznego tetrametylosilanu, a state
sprzezenia J wyrazono w hercach [Hz]. Dla opisu multipletowosci sygnatow
zastosowano nastepujace skroty: s — singlet, d — dublet, dd — dublet dubletéw, t - triplet,
m - multiplet. Widma NMR wizualizowano i analizowano za po$rednictwem
oprogramowania MestReNova w wersji 8.1.2-11880 firmy Mesterlab Research.

(licencja akademicka).

Widma w podczerwieni (IR) — wykonano na aparacie Bruker FT-IR IFS 66v/s, w
Srodowiskowym Laboratorium Unikalnej Aparatury Chemicznej przy Uniwersytecie
im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. Widma IR wizualizowano za pomoca
oprogramowania MagicPlotPro w wersji 2.5.1 (licencja wiasna).

Widma masowe — niskorozdzielcze (LRMS) wykonywano z wykorzystaniem aparatu
Bruker 320MS/420GC oraz wysokorozdzielcze (HRMS) z wykorzystaniem aparatu
Intectra Mass AMD 402 w Srodowiskowym Laboratorium Unikalnej Aparatury
Chemicznej przy Uniwersytecie im. Adama Mickiewicza w Poznaniu. W obu metodach

wykorzystywano technike jonizacji Electron Impact (EI).

Analiza rentgenostrukturalna: Umieszczone wyniki analizy rentgenostrukturalnej
zostaly udostepnione przez Panig mgr Agnieszke Gielarg-Korzanskg i wykonane w
Zaktadzie Krystalografii Wydzialu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w
Poznaniu z wykorzystaniem dyfraktometru Excalibur z detektorem Atlas. Struktury

krystalograficzne przedstawione w pracy wizualizowano przy wykorzystaniu
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oprogramowania Mercury CSD 3.1 firmy Cambridge Crystallographic Data Center
(CCDC).

Chromatografia :

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) - wykonywano technikg wst¢pujgca na
plytkach plastikowych pokrytych Zelem krzemionkowym F254 typ 60 firmy E. Merck®
a do wizualizacji plam uzywano lampy UV Spectroline przy dwodch dlugosciach fali
254nm lub 365nm. Analiz¢ wykonywano rutynowo, w celu wstepnej identyfikacji

produktow.

Chromatografia preparatywna :

Kolumnowa (CC) - wykonano stosujac kolumny chromatograficzne réznej wielkos$ci w
zaleznoéci od ilosci nalozonego zwiazku, w tym kolumne ci$nieniowa EZSafe” z
zastosowaniem gtownie zelu krzemionkowego Kieselgel 60 H (40-60 um) firmy E.
Merck® oraz sporadycznie do rozdzialu izomeréw Z/E z zastosowaniem zelu

krzemionkowego Kieselgel 60 H (15-40 pum).
4.2.2. Wykaz stosowanych rozpuszczalnikow i reagentow

e alkohol 4-metylotiobenzylowy 63 (Sigma-Aldrich)

e 2-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd (o-wanilina — ald 1) (Sigma-Aldrich)
e 3-hydroksy-4-metoksybenzaldehyd (izowanilina — ald 2) (Sigma-Aldrich)
e 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd (wanilina — ald3) (Sigma-Aldrich)

e 4-hydroksy-3,5-dimetoksybenzaldehyd — ald 5 (Sigma-Aldrich)

o 2-metoksybenzaldehyd 65 (Sigma-Aldrich)

e 3-metoksybenzaldehyd 66 (Sigma-Aldrich)

e 2,3-dimetoksybenzaldehyd 67 (Sigma-Aldrich)

e 2,5-dimetoksybenaldehyd 68 (Sigma-Aldrich)

e 3,5-dimetoksybenzaldehyd 69 (Sigma-Aldrich)

e 2,3,4-trimetoksybenzaldehyd 70 (Sigma-Aldrich)

o 3,4,5-trimetoksybenzaldehyd 71 (Fluka)

e 2.4 5-trimetoksybenzaldehyd 72 (Sigma-Aldrich)

e 2-metylotiobenzaldehyd 75 (Sigma-Aldrich)

e bezwodnik kwasu octowego (Ac,0) (Sigma-Aldrich)

e bezwodny chlorek wapnia (CaCl,) (POCH)

74



Cze$¢ doswiadczalna

bezwodny dimetyloformamid (DMF) (Sigma-Aldrich)
bezwodny etanol (Sigma-Aldrich)

bezwodny weglan potasu (K,CO3) (POCH)

brom (Sigma-Aldrich)

chinolina (Sigma-Aldrich)

chlorek N,N-dimetylotiokarbamoilowy 73 (Sigma-Aldrich)
chlorek tionylu (SOCIy) (Sigma-Aldrich)

chloroform (CHCI3) (POCH)

dihydrat kwasu p-toluenosulfonowego (Sigma-Aldrich)
etanol 96% (POCH)

eter dietylowy (POCH)

eter difenylowy (Sigma-Aldrich)

eter diizopropylowy (POCH)

glikol etylenowy 74 (Sigma-Aldrich)

heksan (POCH)

jodek metylu (CH3J) (Sigma-Aldrich)

kwas 3,4,5-trimetoksyfenylooctowy 44 (Sigma-Aldrich)
kwas solny (POCH)

metanol (MeOH) (POCH)

miedz (Cu) (Sigma-Aldrich)

octan etylu (EtOAc) (POCH)

2-propanol (POCH)

siarczan dimetylu (Sigma-Aldrich)

siarczan magnezu (MgSQ,) (POCH)

tetrahydrofuran (THF) (POCH)

toluen (POCH)

4-toluenosulfinian sodu 76 (Sigma-Aldrich)
trietyloamina (EtsN) (Sigma-Aldrich)

trietylofosforyn (Sigma-Aldrich)

wegiel aktywny (Sigma-Aldrich)

weglan sodu (Na,COgz)

wodorek sodu (NaH — 60% dyspersja w oleju mineralnym) (Sigma-Aldrich)
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e wodorotlenek potasu (KOH) (POCH)

e wodorotlenek sodu (NaOH) (POCH)

e 50l sodowa kwasu 4-toluenosulfinowego (Sigma-Aldrich)
o eter t-butylowo-metylowy (TMBE) (Sigma-Aldrich)

e kwas kamforosulfonowy (Sigma-Aldrich)

e formamid (Sigma-Aldrich)

e dimetoksyetan (DME) (Sigma-Aldrich)

e tlenochlorek fosforu (POCIs) (Sigma-Aldrich)

e wodoroweglan sodu (NaHCOs3) (POCH)

e 33% roztwor metyloaminy w etanolu (MeNHy) (Sigma-Aldrich)
e lodowaty kwas octowy (AcOH) (POCH)

4.3.  Synteza tiopochodnych RSV
4.3.1. Synteza 4-metylotiobenzylofosfonianu dietylu (Fosl)

Synteza chlorku 4-metylotiobenzylowego (64) [161]

W kolbie dwuszyjnej o pojemnosci 100 ml zaopatrzonej w ptuczke oraz wkraplacz
rozpuszczono alkohol 4-metylotiobenzylowy 63 (13,00 g, 84,20 mmola) w 140 ml
bezwodnego toluenu a nastepnie wkraplano w tempie 1 kropla/s chlorek tionylu (12,40
g, 104 mmole) intensywnie mieszajac mieszadtem magnetycznym zawarto$¢ kolby
reakcyjnej. Barwa roztworu zmienita si¢ z lekko zéltej na intensywnie z6ita. Po
catkowitym wkropleniu chlorku tionylu reakcj¢ prowadzono przez 30 minut.
Mieszaning poreakcyjna przemyto nastgpnie 5-krotnie 150 ml roztworu lodowatej
solanki celem pozbycia si¢ resztek chlorku tionylu, osuszono bezwodnym MgSO,, po
czym przesaczono przez saczek karbowany. Toluen odparowano na wyparce obrotowej
pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostalos¢ (14 g) w postaci jasnozottego oleju
oczyszczano za pomocg destylacji prozniowej zbierajac frakcje wrzaca w temp.
115°C/2,5mmHg (lit. 105°C/0,5mmHg [161]) uzyskujac 64 (12,27 g, wyd. 84%) jako
bezbarwng ciecz, ktora bardzo tatwo krystalizuje podczas przechowywania w lodowce,

R=0,6 (heksan:EtOAc, 10:2).
Synteza 4-metylotiobenzylofosfonianu dietylu (Fosl) [162]

W kolbie trojszyjnej o pojemnosci 100 ml zaopatrzonej we wkraplacz i chtodnicg

zwrotng zabezpieczong rurkg z bezwodnym CaCl, umieszczono trietylofosforyn (13,82
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g, 83,20 mmoli). Nastepnie uktad ogrzewano na tazni olejowej do temperatury 170 °C,
po czym wkroplono 64 (12,27 g, 71,06 mmoli). Zaobserwowano wydzielanie si¢
pecherzykow chlorku etylowego oraz podczas skapywania z chlodnicy obtoki mgty
tego zwigzku. Reakcj¢ utrzymywano w temperaturze delikatnego wrzenia przez okoto 2
godziny. Po zakonczeniu reakcji przeprowadzono destylacje pod zmniejszonym
ci$nieniem. Zbierano frakcj¢ wrzaca w temp. 151-152°C, pod ci$nieniem 0,4 mmHg
(lit. 142-145°C/0,025mmHg [162]). Otrzymano Fosl (15,6 g, wyd. 80%) jako
bezbarwng ciecz, Rf =0,05 (heksan:EtOAc, 10:2).

4-metylotiobenzylofosfonian dietylu (C1,H1s03PS, m.cz. 274,3162) (Fos1). *H NMR
(400 MHz, CDCl3) ppm (8): 7.23 — 7.06 (m, 4H, C2-H, C-3H, C5-H, C6-H), 4.15 —
3.75 (m, 4H, C9-CH,, C11-CH,), 3.09 (s, 1H, C8-H), 3.03 (s, 1H, C8-H), 2.42 (s, 3H,
C4-SCHs), 1.20 (t, J = 7.1 Hz, 6H, C10-CHj3, C12-CHs). *C NMR (101 MHz, CDCls)
ppm (8): 136.91 (C4), 130.17 (C2), 130.10 (C6), 128.35 (C1), 126.77 (C3), 126,74
(C5), 62.10 (C9), 62.03 (C11), 33.14 (C8), 16.36 (C10), 16.30 (C12), 15.84 (C7).
LRMS (El) m/z 274 ([M]", 100%), 136,9 ([CHsSPhCH,]", 68,8%).

4.3.2. Generalna procedura syntezy zwigzkéw S1-S8

Do wysuszonej w ptomieniu palnika kolby dwuszyjnej o pojemnosci 100 ml
zaopatrzonej we wkraplacz oraz ptuczke wprowadzono NaH (60% dyspersja w oleju
mineralnym) w 10% nadmiarze molowym (0,24 g, 6,02 mmoli) w stosunku do
substratow oraz 10 ml bezwodnego DMF mieszajac uktad na mieszadle magnetycznym.
Do tak przygotowanej zawiesiny wkraplano z szybkoscig 1 kropla/s Fosl (1,50 g, 5,47
mmoli) rozpuszczony w 10 ml bezwodnego DMF obserwujac zmgtnienie mieszaniny
reakcyjnej. Reakcje prowadzono w atmosferze azotu w tazni lodowej w temperaturze 0
do -5°C. Po 30 minutach wkroplono rozpuszczony w 10 ml bezwodnego DMF
odpowiedni metoksybenzaldehyd 65-72 (5,47 mmoli) z szybkoscia 1 kropla/s. Nastgpit
zanik zmgetnienia mieszaniny reakcyjnej a reakcje doprowadzono do temperatury
pokojowej i w tej temperaturze reakcja przebiegata 1,5 godziny. Mieszaning reakcyjng
wylano nastepnie na wodg z lodem (250 ml) i mieszano na mieszadle magnetycznym do
momentu wypadnigcia osadu, ktdry przesagczono pod zmniejszonym cisnieniem oraz
wysuszono w eksykatorze prézniowym. Tak otrzymany surowy produkt krystalizowano
7 96% etanolu otrzymujgc za kazdym razem biaty krystaliczny osad produktu.
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(E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(2-metoksyfenylo)eten (Ci6H160S, m.cz. 256.36) (S1)
[69]. (Wyd. 0,85 g, 60 %); t.t. = 87-89°C; R = 0,35 (heksan:octan etylu, 10:4). 'H-
NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 7.51 (d, J = 7.7 Hz, 1H, C6-H), 7.38 (d, J = 8.3 Hz,
2H, C2’-H, C6’-H), 7.37 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Cvin-H), 7.16 (t, J = 7.8 Hz, 1H, C4-H),
7.16 (d, J = 8.4 Hz, 2H, C3’-H, C5’-H), 6.99 (d, J = 16.5 Hz, 1H, Cvin’-H), 6.89 (t, J =
7.3 Hz, 1H, C5-H), 6.83 (d, J = 8.2 Hz, 1H, C3-H), 3.81 (s, 3H, C2-OCHj3), 2.42 (s, 3H,
-SCH3). *C NMR (126 MHz, CDCI3) ppm (8): 156.85 (C2), 137.38 (C4’), 135.02
(C1°), 128.59 (C4), 128.43((Cvin), 126.94 (C2’, C6’), 126.74 (C3’, C5°), 126.41
(Cvin®), 126.32 (C1), 122.90 (C6), 120.74 (C5), 110.93 (C3), 55.51 (C2-OCHg), 15.92
(-SCHa). FTIR ATR (KBr) cm™: 3048 (v =Car-H), 3023 (v =Cyin-H), 2998 (CH3), 2918
(CH3), 2967 (vas CH3), 2885 (vs CH3), 2837 (v O-CHg), 1628 (v C.in=Cyin), 1592 (v
Car=Car), 1574 (v Ca=Ca), 1484 (v Car=Ca), 1462 (855 CH3), 1404 (85 CH3), 1241 (vas
Car-O-C), 1031 (vs Car-O-C), 973 (y°® =Cyin-H), 808 (y* =Car-H) 754 (y°*° =Car-H).
LRMS (EI) m/z 256 ([M]", 100%). HRMS (El) m/z obliczone dla CisH10S:
256,09164. Znaleziono: 256,09205.

(E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(3-metoksyfenylo)eten (Ci16H160S, m.cz. 256.36) (S2)
[69]. (Wyd. 0,77 g, 55 %); t.t. = 92-94°C; R = 0,40 (heksan:octan etylu, 10:4). *H NMR
(500 MHz, CDCl3) ppm (8): 7.43 (d, J = 8.4 Hz, 2H, C2’-H, C6’-H), 7.26 (d, J = 15.6
Hz, 1H, Cvin’-H), 7.23 (d, J = 8.4 Hz, 2H, C3’-H, C5’-H), 7.09 (d, J = 7.7 Hz, 1H, C6-
H), 7.08 — 6.99 (m, 3H, C2-H, C5-H, Cvin-H), 6.81 (d, J = 8.1 Hz, 1H, C4-H), 3.84 (s,
3H, C3-OCHa), 2.50 (s, 3H, -SCH3). *C NMR (126 MHz, CDCls) ppm (8): 159.89
(C3), 138.77 (C4’), 137.93 (C1), 134.17 (C1°), 129.62 (C5), 128.33 (Cvin), 127.95
(Cvin®), 126.91 (C2’, C6°), 126.68 (C3’, C5°), 119.15 (C6), 113.23 (C2), 111.64 (C4),
55.24 (C3-OCHs), 15.79 (-SCH3). FTIR ATR (KBr) cm™: 3048 (v =Car-H), 3018 (v
=Cyin-H), 2959 (vas CH3), 2875 (vs CH3), 2833 (v O-CHj3), 1632 (v C.in=Cyin), 1598 (v
Car=Car), 1588 (v Ca=Car), 1496 (v Car=Car), 1456 (8as CH3), 1402 (85 CH3), 1244 (vas
Car-O-C), 1037 (vs Ca-0-C), 969 (y°® =Cyin-H), 845 (y°°P =Car-H), 808 (y°® =Car-H)
780 (y°°® =Ca-H), 686 (y°®® =Ca,-H). LRMS (EI) m/z 256 ([M]*, 100%). HRMS (EI)
m/z obliczone dla C16H160S: 256,09164. Znaleziono: 256,09194.

(E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(2,3-dimetoksyfenylo)eten (C;;H1580,S, m.cz. 286.39)
(S3) [69]. (Wyd. 0,78 g, 50 %); t.t. = 83-85°C; R = 0,38 (heksan:octan etylu, 10:4). *H
NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 7.51 (d, J = 8.3 Hz, 2H, C2’-H, C6’-H), 7.45 (d, J =
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16.5 Hz, 1H, Cvin-H), 7.30 — 7.25 (m, 3H, C3’-H, C5’-H, C6-H), 7.12 (d, J = 16.5 Hz,
1H, Cvin’-H), 7.09 (t, J = 8.0 Hz, 1H, C5-H), 6.87 (d, J = 8.1 Hz, 1H, C4-H), 3.92 (s,
3H, C3-OCHs), 3.89 (s, 3H, C2-OCHs), 2.54 (s, 3H, -SCH3). *C NMR (126 MHz,
CDCl3) ppm (3): 153.06 (C2), 146.86 (C3), 137.81 (C4’), 134.62 (C1°), 131.50 (Cvin),
129.20 (C1), 127.00 (C2°, C6’), 126.68 (C3’, C5°), 124.07 (Cvin’), 122.27 (C6),
117.74 (C4), 111.27 (C5), 61.04 (C2-OCHs), 55.78 (C3-OCHs), 15.82 (-SCHs). FTIR
ATR (KBr) cm™: 3051 (v =Car-H), 3015 (v =Cyin-H), 2972 (vas CHs), 2825 (v O-CHa),
1623 (v Cyin=Cuin), 1586 (v Ca=Ca), 1574 (v Ca=Ca;), 1476 (v CA=Chp,), 1455 (84
CHa), 1404 (8s CHs), 1260 (vas Ca-O-C), 1072 (vs Car-O-C), 977 (°® =Cyin-H), 809
(°° =Car-H) 777 (y°® =Car-H), 718 (°® =Car-H). LRMS (EI) m/z 286,1 ([M]", 100%).
HRMS (EI) m/z obliczone dla C17H150,S: 286,10280. Znaleziono: 286,10304.

(E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(2,5-dimetoksyfenylo)eten (C;;H150,S, m.cz. 286.39)
(S4). (Wyd. 0,97 g, 62 %); t.t. = 58-60°C; R; = 0,45 (heksan:octan etylu, 10:4). H-
NMR (400 MHz, CDCl3) ppm (3): 7.47 (d, J = 8.30, 2H, C2’-H, C6’-H), 7.43 (d, J =
16.50, 1H, Cvin-H), 7.25 (d, J = 8.40, 2H, C3’-H, C5’-H), 7.16 (s, 1H, C6-H), 7.06 (d,
J=16.37, 1H, Cvin’-H), 6.85 (d, J = 8.9, 1H, C3-H), 6.81 (d, J = 8.9, 1H, C4-H), 3.86
(s, 3H, C2-OCHj3), 3.83 (s, 3H, C5-OCHs), 2.51 (s, 3H, C4’-SCH3). *C-NMR (101
MHz, CDCl3) ppm (8):153.73 (C2), 151.38 (C5), 137.55 (C4°), 134.76 (C1°), 128.64
(Cvin), 127.20 (C2’, C6’), 126.96 (C1), 126.65 (Cvin’), 122.64 (C3’, C5°), 113.62
(C4), 112.25 (C6), 111.51 (C3), 56.22 (C2-OCHj3), 55.74 (C5-OCHg), 15.81 (C4’-
SCHa). FTIR ATR (KBr) cm™: 3071 (v =Car-H), 3029 (v =Cyin-H), 2947 (vas CHa),
2828 (v O-CH3), 1588 (v Car=Cay), 1499 (v Ca=Ca), 1442 (855 CH3), 1405 (&s CHa),
1214 (vas Car-O-C), 1050 (vs Ca-O-C), 975 (y°% =Cyin-H), 851 (y°® =Car-H) 805 (y°®
=Car-H), 718 (y°® =Car-H). LRMS (El) m/z 286 ([M]’, 100%). HRMS (EI) m/z
obliczone dla C;7H130,S: 286,10280. Znaleziono: 286,10104.

(E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(3,5-dimetoksyfenylo)eten (Ci7;H1802S, m.cz. 286.39)
(S5) [69]. (Wyd. 0,91 g, 58 %); t.t. = 81-83°C; Rs = 0,42 (heksan:octan etylu, 10:4). *H
NMR (500 MHz, CDCl3) ppm (8): 7.43 (d, J = 8.4 Hz, 2H, C3’-H, C5’-H), 7.24 (d, J =
8.4 Hz, 2H, C2’-H, C6’-H), 7.04 (d, J = 16.3 Hz, 1H, Cvin’-H), 6.99 (d, J = 16.3 Hz,
1H, Cvin-H), 6.67 (s, 1H, C6-H), 6.66 (s, 1H, C2-H), 6.40 (s, 1H, C4-H), 3.83 (s, 6H,
C3-OCHj;, C5-OCHs), 2.51 (s, 3H, -SCH3). *C NMR (126 MHz, CDCls) ppm (3):
161.02 (C3, C5), 139.38 (C4’), 138.06 (C1), 134.09 (C1’), 128.58 (Cvin), 128.07
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(Cvin’), 126.98 (C2°, C6’), 126.69 (C3’, C5°), 104.53 (C2, C6), 99.97 (C4), 55.39
(C3-OCHjs, C5-OCHs), 15.80 (-SCHa). FTIR ATR (KBr) cm™: 3074 (v =Ca-H), 3013
(v =Cyin-H), 2954 (vas CH3), 2837 (v O-CHj3), 1630 (v C\in=Cyin), 1587 (v Ca=Ca), 1494
(v Car=Car), 1457 (84 CHs), 1405 (8s CHs), 1207 (vas Car-O-C), 1150 (v C-O-C), 1063
(vs Car-O-C), 965 (y°® =Cyin-H), 856 (y°® =Car-H) 817 (y°® =Car-H), 680 (y°®" =Car-H).
LRMS (EI) m/z 286,1 ([M]*, 100%). HRMS (EI) m/z obliczone dla Cj7H;50,S:
286,10280. Znaleziono: 286,10258.

(E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(2,3,4-trimetoksyfenylo)eten (C1sH2003S, m.cz. 316.41)
(S6). (Wyd. 1,21 g, 70 %); t.t. = 144-146°C; Rs = 0,51 (heksan:octan etylu, 10:4). *H-
NMR (400 MHz, CDCl3) ppm (3): 7.44 (d, J = 8.30, 2H, C2’-H, C6’-H), 7.30 (d, J =
16.30, 1H, Cvin-H), 7.30 (d, J = 8.8, 1H, C6-H), 7.24 (d, J = 8.30, 2H, C3’-H, C5’-H),
6.99 (d, J=16.50, 1H, Cvin’-H), 6.70 (d, J = 8.8, 1H, C5-H), 3.91 (s, 3H, C3-OCH3),
3.91 (s, 3H, C4-OCHs), 3.88 (s, 3H, C2-OCH3), 2.50 (s, 3H, C4’-SCH3). *C-NMR
(101 MHz, CDCl3) ppm (3): 153.17 (C2), 151.64 (C4), 142.38 (C3), 137.26 (C4’),
134.93 (C1°), 127.21 (C2’, C6’), 126.72 (Cvin), 126.71 (C3’, C5’), 124.42 (Cvin’),
122.31 (C6), 120.56 (C1), 107.76 (C5), 61.26 (C3-OCHpgs), 60.85 (C2-OCHjs), 55.99
(C4-OCHy), 15.85 (C4°-SCHs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3051 (v =Car-H), 3010 (v =Cyin-
H), 2963 (vas CH3), 2834 (v O-CHj3), 1584 (v Ca=Car), 1495 (v Ca=Car), 1458 (Jas
CHj3), 1253 (vas Ca-O-C), 1095 (v C-O-C), 1038 (vs Ca-O-C), 973 (y°® =Cyin-H), 813
(y°% =Car-H), 799 (y°°° =Car-H). LRMS (El) m/z 316,1 ([M]*, 100%). HRMS (EI) m/z
obliczone dla C1gH2003S: 316,11335. Znaleziono: 316,11356.

(E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)eten (CigH2003S, m.cz. 316.41)
(S7). (Wyd. 1,3 g, 75 %); tt. = 111-113°C (lit. 111-113°C [112]), Rf = 0,55
(heksan:octan etylu, 10:4). "H-NMR (400 MHz, CDCls) ppm (3): 7.22 (d, J = 8.30, 2H,
C2’-H, C6’-H), 7.14 (d, J = 8.30, 2H, C3’-H, C5’-H), 6.51 (d, J = 16.50, 1H, Cvin-H),
6.48 (d, J = 16.30, 1H, Cvin’-H), 6.48 (s, 2H, C2-H, C6-H), 3.84 (s, 3H, C4-OCHy3),
3.68 (s, 6H, C3-OCHs;, C5-OCHj), 2.46 (s, 3H, C4’-SCHs). *C-NMR (101 MHz,
CDClI3) ppm (8): 152. 91 (C3, C5), 137.36 (C4), 137.21 (C4’), 134.04 (C1°), 132.55
(C1), 129.88 (Cvin), 129.41 (C2’, C6), 129.28 (Cvin’), 126.16 (C3’, C5°), 105.94
(C2, C6), 60.90 (C4-OCHpg), 55.89 (C3-OCHgs, C5-OCHj3), 15.74 (C4’-SCHg3). LRMS
(El) m/z 316,1 [M+, 100%]. FTIR ATR (KBr) cm™: 3051 (v =Ca,-H), 3031 (v =Cyin-H),
2955 (vas CH3), 2871 (vs CH3), 2831 (v O-CHg), 1577 (v Ca=Car), 1502 (v Ca=Cay),
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1458 (85 CH3), 1244 (vas Ca-O-C), 1128 (v C-O-C), 981 (y°°* =Cyin-H), 830 (y°® =Car-
H), 804 (y°® =Car-H). LRMS (El) m/z 316,1 ([M]", 100%). HRMS (EI) m/z obliczone
dla C1gH5003S: 316,11335. Znaleziono: 316,11304.

(E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(2,4,5-trimetoksyfenylo)eten (CisH2003S, m.cz. 316.41)
(S8). (Wyd. 1,12 g, 65 %); t.t. = 113-115°C; Rs = 0,53 (heksan:octan etylu, 10:4). *H-
NMR (400 MHz, CDCls) ppm (8): 7.46 (d, J = 8.30, 2H, C2’-H, C6’-H), 7.40 (d, J =
16.50, 1H, Cvin-H), 7.24 (d, J = 8.40, 2H, C3’-H, C5’-H), 7.13 (s, 1H, C6-H), 6.94 (d,
J =16.40, 1H, Cvin’-H), 6.55 (s, 1H, C3-H), 3.93 (s, 6H, C4-OCHg;, C5-OCH3), 3.88
(s, 3H, C2-OCHs), 2.51 (s, 3H, C4’-SCH3). *C-NMR (101 MHz, CDCls) ppm (8):
151.68 (C2), 149.59 (C4), 143.44 (C5), 136.93 (C4’), 135.19 (C1°), 126.79 (C2’, C6’),
126.67 (C3’, C5), 126.16 (Cvin), 122.41 (Cvin’), 118.24 (C1), 109.34 (C6), 97.71
(C3), 56.68 (C4-OCHg), 56.53 (C5-OCHj3), 56.06 (C2-OCHj3), 15.93 (C4’-SCHg). FTIR
ATR (KBr) cm™: 3049 (v =Ca-H), 3018 (v =Cyin-H), 2954 (vas CH3), 2855 (vs CHs),
2832 (v O-CHs3), 1608 (v Car=Cay), 1519 (v Ca=Ca), 1448 (845 CH3), 1406 (&s CHa),
1211 (vas Ca-O-C), 1128 (v C-0-C), 1044 (vs Car-O-C), 961 (y°® =Cyin-H), 852 (y°®
=Car-H), 805 (y°® =Ca-H). LRMS (EI) m/z 316,1 ([M]*, 100%). HRMS (EI) m/z
obliczone dla C1gH2903S: 316,11335. Znaleziono: 316,11207.

4.4. Synteza CA-4

Synteza kwasu (E)-3-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-
prop-2-enowego (CA4COOH) [138]

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 25 ml zaopatrzonej w chlodnice zwrotng
umieszczono (4,00 g, 17,68 mmola) kwasu 3,4,5-trimetoksyfenylooctowego 44, (2,00 g,
17,68 mmoli) izowaniliny ald 2, 4 ml bezwodnika kwasu octowego oraz 2 ml
trietyloaminy (1,45 g, 14,33 mmoli). Uklad ogrzewano na mieszadle magnetycznym
wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy, z wykorzystaniem *tazni
olejowej w temperaturze 110°C, w atmosferze azotu przez 3 godziny. W trakcie trwania
reakcji mieszanina reakcyjna zmienila zabarwienie na ciemnobragzowy. Po ochlodzeniu
do temperatury pokojowej dodano kroplami 6 ml st¢zonego kwasu solnego a wytragcony
osad odsaczono na lejku ze szkta spiekanego, przemyto wodg oraz przekrystalizowano z
50 ml 96% etanolu. Otrzymano (4,00 g, wyd. 62%) jasnozoéttych krysztatow
CA4COOH; t.t.=228-230°C (lit. 237-239°C [138]), R=0,05 (heksan:EtOAc, 1:1).
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Kwas (E)-3-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)prop-2-enowy
(C19H207, m.cz. 360.36) (CA4COOH). LRMS (El) m/z 360,2 ([M]", 100%). HRMS
(El) m/z obliczone dla C19H2007: 360,12042. Znaleziono: 360,12405.

Synteza (Z)-1-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenu
(CA-4) [138]

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 25 ml wprowadzono (2,00 g, 5,55 mmola)
pochodnej kwasu a-fenylocynamonowego CA4COOH, (1,84 g, 28,8 mmola) miedzi
oraz 20 ml (21,90 g, 170 mmoli) chinoliny. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze 200°C
w atmosferze azotu przez 2 godziny. Mieszaning reakcyjng ochtodzono do temperatury
pokojowej oraz rozcienczono 30 ml eteru dietylowego 1 odsgczono miedz na lejku
Biichnera, przemywajac kolbke 1 sagczek eterem w celu minimalizacji strat. Warstwe
organiczng przemyto 5% roztworem kwasu solnego (3x50ml). Fazy wodne potaczono i
przemyto trzema porcjami eteru dietylowego (3x50ml). Warstwy organiczne polaczono
i przemyto 50 ml nasyconego roztworu Na,COs, wodg destylowang (2x50ml) solanka
(3x50ml), nastepnie osuszono bezwodnym MgSO, i odparowano rozpuszczalnik na
wyparce obrotowej pod zmniejszonym ci$nieniem otrzymujac oleista brunatng ciecz.
Nastepnie przeprowadzono chromatografi¢ kolumnowa (heksan:EtOAc, 7:3). Uzyskano
(1,10 g, wyd. 68%) biatego drobnokrystalicznego osadu CA-4; t.t.=114-115°C (lit. 117-
118°C [138]), R+=0,42 (heksan:EtOAc, 1:1).

(2)-1-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)eten (C18H200s,
m.cz. 316,35) (CA-4). *H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm (3): 6.92 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
C2’-H), 6.80 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H, C6’-H), 6.73 (d, J = 8.3 Hz, 1H, C5°’-H), 6.53 (s,
2H, C2-H, C6-H), 6.47 (d, J = 12.2 Hz, 1H, Cvin-H), 6.41 (d, J = 12.2 Hz, 1H, Cvin’-
H), 5.49 (s, 1H, C3’-OH), 3.87 (s, 3H, C4-OCHs5), 3.84 (s, 3H, C4’-OCHs), 3.70 (s, 6H,
C3-OCHjs, C5-OCH3). *C NMR (126 MHz, CDCls) ppm (8): & 152.89 (C3, C5),
145.76 (C3’), 145.26 (C4°), 137.25 (C4), 132.69 (C1), 130.69 (C1°), 129.48 (Cvin),
127.83 (Cvin’), 121.11 (C6°), 115.05 (C2°), 110.33 (C5), 106.14 (C2, C6), 60.92 (C4-
OCHjs), 55.96 (C3-OCHs, C4’-OCHj3, C5-OCHs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3382 (v O-
H), 3068 (v =Car-H), 3041 (v =Car-H), 3010 (v =C.in-H), 2934 (v CHj3), 2972 (vas CH3),
2833 (v O-CHs3), 1579 (v Ca=Ca), 1511 (v Ca=Ca), 1455 (845 CH3), 1400 (&8s CH3),
1274 (vas Car-O-C), 1222 (v Ca-OH), 1133 (v C-0O-C), 1036 (vs Ca-0O-C), 975 (y°%
=Cyin-H), 877 (y°® =Car-H) 793 (y°® =Car-H), 761 (y°* =Car-H). LRMS (EI) m/z 315,9
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(IM]*, 100%). HRMS (EI) m/z obliczone dla CigH»00s: 316,13097. Znaleziono:
316,13107.

4.5.  Synteza tiopochodnych CA-4

4.5.1. Synteza bromobenzaldehydow

Synteza 3-bromo-4-hydroksy-5-metoksybenzaldehydu (5-bromowaniliny) (ald 4)
[163]

W kolbie trdjszyjnej o pojemnosci 1000 ml umieszczonej na mieszadle
magnetycznym 1 zaopatrzonej we wkraplacz 1 ptuczke rozpuszczono (70,03 g, 460,26
mmoli) 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehydu (waniliny) ald 3 w 500 ml metanolu a
nastepnie mieszaning oziebiono do 0°C. Po ustabilizowaniu temperatury mieszajac
wkraplano przez 30 minut (80,94 g, 506,35 mmoli) bromu intensywnie mieszajac
medium reakcyjne. Po wkropleniu doprowadzono mieszaning do temperatury
pokojowej 1 mieszano w tych warunkach przez 30 minut. Po zakonczeniu reakcji
mieszaning reakcyjng wylano na wode z lodem (1500 ml) w celu wytracenia produktu.
Otrzymany osad przesaczono przez saczek ze spiekiem szklanym a nastepnie
wysuszono w eksykatorze prozniowym. Otrzymano (105,88 g, wyd. 99%) kremowego
krystalicznego produktu ald 4; t.t=164-166°C (lit. 163-164°C, [163]) Rs=0,5
(heksan:EtOAc, 1:3).

Synteza 3-bromo-4,5-dimetoksybenzaldehydu (aldehydu 5-bromoweratrowego)
(ald 5) [164]

Do kolby dwuszyjnej o pojemnosci 500 ml umieszczonej na mieszadle
magnetycznym i zaopatrzonej we wkraplacz wprowadzono (15,02 g, 65,00 mmoli) ald
4, 150 ml bezwodnego DMF oraz (13,62 g, 98,50 mmoli) bezwodnego K,COs.
Nastepnie intensywnie mieszajac medium reakcyjne wkraplano w czasie 1 godziny
(11,07 g, 78,00 mmoli) jodku metylu. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej
przez 24 godziny. Nastgpnie mieszaning reakcyjng wylano na wode z lodem (1500 ml)
a uzyskany osad odsgczono i wysuszono w eksykatorze prézniowym. Otrzymano (14,00
g, wyd. 88%) biatego osadu ald 5; t.t.=62-64°C (lit. 61-62°C, [165]), Rs=0,65
(heksan:EtOAc, 1:3).
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4.5.2. Synteza O-tiokarbaminowych pochodnych benzaldehydow
Synteza O-(2-formylo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminianu (ald 1a)

Do kolby trojszyjnej o pojemnosci 500 ml zaopatrzonej we wkraplacz i
umieszczonej na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr
kontaktowy wprowadzono rozpuszczony w 150 ml roztworu KOH (10,14 g, 180,74
mmoli) 2-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd (o-wanilin¢) ald 1 (25,00 g, 164,31 mmoli)
a nastgpnie schtodzono mieszaning do temperatury 0-5°C. Do wkraplacza
wprowadzono (20,31 g, 164,31 mmoli) chlorku N,N-dimetylotiokarbamoilowego 73
rozpuszczonego w 50 ml bezwodnego THF. Wkraplanie prowadzono przez 30 minut
kontrolujac temperaturg reakcji aby nie przekroczyta 10°C. Zaobserwowano wytracanie
si¢ produktu reakcji juz po kilku minutach od momentu wkraplania chlorku N,N-
dimetylotiokarbamoilowego 73. Po dodaniu calej jego ilosci doprowadzono mieszaning
do temperatury pokojowej i mieszajgc prowadzono reakcj¢ jeszcze przez 50 minut. Po
zakonczeniu reakcji uzyskang zawiesing wylano na wod¢ z lodem (1000 ml). Osad
surowego produktu odsaczono na lejku ze spiekiem szklanym i przekrystalizowano z
100 ml metanolu z dodatkiem wegla aktywnego. Otrzymano (27,56 g, wyd. 70%)
biatego krystalicznego osadu ald 1a; t.t=118-120°C (lit. 113,5-114,5°C, [166]) R=0,24
(heksan:EtOAc, 1:1).

O-(2-formylo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (C11H13NOsS, m.cz.
239,2908) (ald 1a). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 10.08 (s, 1H), 7.49 (d, J = 7.8
Hz, 1H), 7.32 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.20 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.47 (s, 3H),
3.42 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCl3) ppm (5): 188.72, 187.13, 151.98, 145.01,
130.25, 126.66, 119.88, 117.77, 56.33, 43.49, 38.89.

Synteza O-(5-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminianu (ald 2a)

Do kolby trojszyjnej o pojemnosci 500 ml zaopatrzonej we wkraplacz i
umieszczonej na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr
kontaktowy wprowadzono rozpuszczony w 150 ml roztworu KOH (10,14 g, 180,74
mmoli) 3-hydroksy-4-metoksybenzaldehyd (izowaniling) ald 2 (25,00 g, 164,31 mmoli)
a nastepnie schlodzono mieszaning do temperatury 0-5°C. Do wkraplacza
wprowadzono (20,31 g, 164,31 mmoli) chlorku N,N-dimetylotiokarbamoilowego 73
rozpuszczonego w 50 ml bezwodnego THF. Wkraplanie prowadzono przez 30 minut

kontrolujac temperaturg reakcji aby nie przekroczyta 10°C. Zaobserwowano wytracanie
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si¢ produktu reakcji juz po kilku minutach od momentu wkraplania chlorku N,N-
dimetylotiokarbamoilowego 73. Po dodaniu catej jego ilosci doprowadzono mieszaning
do temperatury pokojowej i mieszajac prowadzono reakcje jeszcze przez 30 minut. Po
zakonczeniu reakcji otrzymang zawiesing wylano na wode z lodem (1000 ml).
Otrzymany surowy produkt odsaczono na lejku ze spiekiem szklanym i
przekrystalizowano z 200 ml metanolu z dodatkiem wegla aktywnego. Otrzymano
(31,46 g, wyd. 80%) bialego krystalicznego osadu ald 2a; t.t=114-115°C, R=0,28
(heksan:EtOAc, 1:1).

O-(5-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (C;;H13NO3S, m.cz.
239,2908) (ald 2a). 'H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 9.87 (s, 1H), 7.77 (d, J = 8.4
Hz, 1H), 7.56 (s, 1H), 7.07 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 3.90 (s, 3H), 3.45 (s, 3H), 3.35 (s, 3H).
3C NMR (126 MHz, CDCls3) ppm (8): 190.04, 187.11, 156.74, 143.15, 129.77, 129.70,
124.82, 112.14, 56.20, 43.39, 38.73.

Synteza O-(4-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminianu (ald 3a)

Do kolby trdjszyjnej o pojemnosci 500 ml zaopatrzonej we wkraplacz i
umieszczonej na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr
kontaktowy wprowadzono rozpuszczony w 150 ml roztworu KOH (10,14 g, 180,74
mmoli) 4-hydroksy-3-metoksybenzaldehyd (waniling) ald 3 (25,00 g, 164,31 mmoli) a
nastepnie schtodzono mieszaning do temperatury 0-5°C. Do wkraplacza wprowadzono
(20,31 g, 164,31 mmoli) chlorku N,N-dimetylotiokarbamoilowego 73 rozpuszczonego
w 50 ml bezwodnego THF. Wkraplanie prowadzono przez 30 minut kontrolujac
temperature reakcji aby nie przekroczyta 10°C. Zaobserwowano wytrgcanie si¢
produktu reakcji juz po kilku minutach od momentu wkraplania chlorku N,N-
dimetylotiokarbamoilowego 73. Po dodaniu calej jego ilosci doprowadzono mieszaning
do temperatury pokojowej i mieszajgc prowadzono reakcje jeszcze przez 30 minut Po
zakonczeniu reakcji uzyskang zawiesing wylano na wode z lodem (1000 ml).
Otrzymany surowy produkt odsagczono na lejku ze spiekiem szklanym i
przekrystalizowano z 200 ml metanolu z dodatkiem wegla aktywnego. Otrzymano
(28,00 g, wyd. 65%) biatego krystalicznego osadu ald 3a; t.t=122-124°C (lit. 109-
112°C, [167]), R=0,53 (heksan:EtOAc, 1:1).

O-(4-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (C;;H13NO3S, m.cz.
239,2908) (ald 3a). 'H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm (8): 9.95 (s, 1H), 7.52 — 7.47 (m,
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2H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.46 (s, 3H), 3.37 (s, 3H). 3C NMR (126
MHz, CDCls) ppm (3): 191.05, 186.78, 152.43, 147.76, 135.07, 124.68, 124.52, 110.98,
56.12, 43.36, 38.85.

Synteza O-(4-formylo-2-bromo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminianu
(ald 4a)

Do kolby trojszyjnej o pojemnosci 500 ml zaopatrzone; we wkraplacz i
umieszczonej na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr
kontaktowy wprowadzono rozpuszczony w 200 ml roztworu KOH (9,32 g, 166,64
mmoli) bromopochodnej benzaldehydu ald 4 (35,00 g, 151,49 mmoli) a nastgpnie
schtodzono mieszaning do temperatury 0-5°C. Do wkraplacza wprowadzono (18,72 g,
151,49 mmoli) chlorku N,N-dimetylotiokarbamoilowego 73 rozpuszczonego w 50 ml
bezwodnego THF. Wkraplanie prowadzono przez 30 minut kontrolujac temperaturg
reakcji aby nie przekroczyta 10°C. Zaobserwowano wytracanie si¢ produktu reakcji juz
po kilku minutach od momentu wkraplania chlorku N,N-dimetylotiokarbamoilowego
73. Po dodaniu catej jego ilosci doprowadzono mieszaning do temperatury pokojowej i
mieszajac prowadzono reakcje jeszcze przez 60 minut. Po zakonczeniu reakcji uzyskang
zawiesing wylano na wode¢ z lodem (3000 ml). Otrzymany surowy produkt odsaczono
na lejku ze spiekiem szklanym i przekrystalizowano z 200 ml metanolu z dodatkiem
wegla aktywnego. Otrzymano (30,50 g, wyd. 63%) biatego krystalicznego osadu ald
4a; t.t=163-164°C, Rt=0,52 (heksan:EtOAc, 1:1).

O-(4-formylo-2-bromo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian
(C11H12BrNOsS, m.cz. 318,1869) (ald 4a). 'H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm (8): 9.90
(s, 1H), 7.70 (s, 1H), 7.44 (s, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.48 (s, 3H), 3.41 (s, 3H). *C NMR
(126 MHz, CDCl3) 6 189.85, 184.93, 153.98, 145.57, 135.10, 127.84, 119.26, 110.14,
56.60, 43.58, 39.04.

Synteza O-(4-formylo-2,6-dimetoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminianu (ald 5a)

Do kolby trojszyjnej o pojemnosci 500 ml zaopatrzonej we wkraplacz i
umieszczonej na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr
kontaktowy wprowadzono rozpuszczony w 300 ml r-ru KOH (16,94 g, 301,91 mmoli)
4-hydroksy-3,5-dimetoksybenzaldehyd ald 5 (50,00 g, 274,50 mmoli) a nast¢pnie
schtodzono mieszaning do temperatury 0-5°C. Do wkraplacza wprowadzono (33,93 g,

274,50 mmoli) chlorku N,N-dimetylotiokarbamoilowego 73 rozpuszczonego w 70 ml
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bezwodnego THF. Wkraplanie prowadzono przez 30 minut kontrolujagc temperature
reakcji aby nie przekroczyta 10°C. Zaobserwowano wytracanie si¢ produktu reakcji juz
po kilku minutach od momentu wkraplania chlorku N,N-dimetylotiokarbamoilowego
73. Po dodaniu catej jego ilosci doprowadzono mieszaning do temperatury pokojowej i
mieszajgc prowadzono reakcje jeszcze przez 60 minut. Po zakonczeniu reakcji uzyskang
zawiesing produktu odsaczono na lejku ze spiekiem szklanym, przemyto woda i
wysuszono w eksykatorze prézniowym. Otrzymano (69,59 g, wyd. 94%) bezowego
krystalicznego osadu ald 5a; t.t=177-179°C (lit. 173-176°C, [168]), R:=0,54
(heksan:EtOAc, 1:1).

O-(4-formylo-2,6-dimetoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (C12H15NO,S,
m.cz. 269,3168) (ald 5a). *H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm (8): 10.00 (s, 1H), 7.26 (s,
2H), 4.00 (s, 6H), 3.55 (s, 3H), 3.46 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCls) & 191.10,
186.64, 153.35, 136.89, 134.19, 106.32, 56.53, 43.55, 38.89.

4.5.3. Synteza S-tiokarbaminowych pochodnych benzaldehydéw
Synteza S-(2-formylo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminianu (ald 1b)

Reakcje przeprowadzono w czterech rzutach kazdorazowo wychodzac z tej samej
ilosci substratow.

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 250 ml wprowadzono (6,00 g, 25,07 mmoli)
O-tiokarbaminianu ald 1la i (112,81 g, 662,76 mmoli) eteru difenylowego. Nastgpnie
umieszczono kolbe na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny
termometr kontaktowy w tazni olejowej rozgrzanej do 250°C i utrzymujac stalg
temperature (kontrola temperatury wewnatrz kolby reakcyjnej, 240°C), ciaggle mieszajac
prowadzono reakcje przez 30 minut w atmosferze azotu. W czasie trwania reakcji
poczatkowo bezbarwny roztwor ciemniat uzyskujac ostatecznie barwe brunatng.
Lacznie w reakcjach wykorzystano (24,00 g, 100,28 mmoli) O-tiokarbaminianu ald 1a
oraz (451,24 g, 2651,04 mmoli) eteru difenylowego. Po zakonczeniu reakcji
poszczeg6lne partie polaczono 1 oddestylowano eter do okoto 1/10 objgtosci pod pompa
olejowa w temperaturze 94-96°C i ci$nieniu 1,5 mm Hg. Otrzymany osad odsaczono na
saczku ze spiekiem szklanym, przemyto heksanem 1 wysuszono. Nastepnie
przekrystalizowano z 30 ml eteru diizopropylowego z dodatkiem wegla aktywnego.
Otrzymano (14,19 g, wyd. 59%) jasnobragzowego krystalicznego osadu
ald 1b; t.t.=89-90°C (lit. 83-83,5°C, [166]), R=0,23 (heksan:EtOAc, 1:1).
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S-(2-formylo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (C;1H13NOsS, m.cz.
239,2908) (ald 1b). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 10.45 (s, 1H), 7.62 (d, J = 7.7
Hz, 1H), 7.51 (t, J = 8.2 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.21 (s, 3H),
3.01 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCl3) ppm (8): 191.66, 164.74, 160.11, 139.13,
131.06, 120.68, 120.51, 116.22, 56.55, 37.20.

Synteza S-(5-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminianu (ald 2b)

Reakcje przeprowadzono w dwoéch rzutach kazdorazowo wychodzac z tej samej
ilosci substratow.

Do kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml wprowadzono (14,67 g, 61,30
mmoli)
O-tiokarbaminianu ald 2a i (260,00 g, 1527,52 mmoli) eteru difenylowego. Nastepnie
umieszczono kolbe na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny
termometr kontaktowy w tazni olejowej rozgrzanej do 250°C i utrzymujac stalg
temperature (kontrola temperatury wewnatrz kolby reakcyjnej, 240°C), ciagle mieszajac
prowadzono reakcj¢ przez 120 minut w atmosferze azotu. W czasie trwania reakcji
poczatkowo bezbarwny roztwor ciemniat uzyskujac ostatecznie barwe brunatng.
Lacznie w reakcjach wykorzystano (29,34 g, 122,60 mmoli) O-tiokarbaminianu ald 2a
oraz (520,00 g, 3055,04 mmoli) eteru difenylowego. Po =zakonczeniu reakcji
poszczeg6lne partie polaczono 1 oddestylowano eter do okoto 1/10 objgtosci pod pompa
olejowa w temperaturze 94-96°C i ci$nieniu 1,5 mm Hg. Otrzymany osad odsaczono na
saczku ze spiekiem szklanym i przekrystalizowano z 100 ml mieszaniny heksanu z
octanem etylu w stosunku 1:1. Otrzymano (19,90 g, wyd. 54%) bezowego
krystalicznego osadu ald 2b; t.t.=126-128°C, R=0,15 (heksan:EtOAc, 1:1).

S-(5-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (C;1H13NO3S, m.cz.
239,2908) (ald 2b). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (3): 9.86 (s, 1H), 7.98 (s, 1H),
7.94 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 3.94 (s, 3H), 3.13 (s, 3H), 3.00 (s,
3H). °C NMR (126 MHz, CDCl3) ppm (8): 190.04, 165.33, 164.75, 140.19, 133.13,
129.92, 118.31, 111.43, 56.50, 36.97.

Synteza S-(4-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminianu (ald 3b)

Reakcje przeprowadzono w dwoch rzutach kazdorazowo wychodzac z tej samej

ilo$ci substratow.
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Do kolby okragtodennej o pojemnosci 250 ml wprowadzono (11,5 g, 48,05 mmoli)
O-tiokarbaminianu ald 3a i (200 g, 1175,02 mmoli) eteru difenylowego. Nastgpnie
umieszczono kolbe na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny
termometr kontaktowy w tazni olejowej rozgrzanej do 250°C 1 utrzymujac stalg
temperature (kontrola temperatury wewnatrz kolby reakcyjnej, 240°C), ciggle mieszajac
prowadzono reakcj¢ przez 45 minut w atmosferze azotu. W czasie trwania reakcji
poczatkowo bezbarwny roztwor ciemniat uzyskujac ostatecznie barwe brunatng.
Lacznie w reakcjach wykorzystano (23 g, 96,1 mmoli) O-tiokarbaminianu ald 3a oraz
(400 g, 2350,04 mmoli) eteru difenylowego. Po zakonczeniu reakcji poszczegodlne
partie potagczono i oddestylowano eter do okoto 1/10 objetosci pod pompag olejowa w
temperaturze 94-96°C i ci$nieniu 1,5 mm Hg. Otrzymany osad odsaczono na saczku ze
spiekiem szklanym, przemyto heksanem i wysuszono. Otrzymano (19,87 g, wyd. 86%)
bezowego krystalicznego osadu ald 3b; t.t.=108-110°C (lit. 106-109°C, [167]), R=0,28
(heksan:EtOAc, 1:1).

S-(4-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (C1;H13NO3S, m.cz.
239,2908) (ald 3b). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (3): 9.81 (s, 1H), 7.51 (d, J = 7.6
Hz, 1H), 7.31 — 7.22 (m, 2H), 3.76 (s, 3H), 2.96 (s, 3H), 2.84 (s, 3H). **C NMR (126
MHz, CDCls) 6 191.56, 164.87, 160.14, 138.44, 138.01, 125.03, 123.59, 109.48, 56.30,
37.02.

Synteza S-(4-formylo-2-bromo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminianu
(ald 4b)

Reakcje przeprowadzono w czterech rzutach kazdorazowo wychodzac z tej same;j
ilosci substratow.

Do kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml wprowadzono (6,00 g, 18,86 mmoli)
O-tiokarbaminianu ald 4a i (112,81 g, 662,76 mmoli) eteru difenylowego. Nastgpnie
umieszczono kolbe na mieszadle magnetycznym wyposazonym w  elektroniczny
termometr kontaktowy w lazni olejowej rozgrzanej do 250°C i utrzymujac stala
temperature (kontrola temperatury wewnatrz kolby reakcyjnej, 240°C), ciggle mieszajac
prowadzono reakcje przez 15 minut w atmosferze azotu. W czasie trwania reakcji
poczatkowo bezbarwny roztwor ciemniat uzyskujac ostatecznie barwe brunatng.
Lacznie w reakcjach wykorzystano (24,00 g, 75,44 mmoli) O-tiokarbaminianu ald 4a
oraz (451,24 g, 2651,04 mmoli) eteru difenylowego. Po zakonczeniu reakcji
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poszczegblne partie polaczono 1 oddestylowano eter do okoto 1/10 objetosci pod pompag
olejowa w temperaturze 94-96°C i ci$nieniu 1,5 mm Hg. Otrzymany osad odsgczono na
saczku ze spiekiem szklanym i przekrystalizowano z 100 ml mieszaniny heksanu z
octanem etylu w stosunku 1:1. Otrzymano (22,69 g, wyd. 94%) bezowego
krystalicznego osadu ald 4b; t.t.=170-173°C, R=0,19 (heksan:EtOAc, 1:1).

S-(4-formylo-2-bromo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian
(C11H12BrNOsS, m.cz. 318,1869) (ald 4b). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 9.92
(s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.38 (s, 1H), 3.93 (s, 3H), 3.17 (s, 3H), 3.01 (s, 3H). *C NMR
(126 MHz, CDCls) ppm (3): 190.24, 163.53, 161.90, 138.57, 133.16, 127.66, 126.73,
108.60, 56.85, 37.26, 36.99.

Synteza S-(4-formylo-2,6-dimetoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminianu (ald 5b)

Reakcje przeprowadzono w szesciu rzutach.

| - piec partii.

Do kolby okraglodennej o pojemnosci 500 ml wprowadzono (13,00 g, 48,27

mmoli)
O-tiokarbaminianu ald 5a i (231,77 g, 1361,67 mmoli) eteru difenylowego. Nastgpnie
umieszczono kolb¢ na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny
termometr kontaktowy w tazni olejowej rozgrzanej do 250°C i utrzymujac stala
temperature (kontrola temperatury wewnatrz kolby reakcyjnej, 240°C), ciggle mieszajac
prowadzono reakcje przez 15 minut w atmosferze azotu. W czasie trwania reakcji
poczatkowo bezbarwny roztwor ciemniat uzyskujac ostatecznie barwe brunatng.

Il - jedna partia.

Do kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml wprowadzono (4,59 g, 17,04 mmoli)
O-tiokarbaminianu ald 5a i (76,50 g, 449,44 mmoli) eteru difenylowego. Nastgpnie
umieszczono kolb¢ na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny
termometr kontaktowy w tazni olejowej rozgrzanej do 250°C 1 utrzymujac stalg
temperature (kontrola temperatury wewnatrz kolby reakcyjnej, 240°C), ciagle mieszajac
prowadzono reakcje przez 15 minut w atmosferze azotu. W czasie trwania reakcji
poczatkowo bezbarwny roztwor ciemniat uzyskujac ostatecznie barwe brunatna.

L.acznie w reakcjach wykorzystano (69,59 g, 258,40 mmoli) O-tiokarbaminianu ald
5a oraz (1235,35 g, 7257,79 mmoli) eteru difenylowego. Po zakonczeniu reakcji

poszczegblne partie potaczono i oddestylowano eter do okoto 1/10 objetosci pod pompa
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olejowg w temperaturze 94-96°C i ci$nieniu 1,5 mm Hg. Otrzymany osad odsgczono na
saczku ze spiekiem szklanym i przekrystalizowano z 500 ml THF. Otrzymano (57,42 g,
wyd. 82%) biatego krystalicznego osadu ald 5b; t.t.=191-194°C (lit. 183-186°C, [Blad!
Nie zdefiniowano zakladki.168]), R=0,17 (heksan:EtOAc, 1:1).

S-(4-formylo-2,6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (C;,HisNO,4S, m.cz.
269,3168) (ald 5b). "H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (3): 9.96 (s, 1H), 7.11 (s, 2H),
3.93 (s, 6H), 3.18 (s, 3H), 2.99 (s, 3H). **C NMR (126 MHz, CDCls) § 191.52, 164.48,
161.68, 138.63, 112.58, 104.89, 56.62, 37.29, 36.95.

45.4. Synteza cyklicznych acetali (1,3-dioksolanéw) wybranych
S-tiokarbaminowych pochodnych benzaldehydéw

Synteza S-[2-bromo-4-(1,3-dioksolano-2-ylo)-6-metoksyfenylo]-N,N-dimetylotio-

karbaminianu (ald4bzab)

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 250 ml zaopatrzonej w aparat Deana-Starka,
chlodnice zwrotng zabezpieczong rurkg z bezwodnym CaCl, umieszczong na mieszadle
magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy wprowadzono
(14,99 g, 47,10 mmoli) S-tiokarbaminianu ald4b, (0,084 g, 0,40 mmoli) dihydratu
kwasu p-toluenosulfonowego, (6,52 g, 105,00 mmoli) glikolu etylenowego 74 oraz 65
ml bezwodnego toluenu. Kolb¢ reakcyjna umieszczono w tazni olejowej 1 reakcje
prowadzono w temperaturze 145°C przez 2,5 godziny. Nastgpnie mieszaning reakcyjng
ochtodzono i wytrzagsano ze 70 ml 0,1M roztworu NaOH i 70 ml solanki. Faze
organiczng osuszono nastepnie bezwodnym MgSQa, przesgczono a toluen odparowano
na wyparce obrotowej pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano (13,20 g, wyd. 77%)
kremowego krystalicznego osadu ald4bzab; t.t.=106-107°C, R=0,47 (heksan:EtOAc,
1:3).

S-[2-bromo-4-(1,3-dioksolano-2-ylo)-6-metoksyfenylo]-N,N-dimetylotiokarb-
aminian (C13H1sBrNO,S, m.cz. 362,2394) (ald 4bzab). *H NMR (500 MHz, CDCls)
ppm (8): 7.43 (d, J = 1.3 Hz, 1H), 7.01 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 5.83 (s, 1H), 4.09 — 4.05 (m,
2H), 4.04 — 4.00 (m, 2H), 3.88 (s, 3H), 3.16 (s, 3H), 3.01 (s, 3H). *C NMR (126 MHz,
CDCl3) ppm (8): 162.20, 159.21, 140.22, 130.32, 120.90, 117.26, 105.96, 99.92, 62.87,
54.37.
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Synteza S-[4-(1,3-dioksolano-2-ylo)-2,6-dimetoksyfenylo]-N,N-dimetylotiokarb-

aminian (ald 5bzab)

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 500 ml zaopatrzonej w aparat Deana-Starka,
chtodnice zwrotng zabezpieczong rurkg z bezwodnym chlorkiem wapnia umieszczong
na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy
wprowadzono (60,00 g, 222,80 mmoli) S-tiokarbaminianu ald5b, (0,34 g, 1,61 mmoli)
dihydratu kwasu p-toluenosulfonowego, (30,73 g, 495,10 mmoli) glikolu etylenowego
74 oraz 310 ml bezwodnego toluenu. Kolbe reakcyjng umieszczono w tazni olejowej i
reakcje prowadzono w temperaturze 145°C przez 2,5 godziny. Nastepnie mieszaning
reakcyjng ochtodzono i wytrzasano ze 150 ml 0,1M roztworu NaOH i 150 ml solanki.
Faze organiczng osuszono nastgpnie bezwodnym MgSO,4, przesaczono a toluen
odparowano na wyparce obrotowej pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymano (65,80 g,
wyd. 94%) kremowego krystalicznego osadu ald5bzab; t.t.= 121-123°C, R=0,24
(heksan:EtOAc, 1:3).

S-[4-(1,3-dioksolano-2-ylo)-2,6-dimetoksyfenylo]-N,N-dimetylotiokarbaminian
(C14H19NOsS, m.cz. 313,3694) (ald 5bzab). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 6.75
(s, 2H), 5.86 (s, 1H), 4.12 — 4.07 (m, 2H), 4.07 — 4.01 (m, 2H), 3.88 (s, 6H), 3.17 (s,
3H), 2.99 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCls) ppm (8): 165.45, 161.30, 142.10,
105.36, 103.11, 102.10, 65.11, 56.44.

4.5.5. Synteza metylotiobenzaldehydéw

Synteza 2-merkapto-3-metoksybenzaldehydu (ald 1c)

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 100 ml zaopatrzonej w chtodnicg zwrotng
umieszczono (10 g, 41,79 mmoli) pochodnej S-tiokarbaminianowej ald 1b oraz 37,3 ml
10% metanolowego roztworu KOH (2,95 g, 52,50 mmoli), co stanowi 25% nadmiar
molowy KOH w stosunku do ald 1b. Uktad ogrzewano na mieszadle magnetycznym
wyposazonym Ww elektroniczny termometr kontaktowy, z wykorzystaniem *lazni
olejowej w temperaturze 80°C, w atmosferze azotu przez 2 godziny. Zaobserwowano
stopniowa zmian¢ barwy mieszaniny reakcyjnej z jasnozoéttej na pomaranczows.
Nastepnie dodano okoto 10 ml wody destylowanej po czym doprowadzono do pH
kwasowego za pomoca 5% roztworu kwasu solnego obserwujac wyraZzne zmgtnienie
roztworu. Faz¢ wodng ekstrahowano trzema porcjami octanu etylu (3x20ml). Warstwy

organiczne polgczono i trzykrotnie ekstrahowano roztworem solanki (3x10ml) osuszono
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bezwodnym MgSO,, a nastgpnie odparowano na wyparce pod zmniejszonym
ci$nieniem otrzymujac (5,44 g, wyd. 77%) produktu ald 1c w postaci zottego oleju,
ktory skrystalizowal po ochtodzeniu; t.t.=55-57°C (lit. 41-42°C, [166]), R{=0,45
(heksan:EtOAc, 10:4).

Synteza 3-metoksy-2-metylotiobenzaldehydu (ald 1d)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 100 ml umieszczono (5,32 g, 31,50 mmol)
merkaptobenzaldehydu ald 1c oraz 80ml bezwodnego DMF ciagle mieszajac na
mieszadle magnetycznym w celu rozpuszczenia substratu. Nastepnie dodano bezwodny
KoCOs; (6,54 g, 47,30 mmol). Do kolby podiaczono wkraplacz do ktérego
wprowadzono 2,4 ml jodku metylu (5,37 g, 37,86 mmol) co stanowi 20% nadmiar
molowy w stosunku do ald 1b. Rozpoczeto powolne dodawanie reagenta w tempie
lkropla/s i zaobserwowano zmiang¢ zabarwienia roztworu z pomaranczowego na zotty.
Reakcje pozostawiono w temperaturze pokojowej na 22 godziny ciggle mieszajac. Po
zakonczeniu reakcji zawiesing wylano na 200 ml wody z lodem. Wytracony osad
surowego produktu odsaczono, przemyto woda oraz przekrystalizowano z 25 ml 2-
propanolu otrzymujac (3,10 g, wyd. 58%) aldehydu ald 1d; t.t.=57-59°C (lit. 55,5-
56,5°C, [169]), R+=0,68 (heksan:EtOAc, 1:1).

3-metoksy-2-metylotiobenzaldehyd (CgH100.S, m.cz. 182,24) (ald 1d). 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) ppm (8): 10.79 (s, 1H, C1-CHO), 7.52 (d, J = 7.7 Hz, 1H, C6-H),
7.40 (t, J = 7.9 Hz, 1H, C5-H), 7.12 (d, J = 8.1 Hz, 1H, C4-H), 3.97 (s, 3H, C3-OCHy),
2.42 (s, 3H, C2-SCH3). *C NMR (126 MHz, CDCl3) ppm (8): 192.62 (C1-CHO),
160.36 (C3), 138.48 (C1), 129.33 (C5), 128.67 (C2), 120.20 (C6), 115.80 (C4), 56.23
(C3-OCHy3), 18.87 (C2-SCH3) . LRMS (EI) m/z 182 ([M]*, 100%).

Synteza 4-metoksy-3-metylotiobenzaldehydu (ald 2d)

W kolbie dwuszyjnej o pojemnosci 250 ml zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
umieszczono (10,05 g, 42,00 mmoli) pochodnej S-tiokarbaminianowej ald 2b oraz 37,3
ml 10% metanolowego roztworu KOH (2,95 g, 52,50 mmoli), co stanowi 25% nadmiar
molowy KOH w stosunku do ald 2b. Uktad ogrzewano na mieszadle magnetycznym
wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy, z wykorzystaniem tazni
olejowej w temperaturze 80°C, w atmosferze azotu przez 2,5 godziny. Zaobserwowano
stopniowg zmian¢ barwy mieszaniny reakcyjnej z jasnozottej na intensywnie z6tta. Po
ochlodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej do kolby podtaczono

93



Cze$¢ doswiadczalna

wkraplacz do ktorego wprowadzono 3,2 ml jodku metylu (7,17 ¢, 50,48 mmol) co
stanowi 20% nadmiar molowy w stosunku do ald 2b. Rozpoczeto powolne dodawanie
reagenta w tempie 1kropla/s i zaobserwowano stopniowe odbarwienie roztworu.
Reakcje pozostawiono w temperaturze pokojowej na 20 godziny ciagle mieszajac.
Mieszaning reakcyjng wylano nastepnie na 200 ml wody z lodem. Wytrgcony osad
surowego produktu odsaczono, przemyto woda i wysuszono. Przekrystalizowano z 100
ml heksanu otrzymujac (7,25 g, wyd. 95%) aldehydu ald 2d; t.t.=47-49°C (lit. 38-39°C,
[169], Rs=0,61 (heksan:EtOAc, 1:1).

4-metoksy-3-metylotiobenzaldehyd (CgH100,S, m.cz. 182,24) (ald 2d). ‘H NMR
(400 MHz, CDClI3) ppm (8): 9.87 (s, 1H, C1-CHO), 7.66 (s, 1H, C2-H), 7.64 (d, J = 8.4
Hz, 1H, C6-H), 6.93 (d, J = 8.2 Hz, 1H, C5-H), 3.98 (s, 3H, C4-OCHj3), 2.49 (s, 3H,
C3-SCH3). C NMR (101 MHz, CDCls) ppm (8): 190.58 (C1-CHO), 160.66 (C4),
130.27 (C1), 129.84 (C6), 129.43 (C3), 124.98 (C2), 109.35 (C5), 56.21 (C4-OCHj5)
14.23 (C3-SCHs). LRMS (El) m/z 182 ([M]", 100%)).

Synteza 3-metoksy-4-metylotiobenzaldehydu (ald 3d)

W kolbie dwuszyjnej o pojemnosci 250 ml zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
umieszczono (10,00 g, 41,79 mmoli) pochodnej S-tiokarbaminianowej ald 3b oraz 37,3
ml 10% metanolowego roztworu KOH (2,95 g, 52,50 mmoli), co stanowi 25% nadmiar
molowy KOH w stosunku do ald 3b. Uktad ogrzewano na mieszadle magnetycznym
wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy, z wykorzystaniem *tazni
olejowej w temperaturze 80°C, w atmosferze azotu przez 2,5 godziny. Zaobserwowano
stopniowa zmian¢ barwy mieszaniny reakcyjnej z jasnozottej na jasnobrazowa. Po
ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej do kolby podtaczono
wkraplacz do ktérego wprowadzono 3,2 ml jodku metylu (7,17 g, 50,48 mmol) co
stanowi 20% nadmiar molowy w stosunku do ald 3b. Rozpoczeto powolne dodawanie
reagenta w tempie 1kropla/s i zaobserwowano stopniowe odbarwienie roztworu.
Reakcj¢ pozostawiono w temperaturze pokojowej na 24 godziny ciaggle mieszajac.
Mieszanine reakcyjng wylano nastepnie na 200 ml wody z lodem. Wytracony osad
produktu odsaczono, przemyto woda i wysuszono. Otrzymano (7,50 g, wyd. 98%)
aldehydu ald 3d; t.t.=44-46°C (lit. 41-43°C, [167]), R+=0,66 (heksan:EtOAc, 1:1).

3-metoksy-4-metylotiobenzaldehyd (CoH100,S, m.cz. 182,24) (ald 3d). 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) ppm (8): 9.90 (s, 1H, C1-CHO), 7.44 (d, J = 7.9 Hz, 1H, C6-H),
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7.31 (s, 1H, C2-H), 7.21 (d, J = 7.9 Hz, 1H, C5-H), 3.96 (s, 3H, C3-OCHs), 2.48 (s, 3H,
C4-SCH3). ®C NMR (126 MHz, CDCls) ppm (3): 191.29 (C1-CHO), 155.87 (C3),
137.39 (C1), 133.83 (C4), 125.24 (C2), 123.70 (C6), 107.12 (C5), 56.02 (C3-OCHa),
13.98 (C4-SCHs). LRMS (EI) m/z 182 ([M]", 100%).

Synteza 3-bromo-5-metoksy-4-metylotiobenzaldehydu (ald 4d)

W kolbie dwuszyjnej o pojemnosci 250 ml zaopatrzonej w chiodnice zwrotng
umieszczono (12,00 g, 33,10 mmoli) pochodnej S-tiokarbaminianowej ald 4bzab oraz
120 ml 10% metanolowego roztworu KOH (9,49 g, 169,13 mmoli). Uktad ogrzewano
na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy, z
wykorzystaniem tazni olejowej w temperaturze 80°C, w atmosferze azotu przez 3
godziny. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej do kolby
podtaczono wkraplacz do ktorego wprowadzono 4,8 ml siarczanu dimetylu (6,37 g,
49,65 mmoli) co stanowi 50% nadmiar molowy w stosunku do ald 4bzab. Rozpoczeto
powolne dodawanie reagenta w tempie lkropla/s. Po dodaniu catej ilosci siarczanu
dimetylu mieszaning reakcyjng ogrzano do temperatury 55°C. Reakcj¢ prowadzono w
tej temperaturze przez 1 godzing po czym zakwaszono do pH okoto 3-4 (zmetnienie
roztworu) i dalej prowadzono jeszcze przez 2 godziny. Mieszaning reakcyjng wylano
nastepnie na 500 ml wody z lodem. Wytracony osad produktu odsgczono, przemyto
wodg i wysuszono. Otrzymano (5,10 g, wyd. 50%) aldehydu ald 4d; t.t.=65-66°C,
R=0,65 (heksan:EtOAc, 1:1).

5-bromo-3-metoksy-4-metylotiobenzaldehyd (CoHgBrO,S, m.cz. 261,14) (ald 4d).
'"H NMR (400 MHz, CDCl3) ppm (8): 9.88 (s, 1H, C1-CHO), 7.69 (s, 1H, C6-H), 7.31
(s, 1H, C2-H), 3.97 (s, 3H, C3-OCHj3), 2.50 (s, 3H, C4-SCH3). *C NMR (101 MHz,
CDCl3) ppm (3): 190.08 (C1-CHO), 160.85 (C3), 136.64 (C5), 134.20 (C1), 129.27
(C4), 128.06 (C6), 107.96 (C2), 56.47 (C3-OCHj3), 18.14 (C4-SCHz3). LRMS (EI) m/z
260 ([M]", 92%), 262 (100%)

Synteza 3,5-dimetoksy-4-metylotiobenzaldehydu (ald 5d)

W kolbie dwuszyjnej o pojemnosci 500 ml zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
umieszczono (65,70 g, 209,70 mmoli) pochodnej S-tiokarbaminianowej ald 5bzab oraz
186 ml 10% metanolowego roztworu KOH (14,71 g, 262,13 mmoli). Uktad ogrzewano
na mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy, z

wykorzystaniem tazni olejowej w temperaturze 80°C, w atmosferze azotu przez 7
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godzin. Po ochtodzeniu mieszaniny reakcyjnej do temperatury pokojowej do kolby
podtaczono wkraplacz do ktérego wprowadzono 29,8 ml siarczanu dimetylu (39,68 g,
314,55 mmoli) co stanowi 50% nadmiar molowy w stosunku do ald 5bzab. Rozpoczgto
powolne dodawanie reagenta w tempie lkropla/s. Po dodaniu catej ilosci siarczanu
dimetylu mieszaning reakcyjng ogrzano do temperatury 55°C. Reakcj¢ prowadzono w
tej temperaturze przez 1 godzing po czym zakwaszono do pH okoto 3-4 (zmgtnienie
roztworu) i dalej prowadzono jeszcze przez 2 godziny. Mieszaning reakcyjna wylano
nastepnie na 500 ml wody z lodem. Wytragcony osad produktu odsaczono, przemyto
wodg i wysuszono. Otrzymano (21,50 g, wyd. 48%) aldehydu ald 5d; t.t.=50-52°C (lit.
55-56°C, [168]), R+=0,58 (heksan:EtOAc, 1:1).

3,5-dimetoksy-4-metylotiobenzaldehyd (C1oH1,03S, m.cz. 212,27) (ald 5d). *H NMR
(400 MHz, CDCls) ppm (8): 9.91 (s, 1H, C1-CHO), 7.05 (s, 2H, C2-H, C6-H), 3.96 (s,
6H, C3-OCHs, C5-OCHy), 2.45 (s, 3H, C4-SCH3). C NMR (101 MHz, CDCls) ppm
(8): 191.32 (C1-CHO), 160.39 (C3, C5), 136.26 (C1), 120.76 (C4), 104.71 (C2, C6),
56.33 (C3-OCHa, C5-OCHs), 17.46 (C4-SCH3). LRMS (EI) m/z 212 ([M]", 100%).

4.5.6. Synteza pochodnych kwasu a-fenylocynamonowego (Kom-C)

Synteza kwasu (E)-3-(3-metoksy-2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-
prop-2-enowego (Kom-C4)

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 25 ml zaopatrzonej w chlodnice zwrotng
umieszczono (0,71 g, 3,1 mmoli) kwasu 3,4,5-trimetoksyfenylooctowego 44, (0,56 g,
3,1 mmoli) metylotiopochodnej benzaldehydu ald 1d, 2 ml bezwodnika kwasu
octowego oraz 2 ml trietyloaminy (1,45 g, 14,33 mmoli). Uklad ogrzewano na
mieszadle magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy, z
wykorzystaniem tazni olejowej w temperaturze 115°C, w atmosferze azotu przez 3
godziny. W trakcie trwania reakcji mieszanina reakcyjna zmienila zabarwienie na
ciemnobrgzowy. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej dodano 30 ml 5% roztworu
kwasu solnego a wytracony osad odsgczono na lejku ze szkta spiekanego, przemyto
woda oraz rozpuszczono w 50 ml 10% roztworu NaOH w temperaturze 40°C.
Uzyskany roztwor ekstrahowano octanem etylu (3x20ml). Potaczone warstwy
organiczne odrzucono a warstwe wodng zakwaszono 5% roztworem kwasu solnego.

Uzyskany osad surowego produktu odsgczono, przemyto woda i przekrystalizowano z
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40 ml mieszaniny izopropanolu. Otrzymano (0,40 g, wyd. 33%) jasnozoltego

krystalicznego produktu Kom-C4; t.t.=178-180°C, R¢=0,44 (CHCI3:MeOH, 10:1).

Kwas (E)-3-(3-metoksy-2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)prop-2-enowy
(C20H2206S, m.cz. 390,45) (Kom-C4). 'H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (3): 8.46 (s,
1H, Cvin’-H), 6.99 (t, J = 8.0 Hz, 1H, C5’-H), 6.77 (d, J = 8.2 Hz, 1H, C6’-H), 6.47 (d,
J=7.8Hz, 1H, C4’-H), 6.38 (s, 2H, C2-H, C6-H), 3.91 (s, 3H, C4-OCHj3), 3.83 (s, 3H,
C3’-OCHs3), 3.69 (s, 6H, C3-OCHj3, C5-OCHs3), 2.42 (s, 3H, C2°-SCHs3). *C NMR (126
MHz, CDCl3) ppm (8): 172.36 (COOH), 159.75 (C3°), 152.95 (C3, C5), 141.97
(Cvin®), 139.48 (C4), 137.71 (C1°), 132.30 (Cvin), 129.88 (C2’), 128.52 (C5’), 125.12
(C1), 122,56 (C6’), 110.82 (C4’), 107.52 (C2, C6), 60.87 (C4-OCHjs), 56.04 (C3-
OCHj3, C5-OCHj3), 55.93 (C3°-OCHs3), 18.41 (C2-SCHs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3068
(v =Car-H), 2958 (vas CH3), 2932 (bs v O-H), 2851 (vs CH3), 2832 (v O-CHj3), 1682 (v
C=0), 1578 (v Ca=Car), 1506 (v Car=Car), 1454 (355 CH3), 1407 (35 CH3), 1265 (v C-
0), 1237 (vas Car-O-C), 1125 (v C-O-C), 1065 (vs Car-O-C), 967 (y°°° =Cyin-H), 795 (y°*°
=Car-H), 741 (y°® =Car-H), 724 (y°® =Ca-H). LRMS (El) m/z 390,1 ([M]", 58,5%),
325,1 (100%). HRMS (EIl) m/z obliczone dla CyoH»,06S: 390,11316. Znaleziono:
390,11490.

Synteza kwasu (E)-2-(2-metylotiofenylo)-3-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-prop-2-

enowego (Kom-C6)

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 25 ml zaopatrzonej w chtodnice zwrotng
umieszczono (1,15 g, 4,40 mmoli) kwasu 3,4,5-trimetoksyfenylooctowego 44, (0,67 g,
4,40 mmoli) 2-metylotiobenzaldehydu 75, 2 ml bezwodnika kwasu octowego oraz 2 mi
trietyloaminy (1,45 g, 14,33 mmoli). Uktad ogrzewano na mieszadle magnetycznym
wyposazonym Ww elektroniczny termometr kontaktowy, z wykorzystaniem *lazni
olejowej w temperaturze 115°C, w atmosferze azotu przez 5 godziny. W trakcie trwania
reakcji mieszanina reakcyjna zmienita zabarwienie na ciemnobrazowy. Po ochtodzeniu
do temperatury pokojowej dodano kroplami 3 ml stezonego kwasu solnego a wytragcony
osad odsagczono na lejku ze szkla spiekanego, przemyto 80% etanolem i
przekrystalizowano z 40 ml mieszaniny izopropanolu i wody w stosunku 1:1.
Otrzymano (0,43 g, wyd. 26%) jasnozottego krystalicznego produktu Kom-C6;
t.t.=190-192°C, R=0,43 (CHCI3:MeOH, 10:1).
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Kwas (E)-3-(2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)prop-2-enowy
(C10H2005S, m.cz. 360,42) (Kom-C6). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (3): 8.23 (s,
1H, Cvin’-H), 7.26 (d, J = 7.2 Hz, 1H, C3’-H), 7.20 (t, J = 8.3 Hz, 1H, C4’-H), 6.87 (t,
J = 7.9 Hz, 1H, C5°-H), 6.79 (d, J = 7.3 Hz, 1H, C6’-H), 6.40 (s, 2H, C2-H, C6-H),
3.84 (s, 3H, C4-OCHy3), 3.69 (s, 6H, C3-OCH3, C5-OCHg), 2.53 (s, 3H, C2°-SCHs3). **C
NMR (126 MHz, CDCIl3) ppm (8): 172.22 (COOH), 153.02 (C3, C5), 140.00 (C2’),
139.45 (Cvin’), 137.81 (C4), 133.69 (Cvin), 132.83 (C1°), 129.89 (C3’), 129.78 (C1),
129.25 (C6’), 125.96 (C4°), 124.76 (C5’), 107.41 (C2, C6), 60.87 (C4-OCHpg), 56.04
(C3-OCHjs, C5-OCHg), 16.32 (C2’-SCH3). FTIR ATR (KBr) cm™: 3062 (v =Car-H),
2965 (vas CH3), 2924 (bs v O-H), 2829 (v O-CHgs), 1684 (v C=0), 1582 (v Ca=Cay),
1507 (v Car=Car), 1454 (8as CH3), 1409 (8s CH3), 1261 (v C-0O), 1238 (vas Car-0-C),
1125 (v C-0O-C), 1066 (vs Ca-O-C), 898 (y°® =Car-H), 834 (y°®® =Car-H), 740 (y°%°
=Car-H). LRMS (EI) m/z 360,1 ([M]*, 100%), 295,1 (93,3%). HRMS (El) m/z
obliczone dla C19H2005S: 360,10260. Znaleziono: 360,10550.

4.5.7. Synteza pochodnych (Z)-stilbenu (Kom)

Synteza (Z)-1-(3-metoksy-2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenu
(Kom4)

Do kolby okraglodennej o pojemnosci 50 ml wprowadzono (0,31 g, 0,77 mmoli)
pochodnej kwasu a-fenylocynamonowego Kom-C4, (0,41 g, 6,40 mmoli) miedzi oraz
(3,18 g, 24 mmoli) chinoliny. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze 200°C w atmosferze
azotu przez 2,5 godziny. Mieszanin¢ reakcyjng ochtodzono do temperatury pokojowe;j
oraz rozcienczono 30 ml octanu etylu i odsgczono miedz na lejku Biichnera,
przemywajac kolbke i saczek octanem etylu w celu minimalizacji strat. Warstwe
organiczng przemyto 5% roztworem kwasu solnego (3x20ml). Fazy wodne potaczono i
przemyto trzema porcjami octanu etylu (3x10ml). Warstwy organiczne potaczono i
przemyto solanka (3x20ml), nastgpnie osuszono bezwodnym MgSO, i odparowano
rozpuszczalnik na wyparce obrotowej pod zmniejszonym cisnieniem otrzymujac oleista
brunatng ciecz. Nastepnie przeprowadzono chromatografi¢ kolumnowa (heksan:EtOAc,
10:1). Uzyskano (0,11 g, wyd. 39%) biatego osadu Kom4; t.t.=78-80°C, R:=0,67
(heksan:EtOAc, 10:1).

(Z2)-1-(3-metoksy-2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)eten  (C19H204S
m.cz. 346,44) (Kom4). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (3): 7.14 (t, J = 8.0 Hz, 1H,
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C5’-H), 6.90 (d, J = 7.7 Hz, 1H, C6’-H), 6.87 (d, J = 12.1 Hz, 1H, Cvin’-H), 6.79 (d, J
= 8.2 Hz, 1H, C4’-H), 6.54 (d, J = 12.1 Hz, 1H, Cvin-H), 6.37 (s, 2H, C2-H, C6-H),
3.92 (s, 3H, C4-OCHgs), 3.80 (s, 3H, C3’-OCHg), 3.60 (s, 6H, C3-OCHj3;, C5-OCHy3),
2.36 (s, 3H, C2’-SCH3). *C NMR (126 MHz, CDCls) ppm (8): 160.01 (C3°), 152.63
(C3, C5), 142.98 (C4), 137.14 (C1°), 132.11 (C2’), 129.96 (Cvin), 129.41 (Cvin’),
128.68 (C5’), 123.45 (C1), 122.49 (C6’), 109.58 (C4’), 106.22 (C2, C6), 60.84 (C4-
OCHj3), 55.95 (C3’-OCHj3), 55.71 (C3-OCHj;, C5-OCHjg), 18.17 (C2’-SCHs). FTIR
ATR (KBr) cm™: 3117 (v =Cas-H), 3055 (v =Car-H), 3010 (v =Cyin-H), 2967 (vas CHa),
2942 (v CHj3), 2825 (v O-CHj3), 1581 (v Ca=Car), 1507 (v Ca=Ca), 1467 (32 CHs3),
1396 (85 CH3), 1252 (vas Ca-O-C), 1119 (v C-O-C), 1064 (vs Ca-O-C), 964 (y°°° =Cyin-
H), 838 (y°® =Car-H) 780 (y°® =Car-H), 722 (y°®° =Car-H). LRMS (EI) m/z 346,1 ([M]",
100%). HRMS (EI) m/z obliczone dla C19H200sS: 346,12333. Znaleziono: 346,12108.

Synteza (Z)-1-(2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)etenu (Kome6)

Do kolby okraglodennej o pojemnosci 50 ml wprowadzono (0,30 g, 0,83 mmoli)
pochodnej kwasu a-fenylocynamonowego Kom-C6, (0,45 g, 6,90 mmoli) miedzi oraz
(3,26 g, 25,19 mmoli) chinoliny. Reakcj¢ prowadzono w temperaturze 200°C w
atmosferze azotu przez 2,5 godziny. Mieszaning reakcyjng ochtodzono do temperatury
pokojowej oraz rozcienczono 30 ml octanu etylu i odsagczono miedz na lejku Biichnera,
przemywajac kolbke i saczek octanem etylu w celu minimalizacji strat. Warstwe
organiczng przemyto 5% roztworem kwasu solnego (3x20ml). Fazy wodne potaczono i
przemyto trzema porcjami octanu etylu (3x10ml). Warstwy organiczne potgczono i
przemyto solankg (3x20ml), nastgpnie osuszono bezwodnym MgSO, i odparowano
rozpuszczalnik na wyparce obrotowej pod zmniejszonym ci§nieniem otrzymujac oleistg
brunatng ciecz. Nast¢pnie przeprowadzono chromatografi¢ kolumnowg (heksan:EtOAc,
10:1). Uzyskano (0,10 g, wyd. 37%) biatego osadu Komé6, t.t.=73-75°C, R¢=0,68
(heksan:EtOAc, 10:1).

(Z2)-1-(2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)eten (3,4,5-trimetoksy-2’-
metylotio-cis-stilben) (CigH2003S, m.cz. 316,41) (Kom6). *H NMR (400 MHz,
CDCl3) ppm (8): 7.26 — 7.18 (m, 3H, C3’-H, C4’-H, C6’-H), 7.08 — 7.02 (m, 1H, C5’-
H), 6.64 (d, J = 12.0 Hz, 1H, Cvin’-H), 6.56 (d, J = 12.0 Hz, 1H, Cvin-H), 6.37 (s, 2H,
C2-H, C6-H), 3.80 (s, 3H, C4-OCH3), 3.59 (s, 6H, C3-OCH3, C5-OCHg3), 2.47 (s, 3H,
C2’-SCHs). °C NMR (101 MHz, CDCls) ppm (8): 152.66 (C3, C5), 137.68 (C2),
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137.27 (C4), 136.54 (C1°), 131.92 (C1), 131.29 (C3’), 129.48 (Cvin), 127.85 (C6’),
127.66 (Cvin®), 125.26 (C4°), 124.69 (C5’), 106.15 (C2, C6), 60.83 (C4-OCHs), 55.70
(C3-OCHs, C5-OCHs), 15.61 (C2’-SCHs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3076 (v =Car-H),
3056 (v=Car-H), 3010 (v =Cyin-H), 2959 (vas CHs), 2936 (v CHs), 2836 (v O-CHs), 1580
(v Ca=Ca), 1506 (v CaAr=Cay), 1450 (855 CHs), 1399 (8; CH3), 1236 (vas Ca-O-C), 1126
(v C-0O-C), 1013 (vs Car-O-C), 961 (y°® =Cyin-H), 868 (y°® =Car-H) 852 (y°°" =Car-H),
745 (y°°P =Ca-H). LRMS (EI) m/z 316,1 ([M]", 100%). HRMS (EI) m/z obliczone dla
C19H200sS: 316,11277. Znaleziono: 316,11370.

4.5.8. Synteza oksazolowych pochodnych CA-4 (KomOx)

Synteza kwasu 4-toluenosulfinowego (77) [95]

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 500 ml umieszczono (21,38 g, 120 mmoli)
soli sodowej kwasu 4-toluenosulfinowego 76 oraz 90 ml wody destylowanej. Uktad
ogrzewano w temperaturze 40°C intensywnie mieszajagc za pomocg mieszadla
magnetycznego do momentu rozpuszczenia substratu. Nastgpnie do uzyskanego
roztworu dodano 60 ml eteru t-butylowo-metylowego. Podlaczono wkraplacz i
dodawano w tempie 1 kropla/s 11,1 ml (13,13 g, 360 mmoli) stezonego kwasu solnego
intensywnie mieszajac medium reakcyjne. Reakcje prowadzono okoto 10 minut.
Warstwe wodng oddzielono od warstwy organicznej i ekstrahowano trzykrotnie eterem
t-butylowo-metylowym (3x30ml). Warstwy eterowe potaczono i osuszono bezwodnym
MgSQO4, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym cisnieniem. Wydzielony osad produktu przemyto heksanem, odsgczono
na lejku ze szkta spiekanego oraz wysuszono w eksykatorze prézniowym. Otrzymano
(15,60 g, wyd. 83%) produktu w postaci biatych krysztatow 77; t.t.=82-84°C, R¢=0,05
(heksan:EtOAc, 1:1).

Synteza pochodnych tosylometyloformamidu (TosMF)

Synteza N-[(tolueno-4-sulfonylo)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)metylo] formamidu
(TosMF1)

W kolbie okraglodennej o pojemnosci S0 ml umieszczono (4,60 g, 23,44 mmoli)
3,4,5-trimetoksybenzaldehydu 71, (3,01 g, 19,29 mmoli) pochodnej sulfinowej 77, (0,11
g, 0,47 mmoli) kwasu kamforosulfonowego oraz 10 ml (11,35 g, 252 mmoli)

formamidu i ogrzewano w temperaturze 65°C intensywnie mieszajac na mieszadle
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magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy przez 20 godzin.
Po okoto 30 minutach od poczatku reakcji zaczat wytracac si¢ osad produktu. Uzyskana
zawiesing po ochlodzeniu do temperatury pokojowej odsaczono na lejku ze szkla
spiekanego i przemyto metanolem. Otrzymano (4,37 g, wyd. 59%) bialego
krystalicznego osadu TosMF1; t.t.=155-157°C, R#=0,32 (heksan:EtOAc, 1:3).

N-[(tolueno-4-sulfonylo)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)metylo]formamid  (C1sH21NOgS,
m.cz. 379,43) (TosMF1). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 8.14 (s, 1H), 7.72 (d, J
= 8.2 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.61 (s, 2H), 6.42 (s, 1H), 6.23 (s, 1H), 3.85 (s,
3H), 3.83 (s, 6H), 2.44 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCls) ppm (8): 159.35, 153.44,
145.63, 136.48, 133.10, 130.18, 129.83, 129.34, 106.05, 70.53, 60.88, 56.20, 21.73.

Synteza N-[(tolueno-4-sulfonylo)-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)metylo]-
formamidu (TosMF2)

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono (3,69 g, 17,4 mmoli)
metylotiopochodnej benzaldehydu ald 5d, (2,99 g, 19,1 mmoli) pochodnej sulfinowej
77, (0,1 g, 0,45 mmoli) kwasu kamforosulfonowego oraz 8,7 ml (9,85 g, 218,8 mmoli)
formamidu i ogrzewano w temperaturze 65°C intensywnie mieszajac na mieszadle
magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy przez 20 godzin.
Po okoto 30 minutach od poczatku reakcji zaczat wytraca¢ si¢ osad produktu. Uzyskang
zawiesing po ochlodzeniu do temperatury pokojowej odsaczono na lejku ze szkla
spiekanego 1 przemyto metanolem. Otrzymano (4,99 g, wyd. 72%) biatego
krystalicznego osadu TosMF2; t.t.=157-158°C, Rs=0,35 (heksan:EtOAc, 1:3).

N-[(tolueno-4-sulfonylo)-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)metylo]formamid
(C18H21NOsS,, m.cz. 395,49) (TosMF2). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 8.16 (s,
1H), 7.72 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.58 (s, 2H), 6.38 (s, 1H), 6.28
(d, J = 10.4 Hz, 1H), 3.84 (s, 6H), 2.44 (s, 3H), 2.36 (s, 3H). *C NMR (126 MHz,
CDClz) ppm (8): 160.47, 159.65, 145.81, 132.97, 130.90, 129.90, 129.40, 114.61,
104.73, 70.76, 56.31, 21.76, 17.62.

Synteza N-[(tolueno-4-sulfonylo)-(3-bromo-4,5-dimetoksyfenylo)metylo]-
formamidu (TosMF3)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono (5,74 g, 23,44 mmoli)
bromopochodnej benzaldehydu ald 6, (3,01 g, 19,29 mmoli) pochodnej sulfinowej 77,
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(0,11 g, 0,47 mmoli) kwasu kamforosulfonowego oraz 10 ml (11,35 g, 252 mmoli)
formamidu i ogrzewano w temperaturze 65°C intensywnie mieszajgc na mieszadle
magnetycznym wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy przez 20 godzin.
Po okoto 30 minutach od poczatku reakcji zaczat wytracac si¢ osad produktu. Uzyskang
zawiesing po ochtodzeniu do temperatury pokojowej odsgczono na lejku ze szkta
spiekanego 1 przemyto metanolem. Otrzymano (4,74 g, wyd. 57%) bialego
krystalicznego osadu TosMF3; t.t.=162-163°C, (lit. 162-163°C, [170]), R=0,40
(heksan:EtOAc, 1:3).

Synteza pochodnych tosylometylo izocyjankow (TosMIC)
Synteza 3,4,5-trimetoksyfenylo(tosylo)metylo izocyjanku (TosMIC1)

W kolbie trojszyjnej o pojemnosci 250 ml zawieszono (4,17 g, 11 mmoli) TosMF1
w 100 ml bezwodnego dimetoksyetanu. Nastepnie uklad umieszczono w reaktorze z
ptaszczem chtodzacym i chtodzono do temperatury -10°C w czasie 20min. Do kolby
podtgczono wkraplacz i dodawano z szybko$cig 1 kropla\s 3,1 ml (5,06 g, 33 mmoli)
tlenochlorku fosforu (trzykrotny nadmiar molowy w stosunku do TosMF1). Nastepnie
po dodaniu catej ilosci tlenochlorku fosforu przez kolejny wkraplacz dodawano 7,7 ml
(5,57 g, 55 mmoli) trietyloaminy (pigciokrotny nadmiar molowy w stosunku do
TosMF1) rozpuszczonej w 10 ml dimetoksyetanu w czasie 20 min. Roztwor mieszano
w temperaturze -5°C przez 2 godziny. Mieszaning reakcyjng wylano na 250 ml wody z
lodem i ekstrahowano octanem etylu (3x80ml), nastepnie warstwe organiczng przemyto
100 ml 10% roztworu NaHCOg3 oraz 100 ml solanki. Nastgpnie osuszono bezwodnym
MgSQq, przesaczono, odparowano do sucha i przekrystalizowano z 50 ml octanu etylu
otrzymujac (3,00 g, wyd. 75%) jasnozottego krystalicznego osadu TosMIC1,; t.t.=104-
105°C, R=0,38 (heksan:EtOAc, 1:1).

3,4,5-trimetoksyfenylo(tosylo)metylo izocyjanek (CigH1gNOsS, m.cz. 361,41)
(TosMIC1). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 7.64 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.34 (d, J =
8.1 Hz, 2H), 6.48 (s, 2H), 5.52 (s, 1H), 3.86 (s, 3H), 3.77 (s, 6H), 2.46 (s, 3H). °C
NMR (126 MHz, CDCls) ppm (8): 166.07, 153.26, 146.59, 139.89, 130.56, 130.17,
129.74, 121.68, 105.62, 60.94, 56.17, 21.75. LRMS (E1) m/z 206,1 ([M-tosyl]*, 100%).
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Synteza 3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo(tosylo)metylo izocyjanku (TosMIC2)

W kolbie trdjszyjnej o pojemnosci 250 ml zawieszono (4,88 g, 12,3 mmoli)
TosMF2 w 100 ml bezwodnego dimetoksyetanu. Nastepnie uklad umieszczono w
reaktorze z ptaszczem chtodzacym i chtodzono do temperatury -10°C w czasie 20min.
Do kolby podiaczono wkraplacz i dodawano z szybkos$cig 1 kropla\s 3,4 ml (5,66 g,
36,9 mmoli) tlenochlorku fosforu (trzykrotny nadmiar molowy w stosunku do
TosMF2). Nastepnie po dodaniu catej ilosci tlenochlorku fosforu przez kolejny
wkraplacz dodawano 8,6 ml (6,22 g, 61,5 mmoli) trietyloaminy (pigciokrotny nadmiar
molowy w stosunku do TosMF2) rozpuszczonej w 10 ml dimetoksyetanu w czasie 20
min. Roztwdr mieszano w temperaturze -5°C przez 3 godziny. Mieszaning reakcyjng
wylano na 250 ml wody z lodem i ekstrahowano octanem etylu (3x80ml), nastgpnie
warstwe organiczng przemyto 100 ml 10% roztworu NaHCO3; oraz 100 ml solanki.
Nastepnie osuszono bezwodnym MgSQO4, przesaczono, odparowano do sucha i
przekrystalizowano z 50 ml octanu etylu otrzymujac (3,25 g, wyd. 70%) jasnozoltego
krystalicznego osadu TosMIC2; t.t.=101-103°C, R=0,59 (heksan:EtOAc, 1:1).

3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo(tosylo)metylo izocyjanek (CigsHi19gNO4S, m.cz.
377,48) (TosMIC2). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds) ppm (8): 7.71 (d, J = 8.2 Hz, 2H),
7.41 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 6.86 (s, 2H), 6.43 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 3.77 (s, 6H), 2.39 (s,
3H), 2.26 (s, 3H). **C NMR (101 MHz, DMSO-ds) ppm (8): 160.27, 159.45, 144.81,
133.41, 131.40, 129.54, 129.21, 112.96, 105.82, 70.60, 56.13, 39.92, 39.71, 39.50,
39.29, 39.08, 21.09, 16.91. LRMS (EI) m/z 222,1 [M-tosyl]*, 100%].

Synteza 3-bromo-4,5-dimetoksyfenylo(tosylo)metylo izocyjanku (TosMIC3)

W kolbie trdjszyjnej o pojemnosci 250 ml zawieszono (4,44 g, 10,4 mmoli)
TosMF3 w 100 ml bezwodnego dimetoksyetanu. Nastepnie uklad umieszczono w
reaktorze z plaszczem chtodzacym i chtodzono do temperatury -10 w czasie 20min. Do
kolby podtaczono wkraplacz i dodawano z szybkoscig 1 kropla\s 3°C,1 ml (5,06 g, 33
mmole) tlenochlorku fosforu (trzykrotny nadmiar molowy w stosunku do TosMF3).
Nastgpnie po dodaniu calej ilosci tlenochlorku fosforu przez kolejny wkraplacz
dodawano 7,7 ml (5,57 g, 55 mmoli) trietyloaminy (pigciokrotny nadmiar molowy w
stosunku do TosMF3) rozpuszczonej w 10 ml dimetoksyetanu w czasie 20 min.
Roztwor mieszano w temperaturze -5°C przez 2 godziny. Mieszaning reakcyjng wylano

na 250 ml wody z lodem i ekstrahowano octanem etylu (3x80ml), nastepnic warstwe
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organiczng przemyto 100 ml 10% roztworu NaHCO3 oraz 100 ml solanki. Nastepnie
osuszono bezwodnym MgSQ,, przesaczono, odparowano do sucha i przekrystalizowano
z 50 ml octanu etylu otrzymujac (3,37 g, wyd. 79%) jasnozoéttego krystalicznego o0sadu
TosMIC3; t.t.=114-115°C (lit. 109-110°C [170]), Rt=0,64 (heksan:EtOAc, 1:3).

3-bromo-4,5-dimetoksyfenylo(tosylo)metylo izocyjanek (Ci;H16BrNO4S, m.cz.
410,28) (TosMIC3). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (3): 7.66 (d, J = 8.3 Hz, 2H),
7.37 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.03 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 5.48 (s, 1H),
3.88 (s, 3H), 3.83 (s, 3H), 2.49 (s, 3H). *C NMR (126 MHz, CDCl3) § 166.75, 153.69,
148.57, 146.93, 130.53, 130.04, 129.91, 125.04, 123.24, 117.80, 111.56, 75.60, 60.74,
56.24, 21.80. LRMS (El) m/z 254 [M-155 (CHsPhSO, - tosyl), 74,6%], 155
([CH3sPhSO,]", 54,1%), 91 ([CH3Ph]", 100%)

Synteza 4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(2-metylotiofenylo)oksazolu (KomOx1)

W kolbie okragglodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono pochodng tosylometylo
izocyjanku TosMIC1 (0,433 g, 1,2 mmoli), 2-metylotiobenzaldehyd 75 (0,152 g, 1
mmol), bezwodny K,CO3 (0,33 g, 2,4 mmoli) oraz 13 ml mieszaniny bezwodnego
dimetoksyetanu i metanolu w stosunku objetosciowym 3:10. Nastgpnie mieszaning
reakcyjng ogrzewano pod chlodnicg zwrotng zabezpieczong rurkg z bezwodnym CaCl,
przez 2 godziny w temperaturze wrzenia. Po ochtodzeniu mieszaniny do temperatury
pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i trzykrotnie ekstrahowano 30 ml octanu
etylu. Potgczone ekstrakty organiczne przemyto 100 ml solanki, wysuszono
bezwodnym MgSO, i zageszczono na wyparce obrotowej pod zmniejszonym
ciSnieniem otrzymujac oleistg zo6tta ciecz. Nastepnie przeprowadzono chromatografie
kolumnowg (heksan:EtOAc, 1:1). Otrzymano (0,158 g, wyd. 44%) jasnozottego
krystalicznego osadu KomOx1; t.t.=87-89°C, Rs=0,5 (heksan:EtOAc, 1:1).

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(2-metylotiofenylo)oksazol (C19H1sNO,4S, m.cz. 357,42)
(KomOx1). *H NMR (400 MHz, CDCls) ppm (8): 8.00 (s, 1H, C20x-H), 7.49 — 7.43
(m, 1H, C4’-H), 7.38 (d, J = 7.6 Hz, 1H, C6’-H), 7.35 (d, J = 7.3 Hz, 1H, C3°-H), 7.23
(t, J =8.1 Hz, 1H, C5°-H), 6.80 (s, 2H, C2-H, C6-H), 3.82 (s, 3H, C4-OCHy3), 3.66 (s,
6H, C3-OCHs, C5-OCH3), 2.40 (s, 3H, C2°-SCHs). *C NMR (101 MHz, CDCls3) ppm
(8): 153.09 (C3, C5), 150.17 (C20x), 143.75 (C50x), 140.98 (C4), 137.57(C4ox),
135.88 (C2°), 131.54 (C4’), 130.61 (C6’), 127.68 (C1), 126.61 (C1°), 125.57 (C3°),
124.85 (C5°), 103.35 (C2, C6), 60.80 (C4-OCHs), 55.69 (C3-OCH3, C5-OCHs), 15.61

104



Cze$¢ doswiadczalna

(C2°-SCHj3). FTIR ATR (KBr) cm™: 3109 (v N=Car-H), 3067 (v =Ca-H), 2998 (v CHs),
2955 (vas CH3), 2933 (v CH3), 2837 (v O-CHs), 1622 (v Ca=N), 1586 (v Ca=Car), 1519
(v Car=Car), 1459 (8as CHs), 1372 (8s CHs), 1241 (vas Car-O-C), 1125 (v C-O-C), 1049
(vs Car-O-C), 845 (y°® =Cpa-H), 759 (1 =Car-H). LRMS (E1) m/z 357,3 ([M]", 100%).
HRMS (EI) m/z obliczone dla C19H19NO,4S: 357,10293. Znaleziono: 357,10400.

Synteza 4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(4-metoksy-3-N,N-dimetylotiokarbamoilo-
fenylo)oksazolu (KomOx2pr)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono (0,433 g, 1,2 mmoli),
pochodnej tosylometylo izocyjanku TosMIC1, pochodnej S-tiokrabaminianowej ald 2b
(0,24 g, 1 mmol), bezwodnego K,COs; (0,33 g, 2,4 mmoli) oraz 13 ml mieszaniny
bezwodnego dimetoksyetanu i metanolu w stosunku objetosciowym 3:10. Nastepnie
mieszaning¢ reakcyjng ogrzewano pod chlodnica zwrotng zabezpieczong rurkg z
bezwodnym CaCl, przez 1,5 godziny w temperaturze wrzenia. Po ochtodzeniu
mieszaniny do temperatury pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i
ekstrahowano octanem etylu (3x20ml). Potaczone ekstrakty organiczne przemyto 100
ml solanki, wysuszono bezwodnym MgSQO, i zaggszczono na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym cisnieniem. Uzyskany surowy produkt przekrystalizowano z 15 ml
izopropanolu i wysuszono w eksykatorze prozniowym. Otrzymano (0,163 g, wyd. 45%)
biatego krystalicznego osadu KomOx2pr; t.t.=123-124°C, R=0,39 (heksan:EtOAc,
1:3).

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(4-metoksy-3-N,N-dimetylotiokarbamoilofenylo)-

oksazol (Cz2H24N206S, m.cz. 444,50) (KomOx2pr). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm
(8): 7.90 (s, 1H, C20x-H), 7.81 (d, J = 2.3 Hz, 1H, C2’-H), 7.70 (dd, J = 8.7, 2.3 Hz,
1H, C6’-H), 6.99 (d, J = 8.7 Hz, 1H, C5’-H), 6.93 (s, 2H, C2-H, C6-H), 3.91 (s, 3H,
C4-OCHs), 3.88 (s, 3H, C4’-OCHj3), 3.80 (s, 6H, C3-OCHs;, C5-OCHs), 3.11 (s, 3H,
C8Hs), 2.99 (s, 3H, C9’Hs). *C NMR (126 MHz, CDCls) ppm (8): 165.49 (C7),
160.48 (C4°), 153.35 (C3, C5), 149.31 (C20x), 144.73 (C50x), 137.85 (C4), 136.46
(C2°), 133.78 (C4ox), 130.18 (C6°), 127.50 (C1), 121.57 (C1’), 117.59 (C3°), 111.48
(C5°), 104.71 (C2, C6), 60.92 (C4-OCHj3), 56.28 (C4’-OCHs), 56.13, (C3-OCHj, C5-
OCHs), 36.97 (C8’, C9°). FTIR ATR (KBr) cm™: 3121 (v N=Ca,-H), 3009 (v =Ca,-H),
2968 (vas CH3), 2935 (v CH3), 2836 (v O-CHs), 1670 (v C=0), 1580 (v Ca=Ca), 1507
(v Ca=Car), 1461 (8,5 CHs), 1366 (8s CHs), 1270 (v C-N), 1238 (vas Car-O-C), 1126 (v
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C-0-C), 1067 (vs Ca-O-C), 821 (y°°P =Car-H), 728 (y°® =Ca-H). LRMS (EI) m/z 444,1
(IM]*, 100%), 72,1 ([(CHs3),NCO]", 97,4%). HRMS (EI) m/z obliczone dla
CyoH24N>06S: 444.13496. Znaleziono: 444,13378.

Synteza 4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-merkapto-4-metoksyfenylo)oksazolu
(KomOx2)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 10 ml umieszczono (0,145 g, 0,32 mmoli)
pochodnej KomOx2pr, oraz 3 ml 10% metanolowego roztworu KOH (0,24 g, 4,28
mmoli). Nastepnie mieszaning reakcyjng ogrzewano na mieszadle magnetycznym
wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy pod chtodnica zwrotng w
atmosferze azotu przez 1,5 godziny w temperaturze 80°C. Po ochtodzeniu mieszaniny
do temperatury pokojowej dodano 10 ml wody destylowanej i zakwaszono 5%
roztworem kwasu solnego do pH 2-3 i przeniesiono do rozdzielacza. Ekstrahowano
octanem etylu (3x20ml). Potaczone ekstrakty organiczne przemyto 100 ml solanki,
wysuszono bezwodnym MgSQ,, przemyto i zaggszczono na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym ci$nieniem. Uzyskany surowy produkt przekrystalizowano z 15 ml
heksanu 1 wysuszono w eksykatorze prézniowym. Otrzymano (0,033 g, wyd. 29%)

z6ltego krystalicznego osadu KomOXx2; t.t.=133-135°C, R¢=0,37 (heksan:EtOAc, 1:1).

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-merkapto-4-metoksyfenylo)oksazol  (Ci9H19NOsS,
m.cz. 373,42) (KomOx2). *H NMR (700 MHz, CDCls) ppm (8): 7.93 (s, 1H, C20x-H),
7.63 (d, J=2.2 Hz, 1H, C2’-H), 7.43 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H, C6°’-H), 6.95 (s, 2H, C2-
H, C6-H),), 6.89 (d, J = 8.6 Hz, 1H, C5’-H), 3.96 (s, 3H, C4-OCHjs), 3.92 (s, 3H, C4’-
OCHs), 3.89 (s, 1H, C3°-SH), 3.83 (s, 6H, C3-OCH3, C5-OCHj3). *C NMR (176 MHz,
CDCl3) ppm (3): 155.14 (C4°), 153.36 (C3, C5), 149.37 (C20x), 144.95 (C50x), 137.98
(C4), 133.77 (Cdox), 127.68 (C2°), 127.42 (C1), 125.47 (Ce6’), 121.75 (C1’), 121.53
(C3’), 110.46 (C5°), 104.72 (C2, C6), 60.98 (C4-OCHpg), 56.14 (C3-OCHj3, C5-OCHg,
56.09 (C4’-OCHjs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3134 (v N=Ca,-H), 3064 (v =Ca-H), 2999
(v CH3), 2964 (vas CH3), 2930 (v CHgs), 2837 (v O-CHg3), 1620 (v Ca=N), 1583 (v
Car=Car), 1512 (v Ca=Cay), 1451 (6as CHg3), 1374 (65 CHg3), 1277 (v C-N), 1235 (vas
Car-0-C), 1121 (v C-0-C), 1069 (vs Ca-O-C), 829 (y°® =Cas-H), 813 (y°°P =Cas-H), 813
(y°% =Car-H), 760 (y°°® =Car-H). LRMS (El) m/z 373,0 ([M]*, 100%). HRMS (EI) m/z
obliczone dla C19H19NOsS: 373,09784. Znaleziono: 373,09876.
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Synteza 4-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)-5-(4-metoksy-3-N,N-dimetylotiokarb-

amoilooksofenylo)oksazolu (KomOx3pr)

W kolbie okragltodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono (0,68 g, 1,8 mmoli),
pochodnej tosylometylo izocyjanku TosMIC2, pochodnej O-tiokarbaminianowej ald
2a (0,36 g, 1,8 mmoli), bezwodnego K,CO3 (0,50 g, 3,6 mmoli) oraz 13 ml mieszaniny
bezwodnego dimetoksyetanu i metanolu w stosunku objetosciowym 3:10. Nastepnie
mieszaning¢ reakcyjng ogrzewano pod chlodnica zwrotng zabezpieczong rurkg z
bezwodnym CaCl, przez 2 godziny w temperaturze wrzenia. Po ochtodzeniu
mieszaniny do temperatury pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i
ekstrahowano octanem etylu (3x20ml). Potaczone ekstrakty organiczne przemyto 100
ml solanki, wysuszono bezwodnym MgSQO, i zaggszczono na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym cisnieniem. Otrzymang z6itg oleista ciecz oczyszczono na kolumnie
chromatograficznej w uktadzie (heksan:EtOAc, 7:3). Otrzymano (0,63 g, wyd. 74%)
biatego krystalicznego osadu KomOx3pr; t.t.=130-132°C, R=0,35 (heksan:EtOAc,
1:1).

4-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)-5-(4-metoksy-3-N,N-dimetylotiokarbamoilo-
oksofenylo)oksazolu (CzH2sN20sS,, m.cz. 460,57) (KomOx3pr). *H NMR (500
MHz, CDCls3) ppm (8): 7.92 (s, 1H, C20x-H), 7.53 (dd, J = 8.6, 2.2 Hz, 1H, C6’-H),
7.35 (d, J = 2.2 Hz, 1H, C2’-H), 7.00 (d, J = 8.6 Hz, 1H, C5’-H), 6.92 (s, 2H, C2-H,
C6-H), 3.86 (s, 3H, C4’-OCHj3), 3.85 (s, 6H, C3-OCHs, C5-OCHj3), 3.44 (s, 3H,
C8Hs), 3.34 (s, 3H, C9’Hs), 2.40 (s, 3H, C4-SCH3). *C NMR (126 MHz, CDCl3) ppm
(8): 187.30 (C7°), 160.54 (C3, C5), 152.30 (C4’), 149.41 (C20x), 145.38 (C50X),
142.90 (C3°), 133.80 (C4ox), 132.99 (C1), 125.89 (C6’), 122.80 (C2’), 121.10 (C1"),
112.57 (C5°), 111.96 (C4), 103.61 (C2, C6), 56.34 (C3-OCHs, C5-OCHs), 56.08 (C4’-
OCHs), 43.44 (C8’), 38.75 (C9’), 17.82 (C4-SCHs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3105 (v
N=Car-H), 3024 (v =Car-H), 2994 (v CHs), 2951 (vss CH3), 2926 (v CHs), 2855 (v O-
CHs), 1559 (v Ca=Car), 1510 (v Ca=Ca/), 1463 (8ss CHs), 1406 (8 CH3), 1270 (v C-
N), 1236 (vas Car-O-C), 1124 (v C-O-C), 1025 (vs Ca-O-C), 832 (y°® =Car-H), 772 (y°®
=Car-H). LRMS (EI) m/z 460,1 ([M]", 58%), 88 ([(CH3)NCS]", 100%). HRMS (EI) m/z
obliczone dla C;H24N205S,: 460,11211. Znaleziono: 460,11401.
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Synteza 4-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)-5-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)-
oksazolu (KomOxa3)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 25 ml umieszczono (0,36 g, 0,78 mmola)
pochodnej KomOx3pr, oraz 9 ml 10% metanolowego roztworu KOH (0,712 g, 12,69
mmola). Nastgpnie mieszaning reakcyjng ogrzewano na mieszadle magnetycznym
wyposazonym w elektroniczny termometr kontaktowy pod chtodnica zwrotng w
atmosferze azotu przez 2 godziny w temperaturze 80°C. Po ochtodzeniu mieszaniny do
temperatury pokojowej dodano 10 ml wody destylowanej i zakwaszono 5% roztworem
kwasu solnego do pH 2-3 i przeniesiono do rozdzielacza. Ekstrahowano octanem etylu
(3x20ml). Potaczone ekstrakty organiczne przemyto 100 ml solanki, wysuszono
bezwodnym MgSO,, przemyto i zaggszczono na wyparce obrotowej pod zmniejszonym
cisnieniem. Uzyskany surowy produkt przekrystalizowano z 10 ml izopropanolu i
wysuszono w eksykatorze prézniowym. Otrzymano (0,16 g, wyd. 55%) bialego

krystalicznego osadu KomOx3; t.t.=161-162°C, Ri=0, (CHCIl3:MeOH, 10:1).

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)oksazol ~ (C19H19NOsS,
m.cz. 373,42) (KomOx3). *H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm (8): 7.89 (s, 1H, C20x-H),
7.24 (s, 1H, C2’-H), 7.14 (dd, J = 8.4, 2.2 Hz, 1H, C6’-H), 6.91 (s, 2H, C2-H, C6-H),
6.84 (d, J=8.3 Hz, 1H, C5°-H), 5.68 (s, 1H, C3’-0OH), 3.91 (s, 3H, C4’-OCHj3), 3.80 (s,
6H, C3-OCHs, C5-OCH3), 2.37 (s, 3H, C4-SCHs). *C NMR (126 MHz, CDCls) ppm
(8): 160.47 (C3, C5), 149.34 (C20x), 147.25 (C4°), 146.09 (C50x), 145.70 (C3’),
133.48 (C1), 133.02 (C4ox), 121.82 (C1°), 119.69 (C6’), 113.52 (C2°), 111.91 (C4),
110.52 (C5”), 103.54 (C2, C6), 56.19 (C3-OCHg;, C5-OCHj3), 56.00 (C4’-OCHg), 17.84
(C4-SCHs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3433 (v O-H), 3120 (v N=Ca,-H), 3013 (v =Car-H),
2926 (v CHgs), 2845 (v O-CHj3), 1578 (v Ca=Car), 1507 (v Ca=Car), 1463 (3. CHa),
1374 (85 CH3), 1235 (vas Car-O-C), 1122 (v C-0-C), 1012 (vs Ca-O-C), 846 (y°° =Car-
H), 809 (y°® =Car-H). LRMS (EI) m/z 373,0 ([M]", 100%). HRMS (EI) m/z obliczone
dla C19H19NOsS: 373,09784. Znaleziono: 373,10020.

Synteza 4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-metoksy-4-metylotiofenylo)oksazolu
(KomOx4)

W kolbie okragglodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono (0,433 g, 1,20 mmola),
pochodnej  tosylometylo izocyjanku TosMIC1, (0,182 g, 1 mmol)
metylotiobenzaldehydu ald 3d, (0,330 g, 2,39 mmola) bezwodnego K,CO3 oraz 13 ml
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mieszaniny bezwodnego dimetoksyetanu i metanolu w stosunku objeto$ciowym 3:10.
Nastgpnie mieszaning reakcyjng ogrzewano pod chlodnica zwrotng zabezpieczong rurka
z bezwodnym CaCl, przez 1 godzing w temperaturze wrzenia. Po ochtodzeniu
mieszaniny do temperatury pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i
ekstrahowano octanem etylu (3x20ml). Potaczone ekstrakty organiczne przemyto 100
ml solanki, wysuszono bezwodnym MgSQO;, i zageszczono na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany surowy produkt przekrystalizowano z 15 ml
izopropanolu. Otrzymano (0,232 g, wyd. 60%) z6ltego krystalicznego osadu KomOx4;
t.t.=114-116°C, Rs=0,39 (heksan:EtOAc, 1:1).

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-metoksy-4-metylotiofenylo)oksazol ~ (CzH2:NOsS,
m.cz. 387,45) (KomOx4). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 7.93 (s, 1H, C20x-H),
7.28 (dd, J=8.1, 1.8 Hz, 1H, C6’-H), 7.12 (d, J = 8.1 Hz, 1H, C5’-H), 7.09 (d, J = 1.7
Hz, 1H, C2’-H), 6.92 (s, 2H, C2-H, C6-H), 3.88 (s, 3H, C3’-OCH3), 3.83 (s, 3H, C4-
OCHjs), 3.80 (s, 6H, C3-OCHs;, C5-OCHs), 2.45 (s, 3H, C4’-SCHs). *C NMR (126
MHz, CDCl3) ppm (3): 155.89 (C3’), 153.33 (C3, C5), 149.36 (C20x), 145.40 (C50x),
138.07 (C4), 134.38 (C4ox), 128.69 (C1), 127.55 (C4’), 125.84 (C1’), 125.17 (C5’),
119.72 (C6’), 108.08 (€C2°), 105.12 (C2, C6), 60.94 (C4-OCHj3), 56.14 (C3-OCHgs, C5-
OCHs), 55.84 (C3°-OCHg), 14.38 (C4’-SCH3). FTIR ATR (KBr) cm™: 3106 (v N=Ca-
H), 3004 (v =Car-H), 2952 (vas CH3), 2934 (v CH3), 2837 (v O-CHj3), 1577 (v Ca=Car),
1515 (v Car=Cay), 1463 (8as CH3), 1369 (8s CH3), 1234 (vas Car-O-C), 1130 (v C-0-C),
1060 (vs Ca-O-C), 835 (y°°° =Car-H). LRMS (EI) m/z 387,1 ([M]", 100%). HRMS (EI)
m/z obliczone dla CyoH2;NOsS: 387,11349. Znaleziono: 387,11550.

Synteza 4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-bromo-5-metoksy-4metylotiofenylo)-

oksazolu (KomOx5)

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono (0,433 g; 1,20 mmola),
pochodnej  tosylometylo izocyjanku  TosMIC1, (0,261 g; 1 mmol)
metylotiobenzaldehydu ald 4d, (0,330 g, 2,39 mmola) bezwodnego K,CO3 oraz 13 ml
mieszaniny bezwodnego dimetoksyetanu i metanolu w stosunku objeto$ciowym 3:10.
Nastegpnie mieszaning reakcyjng ogrzewano pod chlodnica zwrotng zabezpieczong rurka
z bezwodnym CaCl, przez 2 godziny w temperaturze wrzenia. Po ochtodzeniu
mieszaniny do temperatury pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i

ekstrahowano octanem etylu (3x20ml). Potaczone ekstrakty organiczne przemyto 100
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ml solanki, wysuszono bezwodnym MgSQ, i zagegszczono na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym cisnieniem. Otrzymany surowy produkt przekrystalizowano z 5 ml
izopropanolu z dodatkiem wegla aktywnego. Otrzymano (0,232 g, wyd. 49%)
bladozottych krysztatdw KomOx5; t.t.=112-114°C, R¢=0,37 (heksan:EtOAc, 1:1).

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(5-bromo-3-metoksy-4-metylotiofenylo)oksazol
(C20H20BrNOsS, m.cz. 466,35) (KomOXx5). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 7.95
(s, 1H, C20x-H), 7.64 (d, J = 1.7 Hz, 1H, C6’-H), 7.10 (d, J = 1.7 Hz, C2°-H), 6.92 (s,
2H, C2-H, C6-H), 3.89 (s, 3H, C3’-OCHg), 3.83 (s, 6H, C3-OCHj3, C5-OCHp3), 3.82 (s,
3H, C4-OCHy), 2.43 (s, 3H, C4’-SCH3). *C NMR (126 MHz, CDCls) ppm (5): 160.69
(C3’), 153.45 (C3, C5), 149.88 (C20x), 143.64 (C50x), 138.50 (C4), 135.99 (C5’),
130.27 (C4ox), 129.96 (C1), 126.90 (C4’), 126.56 (C1"), 122.97 (C6’), 108.01 (C2’),
105.26 (C2, C6), 60.97 (C4-OCHg), 56.32 (C3’-OCHg3), 56.22 (C3-OCHj3, C5-OCHj3),
18.24 (C4’-SCHs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3109 (v N=Ca,-H), 3010 (v =Ca,-H), 2980
(vas CH3), 2924 (v CH3), 2825 (v O-CHg), 1586 (v Ca=Car), 1528 (v Car=Car), 1469 (8as
CHj3), 1391 (8s CH3), 1245 (vas Ca-O-C), 1124 (v C-O-C), 1029 (vs Ca-O-C), 828 (y°°
=Car-H), 731 (y°® =Ca-H). LRMS (EI) m/z 465,1 ([M]", 100%), 467,1 (M* + 2),
93,6%). HRMS (EI) m/z obliczone dla CxH2BrNOsS: 465,02400. Znaleziono:
465,02493.

Synteza 4-(3-bromo-4,5-dimetoksyfenylo)-5-(3-metoksy-4-metylotiofenylo)oksazolu
(KomOx6)

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono (0,492 g; 1,20 mmola),
pochodnej  tosylometylo izocyjanku  TosMIC3, (0,182 g; 1 mmol)
metylotiobenzaldehydu ald 3d, (0,330 g, 2,39 mmola) bezwodnego K,CO3 oraz 13 ml
mieszaniny bezwodnego dimetoksyetanu i metanolu w stosunku objeto$ciowym 3:10.
Nastegpnie mieszaning reakcyjng ogrzewano pod chlodnica zwrotng zabezpieczong rurka
z bezwodnym CaCl, przez 2 godziny w temperaturze wrzenia. Po ochtodzeniu
mieszaniny do temperatury pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i
ekstrahowano octanem etylu (3x20ml). Potaczone ekstrakty organiczne przemyto 100
ml solanki, wysuszono bezwodnym MgSO, i zaggszczono na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany surowy produkt przekrystalizowano z 5 mi
izopropanolu z dodatkiem wegla aktywnego. Otrzymano (0,272 g, wyd. 52%)
bladozottych krysztatdw KomOx5; t.t.=102-105°C, R+=0,53 (heksan:EtOAc, 1:1).
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4-(5-bromo-3,4-dimetoksyfenylo)-5-(3-metoksy-4-metylotiofenylo)oksazol
(C19H1sBrNO,S, m.cz. 436,32) (KomOx6). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 7.93
(s, 1H, C20x-H), 7.50 (d, J = 2.0 Hz, 1H, C6-H), 7.24 (d, J = 1.7 Hz, 1H, C2’-H), 7.21
(d, J = 2.0 Hz, 1H, C2-H), 7.14 (d, J = 8.1 Hz, 1H, C5°’-H), 7.09 (d, J = 1.7 Hz, 1H,
C6’-H), 3.89 (s, 3H, C3-OCHj3), 3.84 (s, 3H, C3’-OCHy3), 3.83 (s, 3H, C4-OCHj3), 2.47
(s, 3H, C4>-SCH3). *C NMR (126 MHz, CDCls) ppm (8): 155.93 (C3), 153.71 (C3),
149.49 (C20x), 146.37 (C50x), 145.86 (C4), 132.90 (C4ox), 129.25 (C1), 129.12 (C4’),
125.42 (C1°), 125.30 (C6), 124.02 (C5°), 119.63 (C6’), 117.66 (C5), 111.45 (C2),
107.88 (C2’), 60.68 (C4-OCHg), 56.13 (C3’-OCHpg), 55.90 (C3-OCHj3), 14.34 (C4’-
SCHa). FTIR ATR (KBr) cm™: 3131 (v N=Ca-H), 3002 (v =Car-H), 2959 (vas CHa),
2932 (v CHg), 2830 (v O-CHj3), 1562 (v Car=Car), 1513 (v Ca=Car), 1461 (3. CHa),
1361 (8s CH3), 1262 (vas Car-O-C), 1043 (vs Ca-O-C), 850 (y°°° =Car-H). LRMS (EI)
m/z 435,1 ([M]*, 97,1%), 437,0 ([M* + 2], 100%) HRMS (El) m/z obliczone dla
Ci19H18BrNO,S: 435,01343. Znaleziono: 435,01552.

Synteza 4-(3-bromo-4,5-dimetoksyfenylo)-5-(4-metoksy-3-metylotiofenylo)oksazolu
(KomOx7)

W kolbie okraglodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono (0,492 g; 1,20 mmola),
pochodnej  tosylometylo izocyjanku  TosMIC3, (0,182 g; 1 mmol)
metylotiobenzaldehydu ald 2d, (0,330 g, 2,39 mmola) bezwodnego K,CO3 oraz 13 ml
mieszaniny bezwodnego dimetoksyetanu i metanolu w stosunku objeto$ciowym 3:10.
Nastegpnie mieszaning reakcyjng ogrzewano pod chlodnica zwrotng zabezpieczong rurka
z bezwodnym CaCl, przez 2 godziny w temperaturze wrzenia. Po ochtodzeniu
mieszaniny do temperatury pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i
ekstrahowano octanem etylu (3x20ml). Potaczone ekstrakty organiczne przemyto 100
ml solanki, wysuszono bezwodnym MgSOQO, i zageszczono na wyparce obrotowej pod
zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymany surowy produkt przekrystalizowano z 5 ml
izopropanolu z dodatkiem wegla aktywnego. Otrzymano (0,247 g, wyd. 47%)
bladozoéttych krysztatow KomOXx7; t.t.=102-105°C, R¢=0,53 (heksan:EtOAc, 1:1).

4-(5-bromo-3,4-dimetoksyfenylo)-5-(4-metoksy-3-metylotiofenylo)oksazol

(C19H1sBrNO,S, m.cz. 436,32) (KomOx7). *H NMR (500 MHz, CDCls) ppm (8): 7.91
(s, 1H, C2o0x-H), 7.48 (d, J = 2.0 Hz, 1H, C6-H), 7.41 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz, 1H, C6’-H),
7.38 (d, J = 2.1 Hz, 1H, C2’-H), 7.19 (d, J = 1.9 Hz, 1H, C2-H), 6.86 (d, J = 8.5 Hz,
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1H, C5’-H), 3.94 (s, 3H, C3-OCHj3), 3.88 (s, 3H, C4-OCHs), 3.81 (s, 3H, C4’-OCHj3),
2.33 (s, 3H, C3’-SCH3). *C NMR (126 MHz, ppm (3): 156.59 (C3), 153.66 (C4),
149.36 (C20x), 146.27 (C50x), 145.90 (C4), 132.25 (C4ox), 129.34 (C1), 128.12 (C1°),
124.57 (C6), 123.91 (C5°), 123.89 (C6’), 121.41 (C3°), 117.74 (C5), 111.27 (C2),
109.96 (C2’), 60.67 (C4-OCHg), 56.10 (C4’-OCHpg), 55.98 (C3-OCHg3), 14.37 (C3’-
SCHs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3112 (v N=Ca,-H), 3008 (v =Ca,-H), 2997 (v CHy),
2942 (v CHg), 2836 (v O-CHj3), 1565 (v Car=Car), 1523 (v Car=Car), 1495 (3, CHa),
1357 (8s CH3), 1248 (vas Car-O-C), 1045 (vs Ca-O-C), 848 (y°°® =Car-H). LRMS (EI)
m/z 4351 ([M]*, 98%), 437,0 ([M* + 2], 100%) HRMS (El) m/z obliczone dla
Ci19H18BrNO,S: 435,01342. Znaleziono: 435,01204.

45.9. Synteza N-metyloimidazolowych pochodnych CA-4
(KomNMel)

Synteza 1-metylo-4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(2-metylotiofenylo)imidazolu
(KomNMel1l)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono 2-metylotiobenzaldehyd
75 (0,152 g; 1mmol), 33% roztwor metyloaminy w etanolu (0,470 g; 5 mmoli), 15 ml
bezwodnego etanolu i 0,3 ml lodowatego kwasu octowego. Nastgpnie mieszaning
reakcyjng ogrzewano pod chtodnica zwrotng zabezpieczong rurkg z bezwodnym CaCl,
przez 2 godziny w temperaturze wrzenia. Mieszaning reakcyjng doprowadzono do
temperatury pokojowej, a nastgpnie dodano pochodng tosylometylo izocyjanku
TosMIC1 (0,49 g, 1,5 mmola), bezwodny K,COs; (0,552 g; 4 mmole) oraz 5 mi
bezwodnego dimetoksyetanu. Mieszaning reakcyjng ogrzewano pod chtodnicg zwrotng
przez 3 godziny w temperaturze wrzenia. Po osiggnigciu przez mieszaning temperatury
pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i trzykrotnie przemywano 30 ml octanu
etylu. Potaczone ekstrakty organiczne wysuszono bezwodnym MgSOy, i zageszczono na
wyparce obrotowej pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskano zottobrunatng oleistg
ciecz, ktorg oczyszczano na kolumnie chromatograficznej w uktadzie (CHCl3:MeOH,
10:1). Uzyskano (0,336 g, wyd. 98%) bladozottych krysztatow KomNMell; t.t.=156-
158°C, Rf=0,53 (CHCI35:MeOH, 10:1).
1-metylo-4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(2-metylotiofenylo)imidazol  (C3oH22N203S,
m.cz. 370,47) (KomNMel1). *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.62 (s, 1H, C2im-H), 7.49
—7.43 (m, 1H, C5°’-H), 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 1H, C6’-H), 7.28 — 7.22 (m, 2H, C3’-H,
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C4’-H), 6.76 (s, 2H, C2-H, C6-H),), 3.79 (s, 3H, N1im-CHs), 3.62 (s, 6H, C3-OCHs,
C5-OCHs), 3.43 (s, 3H, C4-OCHj), 2.38 (s, 3H, C2’-SCH3). *C NMR (101 MHz,
CDCl3) & 152.87 (C3, C5), 141.79 (C2im), 138.21 (C4), 137.22 (C4’), 136.33 (C2?),
132.04 (C6°), 130.01(C4im, C5im), 128.98 (C1°), 126.34 (C1), 124.97 (C5°), 124.47
(C3), 102.40 (C2, C6), 60.75 (C4-OCHs), 55.52 (C3-OCH3, C5-OCHs), 31.67 (N1lim-
CHs), 14.82 (C2’-SCHs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3098 (v N=Ca-H), 2995 (v CHs),
2954 (vas CHg), 2934 (v CHj3), 2829 (v O-CHg), 1582 (v Car=Car), 1508 (v Ca=Ca),
1415 (85 CH3), 1330 (85 CH3), 1237 (vas Car-O-C), 1125 (v C-O-C), 848 (y°® =Car-H),
778 (°® =Car-H). LRMS (EI) m/z 370,2 ([M]*, 100%), 355,2 ([M-CHs]", 69,1%)
HRMS (EI) m/z obliczone dla CyoH2,N203S: 370,13456. Znaleziono: 370,13390.

Synteza 1-metylo-4-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)-5-(4-metoksy-3-N,N-

dimetylotiokarbamoilooksofenylo)imidazolu (KomNMel2pr)

W kolbie okraggtodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono S-tiokarbaminianowsg
pochodng ald 2a (0,239 g; 1mmol), 33% roztwor metyloaminy w etanolu (0,470 g; 5
mmoli), 15 ml bezwodnego etanolu i 0,3 ml lodowatego kwasu octowego. Nastepnie
mieszaning¢ reakcyjng ogrzewano pod chlodnica zwrotng zabezpieczong rurka z
bezwodnym CaCl, przez 2 godziny w temperaturze wrzenia. Mieszaning reakcyjna
doprowadzono do temperatury pokojowej, a nastepnie dodano pochodng tosylometylo
izocyjanku TosMIC2 (0,566 g, 1,5 mmola), bezwodny K,CO3 (0,552 g; 4 mmole) oraz
5 ml bezwodnego dimetoksyetanu. Mieszanine reakcyjng ogrzewano pod chtodnica
zwrotng przez 3 godziny w temperaturze wrzenia. Po osiggnigciu przez mieszaning
temperatury pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i trzykrotnie przemywano 30
ml octanu etylu. Polaczone ekstrakty organiczne wysuszono bezwodnym MgSOy i
zageszczono na wyparce obrotowej pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskano
zOhobrunatng oleistg ciecz, ktéra oczyszczano na kolumnie chromatograficznej w
uktadzie (CHCl3:MeOH, 10:1). Uzyskano (0,237 g, wyd. 50%) bladozottych krysztatlow
KomNMel2pr; t.t.=192-194°C, R=0,45 (CHCI5:MeOH, 10:1).
1-metylo-4-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)-5-(4-metoksy-3-N,N-dimetylotio-
karbamoilooksofenylo)imidazol (C23H27N304S,, m.cz. 473,61) (KomNMel2pr).

'H NMR (500 MHz, CDCl3) ppm (8): 7.61 (s, 1H, C2im-H), 7.20 (dd, J = 8.4, 2.1 Hz,
1H, C6’-H), 7.07 (d, J = 2.1 Hz, 1H, C2’-H), 7.04 (d, J = 8.4 Hz, 1H, C5’-H), 6.83 (s,
2H, C2-H, C6-H), 3.87 (s, 3H, N1im-CHj3), 3.73 (s, 6H, C3-OCHs;, C5-OCH3), 3.52 (s,
3H, C4’-OCHa), 3.45 (s, 3H, C8’Hs), 3.37 (s, 3H, C9’Ha), 2.33 (s, 3H, C4-SCH3). *C
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NMR (126 MHz, CDCl3) ppm (8): 187.50 (C7), 160.31 (C3, C5), 152.18 (C4°), 143.18
(C3%), 137.52 (CI’), 137.13 (C2im), 129.67 (C6’), 128.47 (C2’), 126.66 (C4im,
C5im), 122.34 (C1), 112.91 (C5’), 109.65 (C4), 102.32 (C2, C6), 56.15 (C4’-OCHy),
56.07 (C3-OCH3, C5-OCHjz), 43.47 (C8°), 38.78 (C9°), 32.30 (N1im-CHs), 17.92 (C4-
SCHs). FTIR ATR (KBr) cm™: 3110 (v N=Ca,-H), 3003 (v =Car-H), 2957 (vas CH3),
2933 (v CHj3), 2835 (v O-CHg), 1551 (v Ca=Car), 1510 (v Car=Car), 1443 (8ss CHs),
1408 (35 CHs), 1270 (v C-N), 1234 (v Ca-O-C), 1110 (v C-O-C), 1024 (vs Ca-O-C),
846 (y°® =Ca-H), 817 (y°® =Ca-H). LRMS (El) m/z 4733 ([M]*, 100%), 88,0
([(CH3)NCS]*, 77,6%). HRMS (EI) m/z obliczone dla CasH27N304S,: 473,14375.
Znaleziono: 473,14655.

Synteza 1-metylo-4-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)-5-(3-hydroksy-4-metoksy-
fenylo)imidazol (KomNMel2)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 10 ml umieszczono (0,142 g, 0,30 mmola)
pochodnej KomNMel2pr oraz 3 ml 10% metanolowego roztworu KOH (0,240 g, 4,28
mmola). Nastgpnie mieszaning reakcyjng ogrzewano na mieszadle magnetycznym
wyposazonym Ww elektroniczny termometr kontaktowy pod chtodnica zwrotng w
atmosferze azotu przez 5,5 godziny w temperaturze 80°C. Po ochtodzeniu mieszaniny
do temperatury pokojowej zakwaszono ja lodowatym kwasem octowym do pH 4-5 a
wytracony osad surowego produktu odsaczono na lejku ze szkta spiekanego. Uzyskany
surowy produkt przekrystalizowano z 5 ml izopropanolu z dodatkiem wegla aktywnego
I wysuszono w eksykatorze prozniowym. Otrzymano (0,039 g, wyd. 33%) biatych
krysztatow KomNMel2; t.t.=123-125°C, R+=0,38 (CHCI;:MeOH, 10:1).

1-metylo-4-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)-5-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)-

imidazol (CaoH2N,0,S, m.cz. 386,46) (KomNMel2). *H NMR (500 MHz, ppm (3):
7.61 (s, 1H, C2im-H), 6.97 — 6.92 (m, 2H, C2’-H, C6’-H), 6.85 (dd, J = 8.2, 2.1 Hz,
1H, C5°-H), 6.81 (s, 2H, C2-H, C6-H), 5.87 (s, 1H, C3°-OH), 3.95 (s, 3H, N1im-CHs),
3.69 (s, 6H, C3-OCH3, C5-OCH3), 3.49 (s, 3H, C4’-OCHs3), 2.32 (s, 3H, C4-SCH3). °C
NMR (126 MHz, CDClI3) ppm (3): 160.26 (C3, C5), 147.23 (C4°), 147.12 (C3°), 146.13
(C2im), 137.18 (C4im), 136.82 (C1°), 129.25 (C1), 123.27 (C5im), 123.00 (C6’),
116.78 (C2’), 111.03 (C5°), 109.65 (C4), 102.20 (C2, C6), 56.10 (C4’-OCHg), 55.87
(C3-OCHs, C5-OCHs), 32.19 (N1im-CHs), 17.92 (C4-SCHs). FTIR ATR (KBr) cm™:
3433 (v O-H), 3119 (v N=Car-H), 2950 (v4s CH3), 2935 (v CH3), 2836 (v O-CH3), 1596
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(v Ca=Car), 1513 (v Ca=Car), 1452 (845 CH3), 1363 (8s CH3), 1252 (v C-N), 1241 (v4s
Car-O-C), 1114 (v C-O-C), 1023 (vs Car-O-C), 838 (y° =Car-H), 815 (y°® =Car-H).
LRMS (EI) m/z 386,2 ([M]*, 100%). HRMS (EI) m/z obliczone dla CyoH22N,04S:
386,12948. Znaleziono: 386,13041.

Synteza 1-metylo-4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-bromo-5-metoksy-4-metylotio-
fenylo)imidazolu (KomNMel5)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono metylotiobenzaldehyd
ald 4d (0,261 g; Immol), 33% roztwor metyloaminy w etanolu (0,470 g; 5 mmoli), 15
ml bezwodnego etanolu i 0,3 ml lodowatego kwasu octowego. Nastepnie mieszaning
reakcyjng ogrzewano pod chlodnicg zwrotng zabezpieczong rurkg z bezwodnym CaCl,
przez 2 godziny w temperaturze wrzenia. Mieszaning reakcyjna doprowadzono do
temperatury pokojowej, a nastepnie dodano pochodng tosylometylo izocyjanku
TosMIC1 (0,490 g, 1,5 mmola), bezwodny K,CO3 (0,552 g; 4 mmole) oraz 5 ml
bezwodnego dimetoksyetanu. Mieszaning reakcyjng ogrzewano pod chtodnicg zwrotng
przez 3 godziny w temperaturze wrzenia. Po osiaggnig¢ciu przez mieszaning temperatury
pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i trzykrotnie przemywano 30 ml octanu
etylu. Polgczone ekstrakty organiczne wysuszono bezwodnym MgSQ;, i zaggszczono na
wyparce obrotowej pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskany osad surowego produktu
przekrystalizowano z 20 mieszaniny heksanu i octan etylu w stosunku objg¢tosciowym
1:1 z dodatkiem wegla aktywnego. Uzyskano (0,138 g, wyd. 19%) biatych krysztatow
KomNMel5; t.t.=126-130°C, Rf=0,53 (CHCIl3:MeOH, 10:1).

1-metylo-4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(5-bromo-3-metoksy-4-metylotiofenylo)-

imidazol (C21H23BrN,0,4S, m.cz. 479,39) (KomNMel5). *H NMR (500 MHz, CDCl3)
ppm (3): 7.56 (s, 1H, C2im-H), 7.33 (d, J = 1.2 Hz, 1H, C6’-H), 6.80 (d, J = 1.3 Hz,
1H, C2’-H), 6.77 (s, 2H, C2-H, C6-H), 3.82 (s, 3H, N1im-CHs), 3.81 (s, 3H, C3’-
OCHj), 3.67 (s, 6H, C3-OCHs, C5-OCHs3), 3.55 (s, 3H, C4-OCHy), 2.43 (s, 3H, C4’-
SCHa). *C NMR (126 MHz, CDCl3) ppm (8): 160.94 (C3°), 152.99 (C3, C5), 138.64
(C4), 137.64 (C2im), 136.85 (C5°), 132.55 (C4im), 130.55 (C5im), 129.60 (C4°),
127.15 (C1), 126.66 (C6’), 126.65 (C1°), 112.54 (C2°), 103.49 (C2, C6), 60.87 (C4-
OCHjs), 56.52 (C3’-OCHj), 55.74 (C3-OCHs;, C5-OCHs), 32.35 (N1im-CHs), 18.16
(C4’-SCH3). FTIR ATR (KBr) cm™: 3101 (v N=Car-H), 3065 (v =Car-H), 2963 (vas
CHs), 2924 (v CHs), 2829 (v O-CHs), 1584 (v Ca=Ca/), 1510 (v Ca=Cay), 1463 (.
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CHj3), 1397 (8s CH3), 1235 (vas Ca-O-C), 1125 (v C-O-C), 1028 (vs Ca-O-C), 839 (y°*°
=Car-H), 780 (y°® =Car-H). LRMS (EI) m/z 480,1 ([M* + 2], 58,6%), 478,0 ([M]",
55,8%), 465,1 ([M" + 2 - CH3], 45,1%), 463,0 ([M-CHs]", 43,7%), 414,1 (100%), 399,1
(IM-Br]", 73,4%). HRMS (EI) m/z obliczone dla CyH23BrN,O,S: 478,05563.
Znaleziono: 478,06102.

Synteza 1-metylo-4-(3-bromo-4,5-dimetoksyfenylo)-5-(3-metoksy-4-metylotio-
fenylo)imidazolu (KomNMel6)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono metylotiobenzaldehyd
ald 3d (0,182 g; 1mmol), 33% roztwor metyloaminy w etanolu (0,470 g; 5 mmoli), 15
ml bezwodnego etanolu i 0,3 ml lodowatego kwasu octowego. Nastepnie mieszaning
reakcyjng ogrzewano pod chtodnica zwrotng zabezpieczong rurkg z bezwodnym CaCl,
przez 2 godziny w temperaturze wrzenia. Mieszaning reakcyjnag doprowadzono do
temperatury pokojowej, a nastepnie dodano pochodng tosylometylo izocyjanku
TosMIC3 (0,615 g, 1,5 mmola), bezwodny K,CO3 (0,552 g; 4 mmole) oraz 5 ml
bezwodnego dimetoksyetanu. Mieszaning reakcyjna ogrzewano pod chtodnica zwrotna
przez 3 godziny w temperaturze wrzenia. Po osiaggnig¢ciu przez mieszaning temperatury
pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i trzykrotnie przemywano 30 ml octanu
etylu. Potaczone ekstrakty organiczne wysuszono bezwodnym MgSO, i zageszczono na
wyparce obrotowej pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskang brutnatng oleista ciecz
oczyszczano na kolumnie chromatograficznej stosujac chloroform jako eluent.
Uzyskano (0,120 g, wyd. 17%) zottego krystalicznego osadu KomNMel6; t.t.=130-
135°C, Rf=0,61 (CHCI3;:MeOH, 10:1).

1-metylo-4-(5-bromo-3,4-dimetoksyfenylo)-5-(3-metoksy-4-metylotiofenylo)-

imidazol (CoH2:BrN,O3S, m.cz. 449,36) (KomNMel6). *H NMR (500 MHz, CDCl3)
ppm (8): 7.54 (s, 1H, C2im-H), 7.33 (d, J = 2.0 Hz, 1H, C6-H), 7.23 (d, J = 7.9 Hz, 1H,
C5’-H), 7.04 (d, J = 1.9 Hz, 1H, C2-H), 6.95 (dd, J = 7.9, 1.7 Hz, 1H, C6’-H), 6.76 (d,
J =1.6 Hz, 1H, C2’-H), 3.84 (s, 3H, N1im-CHj3), 3.80 (s, 3H, C3-OCHy3), 3.64 (s, 3H,
C4-OCHjs), 3.49 (s, 3H, C3’-OCHs), 2.48 (s, 3H, C4°-SCHs). *C NMR (126 MHz,
CDCI3) ppm (8): 156.31 (C3°), 153.15 (C3), 144.79 (C4), 137.34 (C2im), 136.53
(C4im), 131.75 (C5im), 128.74 (C1°), 128.69 (C1), 127.28 (C4’), 125.78 (C6), 123.37
(C5°), 122.41 (C6°), 117.40 (C5), 111.97 (C2), 109.80 (C2’), 60.54 (C4-OCHj3), 56.04
(C3’-OCHpg), 55.69 (C3-OCHs), 32.19 (N1lim-CHsj), 14.42 (C4’-SCHj3). FTIR ATR
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(KBr) cm™: 3101 (v N=Ca,-H), 2933 (v CHs), 2829 (v O-CHs), 1557 (v Car=Ca;), 1506
(v Car=Cay), 1463 (8as CH3), 1402 (8s CH3), 1231 (vas Car-O-C), 1043 (vs Car-O-C), 853
(° =Ca-H). LRMS (El) m/z 450,1 ([M* + 2], 100%), 448,0 ([M]", 94,7%), 435,1 ([M"
+ 2 - CHs], 42,5%), 433,0 ([M-CHs]", 40,7%). HRMS (EI) m/z obliczone dla
Ca0H21BrN205S: 448,04507. Znaleziono: 448,05190.

Synteza 1-metylo-4-(3-bromo-4,5-dimetoksyfenylo)-5-(4-metoksy-3-metylotio-
fenylo)imidazolu (KomNMel7)

W kolbie okragtodennej o pojemnosci 50 ml umieszczono metylotiobenzaldehyd
ald 2d (0,182 g; 1mmol), 33% roztwor metyloaminy w etanolu (0,470 g; 5 mmoli), 15
ml bezwodnego etanolu i 0,3 ml lodowatego kwasu octowego. Nastepnie mieszaning
reakcyjng ogrzewano pod chlodnicg zwrotng zabezpieczong rurkg z bezwodnym CaCl,
przez 2 godziny w temperaturze wrzenia. Mieszaning reakcyjna doprowadzono do
temperatury pokojowej, a nastepnie dodano pochodng tosylometylo izocyjanku
TosMIC3 (0,615 g, 1,5 mmola), bezwodny K,CO3 (0,552 g; 4 mmole) oraz 5 ml
bezwodnego dimetoksyetanu. Mieszaning reakcyjnag ogrzewano pod chtodnicg zwrotng
przez 3 godziny w temperaturze wrzenia. Po osiagnigciu przez mieszaning temperatury
pokojowej dodano 30 ml wody destylowanej i trzykrotnie przemywano 30 ml octanu
etylu. Polaczone ekstrakty organiczne wysuszono bezwodnym MgSQ;, i zaggszczono na
wyparce obrotowej pod zmniejszonym cis$nieniem. Uzyskang brutnatng oleistg ciecz
oczyszczano na kolumnie chromatograficznej stosujagc chloroform jako eluent.
Uzyskano (0,17 g, wyd. 25%) zo6ttego krystalicznego osadu KomNMel7; t.t.=130-
135°C, Rf=0,69 (CHCl3:MeOH, 10:1).

1-metylo-4-(5-bromo-3,4-dimetoksyfenylo)-5-(4-metoksy-3-metylotiofenylo)-

imidazol (CoH2:BrN,O3S, m.cz. 449,36) (KomNMel7). *H NMR (500 MHz, CDCl3)
ppm (8): 7.54 (s, 1H, C2im-H), 7.32 (d, J = 1.6 Hz, 1H, C2’-H), 7.11 (dd, J = 6.5, 1.7
Hz, 1H, C6°-H), 7.09 (d, J = 1.6 Hz, 1H, C6-H), 7.05 (d, J = 1.6 Hz, 1H, C2-H), 6.93
(d, J = 6.5 Hz, 1H, C5>-H), 3.96 (s, 3H, N1im-CHs), 3.80 (s, 3H, C3-OCHj3), 3.65 (s,
3H, C4-OCHs), 3.48 (s, 3H, C4’-OCHs3), 2.36 (s, 3H, C3’-SCH3). *C NMR (126 MHz,
CDCls) ppm (8): 156.55 (C3), 153.17 (C4’), 144.76 (C4), 137.22 (C2im), 136.53
(C4im), 131.87 (C5im), 128.71 (C1°), 128.38 (C1), 128.14 (C2’), 127.86 (C6), 122.90
(C3°), 122.37 (C6), 117.43 (C5), 110.28 (C5°), 109.70 (C2), 60.56 (C4-OCHs), 56.01
(C4’-OCHjs), 55.71 (C3-OCHj3), 32.16 (N1im-CHj3), 14.70 (C3’-SCH3). FTIR ATR
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(KBr) cm™: 3097 (v N=Ca,-H), 3005 (v =Ca,-H), 2930 (v CH3), 2832 (v O-CHs), 1562
(v Car=Car), 1523 (v Car=Car), 1437 (das CH3), 1382 (3s CH3), 1249 (vas Car-O-C), 1044
(vs Car-O-C), 877 (° =Ca-H). LRMS (EI) m/z 450,1 ([M* + 2], 100%), 448,0 ([M]",
96,4%), 435,1 ([M* + 2 - CHs), 44,3%), 433,0 ([M-CH3]", 43,3%). HRMS (EI) m/z
obliczone dla CyH21BrN,O3S: 448,04507. Znaleziono: 448,04442.

4.6. Badania biologiczne

46.1. Badanie wplywu wybranych tiopochodnych RSV i CA-4 na proces

polimeryzacji tubuliny in vitro

Badania wykonano we wspolpracy z Pania dr Renata Mikstacka w Katedrze
Biochemii Farmaceutycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w

Poznaniu.
4.6.1.1. Materialy i odczynniki

Do prowadzenia badan biologicznych wykorzystano zestaw HTS-Tubulin
Polymerization Assay Kit [171] zawierajacy tubuling wyizolowang z mozgoéw
wieprzowych o czystosci ponad 97%. Powyzszy zestaw sktadat si¢ z:
e HTS tubulin protein — zawierajacy 4.0mg tubuliny/fiolke,
e GTP — guanozyno-5’-trifosforan (ang. Guanosine Triphosphate),
e GTB - bufor dla tubuliny (ang. General Tubulin Buffer) zawierajagcy 80 mM
PIPES, 2 mM MgCl,, 0,5 mM EGTA, pH 6,9,

e TGB - bufor glicerolowy dla tubuliny (ang. Tubulin Glycerol Buffer)
zawierajacy 80 mM PIPES, 2 mM MgCl,, 0,5 mM EGTA, 60% v/v glicerol, pH
6,9,

e DMSO - dimetylosulfotlenek,

o Paklitaksel jako zwigzek referencyjny.

Poza paklitakselem jako zwiazki referencyjne wykorzystywano uzyskang na drodze

syntezy kombretastatyne A-4 (CA-4).
4.6.1.2. Zasada metody

Oznaczenie procesu polimeryzacji tubuliny opiera si¢ na zaadaptowanej oryginalne;j
metodzie opisanej w pracach Shelanskiego i wsp. [172] oraz Li i wsp. [173] méwiacej o

zaleznosci miedzy rozproszeniem S$wiatla przez probke z tubuling, ktore jest
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proporcjonalne do ilosci powstatego w trakcie polimeryzacji polimeru (mikrotubuli).
Wyznaczona w ten sposob krzywa polimeryzacji tubuliny posiada trzy glowne fazy:
nukleacje, wzrost 1 stan stacjonarny (Rysunek 26). Oznaczenie wptywu badanych
zwigzkéw na procesu polimeryzacji tubuliny prowadzi si¢ zatem turbidymetrycznie
mierzac zmiany zmetnienia analizowanych probek jako funkcje absorbancji (gestosci
optycznej, OD — ang. optical density) w jednostce czasu. Zgodnie z informacjami
podanymi przez producenta zestawu przyjmuje si¢, ze zmetnienie jest proporcjonalne
do masy polimeru, w przyblizeniu OD = 0,1 oznacza 1 mg masy polimeru na mi
roztworu. Mozna wigc powiedzie¢, ze pod wptywem badanego zwigzku masa polimeru
(warto$¢ maksymalna) maleje lub rosnie.
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Rysunek 26. Standardowa reakcja polimeryzacji wg producenta zestawu. Numerami rzymskim

zaznaczono trzy fazy polimeryzacji: I (nukleacjg), II (wzrost), III (stabilizacje)
4.6.1.3. Metodyka

Ocena wplywu otrzymanych zwigzkéw na proces polimeryzacji tubuliny
prowadzona byla wobec zwigzkéw referencyjnych: paklitakselu jako zwigzku
stymulujacego polimeryzacje tubuliny oraz CA-4 jako inhibitora polimeryzacji tubuliny
oraz kontroli. Ocenie poddano:

e najbardziej cytotoksyczne tiopochodne RSV a wiec zwiazki S7 i S8 wobec

paklitakselu,

e wszystkie otrzymane tiopochodne CA-4.

Ogolne warunki prowadzenia oznaczen

a. Temperatura 36,5-37,5°C

b. Czas prowadzenia badania 60 minut

c. Interwatl czasowy 60 sekund

d. Detekcja/Dlugosc fali Absorbancja/340nm

Pomiary wykonywano przy uzyciu spektrofotometru Infinite M200 firmy TECAN.
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Oznaczenie wplywu badanych zwigzkow na proces polimeryzacji tubuliny
dokonywano kazdorazowo wobec kontroli oraz zwigzku referencyjnego. Dla kazdego
stezenia wykonano 2 powtorzenia proby.

Z uwagi, iz podstawowymi parametrami opisujagcymi proces polimeryzacji tubuliny
sg wartos¢ maksymalna ODszsonm, czas jej osiggniecia oraz szybkos$¢ zachodzenia
procesu, w celu poréwnania aktywno$ci badanych pochodnych postugiwano si¢
wartosciami Szybkosci polimeryzacji wyznaczonymi jako iloraz zmiany ggstosci
optycznej [AODssonm] W jednostce czasu [min] dla prostoliniowego odcinka fazy
wzrostu. Wyrazono je jako procent wartosci kontrolnej. WyKkresy prezentujace przebieg
krzywych polimeryzacji tubuliny jako zalezno$¢ gestosci optycznej OD w funkcji czasu
oraz wartosci ICso dla wybranych zwigzkow uzyskano przy uzyciu oprogramowania
GraphPad Prism [174].

4.6.2. Badanie cytotoksycznosci tiopochodnych RSV i CA-4 (test zywotnoSci
komorek — MTT) in vitro

Badania wykonane zostaty dzigki wspotpracy z Panem dr hab. Markiem Muriasem
w Katedrze Toksykologii Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu oraz dr Michatem Cichockim w Katedrze Biochemii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu. Badania
cytotoksycznosci  pochodnych RSV  przeprowadzono na wybranych liniach
komoérkowych:
1. Nowotworowych:

e A439 — raka skory,

e MCF7 —raka piersi linii estrogenozaleznej,
e MDA-MB-231 — raka piersi linii estrogenoniezaleznej.

2. Prawidlowych:

e HaCaT — keratynocytow.
Badania cytotoksyczno$ci pochodnych CA-4 przeprowadzono na nastepujacych liniach
komoérkowych:
1. Nowotworowych:

e A431 — raka skory,

e MCF7 —raka piersi linii estrogenozaleznej,
e MDA-MB-231 — raka piersi linii estrogenoniezaleznej,
e Hela - raka szyjki macicy,
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e Ab49 — raka ptuc,
e SKOV3 - raka jajnika.

2. Prawidlowych:

e HaCaT — keratynocytow,
e CCD39Lu - fibroblastow ptuc.

4.6.2.1. Materialy i odczynniki

Komorki nowotworowe i prawidtlowe w zalezno$ci od linii komoérkowej zostaly
zakupione:
Komorki nowotworowe linii:

e A431 (Cell Lines Service, Niemcy),

e MCF7 (DMSZ, Niemcy),

e MDA-MB-231 (DMSZ, Niemcy),

e Hela (The European Collection of Cell Cultures — ECACC, Sigma-Aldrich),

e Ab49 (The European Collection of Cell Cultures — ECACC, Sigma-Aldrich).
Komorki prawidlowe:

o HaCaT (Cell Lines Service, Niemcy),

e CCD39Lu (The European Collection of Cell Cultures — ECACC, Sigma-

Aldrich).

Odczynniki:

e roztwor 0,25% trypsyny,

e PBS,

e pozywka DMEM z dodatkiem 10% FBS i1 1% mieszaniny antybiotykow

(streptomycyna, penicylina i amfoterycyna B),

e PBS z dodatkiem 0.1% EDTA,

e MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ylo)-2,5-difenylotetrazoliowy),

e izopropanol zakwaszony stezonym HCI,

e DMSO.
Odczynniki oraz RSV jako zwigzek referencyjny zakupiono w firmie Sigma Chemicals
(St. Louis, MO, USA).
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4.6.2.2. Zasada metody MTT

Metoda MTT oparta jest na zatozeniu, ze do przeprowadzenia obserwowanej w niej
reakcji zdolne s3 tylko zywe komorki. W wyniku dziatania obecnej w komorkach
mitochondrialnej dehydrogenazy, zoéita rozpuszczalna w wodzie so6l bigkitu
tetrazolowego (MTT) przeksztatlcana jest do purpurowych, nierozpuszczalnych w
wodzie krysztaldéw formazanu (Rysunek 27). Po zmianie $srodowiska i rozpuszczeniu
krysztatbw w izopropanolu lub DMSO powstaje barwny roztwor. Mierzona
spektrofotometrycznie intensywno$¢ zabarwienia roztworu jest wprost proporcjonalna
do ilosci powstalego produktu. Z pomiaréw absorbancji oblicza si¢ procent
przezywalnosci komodrek w obecnosci badanych zwigzkéw w stosunku do komorek

kontrolnych.

/@ mitochondrialna N—NH
dehydrogenaza -
N-._‘N ydrog _ /

Rysunek 27. Konwersja soli bigkitu tetrazolowego (MTT) do formazanu

4.6.2.3. Metodyka
Hodowla komorek badanych linii

Komoérki hodowano w pozywce plynnej na bazie DMEM (medium Eagle’a w
modyfikacji Dulbecco) z dodatkiem 10% ptodowej surowicy bydlgcej (FBS) oraz
antybiotykéw. Hodowle prowadzano w inkubatorze, w warunkach standardowych
(37°C, 5% CO,), wymieniajac medium co 2-3 dni. Komorki linii HaCaT wymagaty
stosowania roztworu PBS z dodatkiem 0.1% EDTA i dodatkowej inkubacji komorek
przy wymianie medium przez 10 minut w PBS z EDTA, celem obnizenia st¢zenia
wolnych jonow wapnia. Wszystkie zabiegi na komoérkach wykonywano pod lozg z
nawiewem laminarnym, z zachowaniem atmosfery sterylnej. Po uzyskaniu ciaglej,

pojedynczej warstwy komorek, medium usuwano, a nastgpnie komoérki przemywano
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dwukrotnie PBS, w celu wyptukania pozywki i usunigcia martwych komorek.
Zawiesinge komoérek otrzymywano w wyniku nadtrawiania ich w inkubatorze przez 5-7
minut roztworem trypsyny inaktywowanym przez dodatek medium. Zawiesing
wirowano w probowce typu Falcon w temperaturze pokojowej przy 500 g w czasie 10
minut. Komorki zostaly zliczone przy uzyciu hemocytometru pod odwrdéconym
mikroskopem. Supernatant usuwano, a zawiesing komorek uzupeiniano medium do
otrzymania pozadanej liczby CFU (jednostek tworzacych kolonig, ang. colony forming
unit) w 1 ml, po czym przenoszono do butelek hodowlanych lub na ptytki 96-cio

dotkowe okreslong objetos¢ uzyskanej zawiesiny.
Badanie cytotoksycznosci pochodnych RSV i CA-4 za poSrednictwem testu MTT

Komoérki wysiewano na 96-studzienkowe plytki w liczbie 10000 CFU na kazda
studzienke. Inkubowano 24-godziny, po czym odciggano pozywke (200 pl) i dodawano
badane zwiazki w stezeniach w zakresie 0-200 uM (w przypadku tiopochodnych RSV)
lub w zakresie 0-20 uM (w przypadku tiopochodnych CA-4). Po 48-mio godzinnej (w
przypadku tiopochodnych CA-4) lub 72 godzinnej (w przypadku tiopochodnych RSV)
inkubacji studzienki przemyto trzykrotnie buforem PBS (200 ul, temp. 37°C), a
nast¢pnie dodano roztwor MTT (0,5 mg/ml). Proby poddano kolejnej 4-godzinnej
inkubacji, po czym usuni¢to pozywke i dodano po 150 ul DMSO w celu rozpuszczenia
powstatych krysztalkow formazanu. Nastgpnie ptytki wytrzasano przez 20 minut.
Pomiar absorbancji wykonano przy uzyciu spektrofotometru Tecan Infinite M200
(dlugos¢ fali A = 570 nm, dtugos¢ fali odniesienia A = 690 nm). Wyniki podano jako
procent grupy kontrolnej (komorki inkubowane bez badanych zwigzkow) wobec
zwigzkow referencyjnych RSV, CA-4 lub nokodazolu. Dla kazdego stgzenia wykonano
3 powtdrzenia proby, a kazda inkubacja wykonywana byla w trzech niezaleznych
eksperymentach. Wykresy prezentujace wyniki testu MTT oraz wartosci ICsp uzyskano

przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism [174].
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Wyniki i dyskusja

S. WYNIKI | DYSKUSJA

W rozdziale zaprezentowana zostata procedura otrzymywania tiopochodnych RSV
i CA-4 wraz z wynikami ich aktywno$ci przeciwnowotworowej opartej o testy
cytotoksycznosci oraz wptyw na proces polimeryzacji tubuliny in vitro. Przedstawiono
réwniez protokot VCL-VS, narzgdzia do tworzenia i skriningu wirtualnych bibliotek

kombinatorycznych dla nowych tiopochodnych CA-4.
5.1. Synteza tiopochodnych RSV

Wysoka aktywno$¢ cytotoksyczna i chemoprewencyjna metoksypochodnych RSV
oraz doniesienia naukowe [72, 73, 74] méwiace, iz jednym z mechanizméw dziatania
przeciwnowotworowego jest ich wplyw na proces polimeryzacji tubuliny stanowig
podstawe do dalszych badan w tym zakresie. Przestanka przy wyborze tiopochodnych
RSV, ktére zostaly otrzymane i przebadane w niniejszej rozprawie doktorskiej sa
intensywne badania nad ta grupa zwigzkow prowadzone w naszej Katedrze pod katem
ich aktywnos$ci chemoprewencyjnej. Udowodnily one, iz tiopochodne RSV wykazuja
silniejszy od RSV efekt hamowania w stosunku do izoenzymow CYP1A1l, CYP1A2
oraz CYP1BL1 [18, 69]. Brak jest jednoczesnie badan, co do aktywnosci cytotoksycznej
tych zwigzkow. Ponadto badania naukowe prowadzone prze Yanga i wsp. [100]
dowodza, iz modyfikacje strukturalne RSV polegajace na wymianie grupy
hydroksylowej w pozycji 4’ na podstawnik metylotiolowy prowadza do obnizenia
toksycznos$ci uzyskanych pochodnych w stosunku do zdrowych komoérek nerki
ludzkiego embrionu (HEK 293).

Biorac pod uwage powyzsze informacje przeprowadzono modyfikacje strukturalne
RSV, w ktérych grupa hydroksylowa w pierscieniu B zostala podstawiona grupa
metylotiolowg a pierScien A zostal podstawiony grupami metoksylowymi w rdznej
ilosci 1 konfiguracji. W celu otrzymania tiopochodnych RSV bedacych doktadnie rzecz
biorgc pochodnymi (E)-4’-metylotiostilbenu postuzono si¢ metoda HWE (rozdz. 2.4.3,
str. 64). Wybor tej metody podyktowany byt jej wysoka stereoselektywnoscia w
kierunku izomeréw (E)-stilbenu, stosunkowo wysoka wydajnoscia, jak réwniez

dostepnoscia niezbednych odczynnikow.
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5.1.1. Synteza 4-metylotiobenzylofosfonianu dietylu (Fosl)

Pierwszy etap syntezy tiopochodnych RSV wymagal zgodnie z metodyka reakcji
HWE otrzymania odpowiednio podstawionej pochodnej halogenku benzylowego, ktory
nastepnie w reakcji Michaelisa-Arbuzova z trietylofosforynem przeksztatcany byl do
pochodnej benzylofosfonianowe;.

Zwiazkiem wyjsciowym byt chlorek 4-metylotiobenzylowy 64, ktory otrzymano
wykorzystujac komercyjnie dostepny alkohol 4-metylotiobenzylowy 63 oraz chlorek
tionylu (Schemat 18) zgodnie z procedura syntetyczng przedstawiong przez Ranatunge i
wsp. [161]. Podczas wkraplania chlorku tionylu obserwowano stopniowa zmian¢ barwy
mieszaniny reakcyjnej z bezbarwne] do intensywnie zoltej oraz wydzielanie
chlorowodoru. Surowy produkt oczyszczono na drodze destylacji pod zmniejszonym
ci$nieniem co pozwolilo na otrzymanie czystego chromatograficznie (TLC) oleistego
produktu 64, ktéry skrystalizowal po ochtodzeniu z wysoka wydajnoscia wynoszaca
83%.

OH
(@)
+ socl, ————=

cl
SCH, SCH,
63 64

Schemat 18. Synteza chlorku 4-metylotiobenzylowego 64. Reagenty i warunki reakcji: (a) toluen, 30
minut, temp. pok., wyd. 83%

W kolejnym etapie uzyskany chlorek 4-metylotiobenzylowy 63 poddano reakcji z
trietylofosfosforynem zgodnie z procedura opisang przez Ulmana i wsp. [162]. Surowy
produkt podobnie jak w poprzednim przypadku oczyszczano na drodze destylacji pod
zmniejszonym cisnieniem otrzymujac czysta chromatograficznie (TLC) opalizujaca
oleistg ciecz 4-metylotiobenzylofosfonianu dietylu Fosl z 80% wydajnoscig (Schemat
19). Uzyskany produkt scharakteryzowano za pomoca widm *H i **C NMR oraz EI MS.
W widmie masowym poza pikiem jonu molekularnego przy m/z = 274 zaobserwowano
pik jonu fragmentacyjnego m/z = 136,9 pochodzacego od ugrupowania 4-
metylotiobenzylowego [CH3SPhCH,]".
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Schemat 19. Synteza 4-metylotiobenzylofosfonianu dietylu Fosl. Warunki reakcji: (a) 2 godziny,
temp.170°C, wyd. 80%

5.1.2. Generalna procedura syntezy tiopochodnych RSV (S1-S8)

Koncowym etapem syntezy tiopochodnych RSV byla reakcja kondensacji
pochodnej fosfonianowej Fosl z handlowo dostgpnymi aldehydami benzoesowymi a
mianowicie:
2-metoksybenzaldehydem 65 w przypadku zwigzku S1, 3-metoksybenzaldehydem 66
dla S2, 2,3-dimetoksybenzaldehydem 67 dla S3, 2,5-dimetoksybenaldehydem 68 dla
S4, 3,5-dimetoksybenzaldehydem 69 dla S5, 2,3,4-dimetoksybenzaldehydem 70 dla S6,
3,4,5-trimetoksybenzaldehydem 71 dla S7 oraz 2,4,5-trimetoksybenzaldehydem 72 w
przypadku zwigzku S8. Zoptymalizowana, generalna reakcja syntezy tiopochodnych
RSV prowadzona byta w bezwodnym DMF w obecnosci zasady - wodorku sodowego
(Schemat 20). Najpierw do zawiesiny wodorku sodu w DMF w temperaturze 0 do -5°C
wkroplono roztwoér Fosl w DMF, co pozwolilo na generowanie in situ reaktywnego
karboanionu fosforylowego. Reakcje prowadzono przez 30 minut. Nastepnie
utrzymujac temperature w tym samym zakresie wkraplano roztwor odpowiedniego
benzaldehydu w DMF 1 dalej reakcj¢ prowadzono w temperaturze pokojowej przez 1,5
godziny. Otrzymane surowe tiopochodne RSV kazdorazowo oczyszczano przez
krystalizacje z 96% etanolu. Wydajnos¢ w zaleznos$ci od uzyskanej pochodnej wahata

si¢ w granicach 50-75%.
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H<O\C‘3H5
0 CHO
CIZH5 Rs R,
+ @ . S1:R,=OCH, :R,=R,=R,=R,=H
R} R, $2:R,=OCH,:R,=R,=R,=R,=H
SCH; Ry $3:R,=R,=OCH,;R,=R,=R,=H
Fosl 65-72 S4:R =R,=OCH,;R,=R,=R,=H
S$5:R,=R,=OCH,;R,=R,=R,=H
S6:R,=R,=R,=OCH,;R,=R,=H
S7:R,=R,=R,=OCH,:R,=R,=H
@ S$8:R,=R,=R,=OCH,:R,=R,=H
—_—

Schemat 20. Synteza tiopochodnych RSV S1-S8. Reagenty i warunki reakcji: (a) NaH, DMF, 2 godz.,
temp. 0 — 25°C, wyd. 50-75%

Uzyskane tiopochodne RSV (S1-S8) wraz z wydajnosciami reakcji oraz

temperaturami topnienia zestawiono w tabeli 5.

Tabela 5. Otrzymane tiopochodne RSV S1-S8

Temperatura
Nazwa Nazwa Wydajnos$¢
Symbol topnienia
zZwyczajowa systematyczna [%]
[°C]
(E)-2-metoksy-4’- (E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(2-
S1 60 87-89
metylotiostilben metoksyfenylo)eten
(E)-3-metoksy-4’- (E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(3-
S2 55 92-94
metylotiostilben metoksyfenylo)eten
(E)-2,3-dimetoksy-4’- (E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-
S3 50 83-85
metylotiostilben (2,3-dimetoksyfenylo)eten
(E)-2,5-dimetoksy-4’- (E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-
S4 62 58-60
metylotiostilben (2,5-dimetoksyfenylo)eten
(E)-3,5-dimetoksy-4’- (E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-
S5 58 81-83
metylotiostilben (3,5-dimetoksyfenylo)eten
(E)-2,3,4-trimetoksy- (E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-
S6 70 144-146
4’-metylotiostilben (2,3,4-trimetoksyfenylo)eten
(E)-3,4,5-trimetoksy- (E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-
S7 75 111-113
4’-metylotiostilben (3,4,5-trimetoksyfenylo)eten
(E)-2,4,5-trimetoksy- (E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-
S8 65 113-115
4’-metylotiostilben (2,4,5-trimetoksyfenylo)eten
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Wszystkie zwiazki scharakteryzowano za pomoca widm ‘H NMR i 3¢ NMR,
widm IR, nisko- i wysokorozdzielczych widm masowych oraz wspotczynnika Ry W
przypadku wysokorozdzielczych widm masowych uzyskane warto$ci zmierzonych mas
jonu molekularnego badanych zwigzkow byly w pelni zgodne z ich warto$ciami
teoretycznymi. Na widmach "H NMR zaobserwowano m.in. charakterystyczna stala

sprzgzenia protonéow winylowych dla uktadu (E)-stilbenu w zakresie 16,3-16,5 Hz.
Badanie monokrysztaléw otrzymanych tiopochodnych RSV

Uzyskane zwiazki krystalizowano ponownie z 96% etanolu w celu osiagnigcia
krysztatow nadajacych si¢ do pomiarow rentgenostrukturalnych. Dla zwigzkow S1, S2,
S3, S4, S6, S7 i S8 uzyskano monokrysztaly o odpowiedniej jakoSci. Zostaly one
przekazane do badan rentgenostrukturalnych Pani mgr Agnieszce Gielarze-Korzanskiej
przy wspOlpracy z Panem mgr Arturem Korzanskim, ktéore wykonano =z
wykorzystaniem dyfraktometru Excalibur z detektorem Atlas w Zakladzie
Krystalografii Wydziatu Chemii Uniwersytetu Adama Mickiewicza w Poznaniu. Dane
krystalograficzne zaprezentowano w tabelach 6-12. Potwierdzity one otrzymanie uktadu
(E)-stilbenowego, w kazdym z analizowanych zwiazkéw, o czym $wiadczy
konfiguracja obu pierscieni fenylowych w stosunku do grupy winylowej. Struktury
krystalograficzne badanych zwigzkéw oraz ich upakowania wzdluz wybranego

kierunku zaprezentowano na rysunkach 28-41.
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Tabela 6. Dane krystalograficzne dla zwigzku S1

Wzor czasteczkowy Ci6H160S
Masa czasteczkowa 256,35
Temperatura 100(10) K
Uktad krystalograficzny Rombowy
Grupa przestrzenna P2:2,2,

a=545964)A  o=90°
Parametry komorki elementarnej b =9.6038(6) A B=90°
c=25.023(2) A vy =90°

Objetosé 1312.02(16) A3
Z 4

Gestos$¢ obliczona 1.298 Mg/m3
Wspbtezynnik absorpcji 0.231 mm-1

Liczba refleksow zmierzona/uzyta  3233/2170

(

Rysunek 29. Upakowanie czasteczek zwiazku S1 wzdtuz kierunku [100]
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Tabela 7. Dane krystalograficzne dla zwigzku S2

Wzor czasteczkowy
Masa czasteczkowa
Temperatura

Uktad krystalograficzny

Grupa przestrzenna

Parametry komorki elementarne;j

Objetosc

z

Ggestosc¢ obliczona
Wspolczynnik absorpcji

Liczba reflekséw zmierzona/uzyta

Ci6H160S
256,37
100,02(10) K
Rombowy
P2:2:2;
a=5.1304(4) A
b =9.0986(6) A
c=28326(2) A
1322,2(16) A3
4

1.288 Mg/m3

0.229 mm-1
3418/2559

a=90°
B=90°
¥ =90°

- e

Rysunek 31. Upakowanie czasteczek zwigzku S2 wzdhuz kierunku [100]
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Tabela 8. Dane krystalograficzne dla zwiazku S3

Wz6r czasteczkowy C17H150,S
Masa czasteczkowa 286,37
Temperatura 100(1) K
Uktad krystalograficzny Jednoskosny
Grupa przestrzenna P2:/n
a=14,083 A o= 90°
Parametry komorki elementarnej ~ b=7,749 A B=90°
c=14,642 A ¥=90°
Objetosé 1432,1 A3
z 4
Gestos$¢ obliczona 1.328 Mg/m3
Wspdtczynnik absorpcji 0.224 mm-1

Liczba refleksow zmierzona/uzyta  5075/2518

Rysunek 33. Upakowanie czasteczek zwiazku S3 wzdtuz kierunku [100]
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Tabela 9. Dane krystalograficzne dla zwiazku S4

Wzor czasteczkowy
Masa czasteczkowa
Temperatura

Uktad krystalograficzny

Grupa przestrzenna

Parametry komorki elementarne;j

Objetosc

z

Ggestosc¢ obliczona
Wspolczynnik absorpcji

Liczba reflekséw zmierzona/uzyta

C17H150,S

286,37

100(1) K

Rombowy

Pna2,

a=18,4069(4) A o=90°
b=10,9192(2) A PB=116,33°
c=738822)A  y=90°
1484,94(6) A3

4

1.281 Mg/m3

0.217 mm-1
9478/2590

Rysunek 35. Upakowanie czasteczek zwigzku S4 wzdhuz kierunku [100]
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Tabela 10. Dane krystalograficzne dla zwiazku S6

Wzor czasteczkowy
Masa czasteczkowa
Temperatura

Uktad krystalograficzny

Grupa przestrzenna

Parametry komorki elementarne;j

Objetosc

z

Ggestosc¢ obliczona
Wspolczynnik absorpcji

Liczba reflekséw zmierzona/uzyta

ClSHZOOSS

316,40

293(2) K

Jednoskosny

P2,/c

a=13,9633(4) A a=90°
b=7,70942) A B=90,705(3)°
c=1515184) A y=90°
1630,95(8) A3

4

1.289 Mg/m3

0.208 mm-1
8931/2862

Rysunek 37. Upakowanie czasteczek zwigzku S6 wzdhuz kierunku [001]
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Tabela 11. Dane krystalograficzne dla zwiazku S7

Wzor czasteczkowy
Masa czasteczkowa
Temperatura

Uktad krystalograficzny

Grupa przestrzenna

Parametry komorki elementarne;j

Objetosc

z

Ggestosc¢ obliczona
Wspolczynnik absorpcji

Liczba refleksow zmierzona/uzyta

C1gH2003S

316,40

100(1) K
Jednoskosny
P2./n
a=10,9246(4) A
b=72696(3) A

¢ =40,2909(17) A

a=90°
B=93,111(4)°
y=90°
3195,12) A’

8

1.316 Mg/m’

0213 mm"
12159/5629

Rysunek 38. Struktura krystalograficzna zwigzku S7

e T
P
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Rysunek 39. Upakowanie czasteczek zwigzku S7 wzdhuz kierunku [100]
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Tabela 12. Dane krystalograficzne dla zwiazku S8

Wzor czasteczkowy C1gH2003S
Masa czasteczkowa 316,40
Temperatura 100(1) K
Uktad krystalograficzny Rombowy
Grupa przestrzenna P2:2,2,

a=5,3187(3) A

Parametry komorki elementarne;j

b=18,3866(7) A

c=36,01902) A

Objetosé 1606,67(19) A®
4 4

Gestos$¢ obliczona 1.308 Mg/m3
Wspotczynnik absorpcji 0211 mm’"
Liczba refleksow zmierzona/uzyta  8566/2813

o= 90°
B=90°
¥ =90°

Rysunek 40. Struktura krystalograficzna zwigzku S8
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Rysunek 41. Upakowanie czasteczek zwigzku S8 wzdhuz kierunku [100]
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5.2. Badania biologiczne tiopochodnych RSV

Badanie cytotoksycznosci in vitro (test zywotnosci komoérek — MTT)

Otrzymane tiopochodne RSV zostaly nastepnie przebadane pod katem ich
aktywnos$ci cytotoksycznej na wybranych liniach komoérek nowotworowych: MCF7,
MDA-MB-231oraz A439 i prawidlowych HaCaT. Przebadano wszystkic zwigzki z
wyjatkiem pochodnej S6, co wynikalo z probleméw z jej bardzo slabg
rozpuszczalnosciag w DMSO uzywanym jako medium do przygotowywania roztworow
badanych prob zwigzkow. W tym celu postuzono si¢ testem MTT, ktéry pozwala
okresli¢ procent przezywalnosci komoérek w stosunku do kontroli w funkcji stezenia
badanych zwigzkow (zasada metody zostala opisana w rozdziale 4.6.2.2, str. 122).
Przeprowadzenie prob testow MTT dla poszczegdlnych linii komérkowych pozwolito
okresli¢ odpowiedni zakres stgzen zwigzkdéw badanych 1 zwigzku referencyjnego (RSV)
a mianowicie: dla linii MCF7 oraz MDA-MB-231 wyniost on od 0-100 uM a dla linii
A439 oraz HaCaT od 0-200 puM. Inkubacja zwigzkéw badanych oraz zwigzku
referencyjnego w kazdym tescie wynosita 72 godziny. Dla kazdego stezenia wykonano
3 powtodrzenia proby, a kazda inkubacja wykonywana byla w trzech niezaleznych
eksperymentach. Wyniki testow MTT pokazujacych wptyw badanych zwigzkéw na
procent przezywajacych komorek (100% przyjeto dla grupy kontrolnej, w ktorej

stezenie badanego zwigzku wynosito 0 uM) przedstawiono na rysunku 42.

MCF7 (MTT) MDA-MB-231 (MTT)
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Rysunek 42. Wptyw tiopochodnych RSV na przezywalno$¢ komoérek badanych linii (test MTT,
72 godz.)

136



Wyniki i dyskusja

Na podstawie wynikow testu MTT wyznaczono wartosci ICsp (Spadek
przezywalnosci komoérek o 50% w stosunku do kontroli) a ich wyniki zestawiono w

tabeli 13.

Tabela 13. Wyznaczone warto$ci ICsg tiopochodnych RSV
Linia, 1Cs, + SD [uM]

Zwiazek
MCF7 MDA-MB-231 A431 HaCaT

RSV 24.59 + 3.82 46.12 +14.90 49.44 +3.76 85.23 £29.17
S1 27.30+12.42 > 100 241.28 £9.95 106.38 £ 93.02
S2 6.60 + 3.68 > 100 141.28 £ 2.80 182.66 +38.71
S3 10.60 £ 6.14 > 100 157.28 £3.01 51.75+7.27
S4 10.18 + 6.55 32.44 £ 14.34 47.05+9.03 65.00 +24.45
S5 4.78 + 3.36 3950+ 13.13 4547 £7.24 25.38 +13.87
S7 2.07 £0.39 12.61 +£1.58 19.29 +5.51 9.87 £4.64
S8 5,08 +1.41 10.44 +3.58 22.58+£7.18 50.91 +£13.32

Uzyskane wyniki aktywnosci antyproliferacyjnej przebadanych tiopochodnych
RSV $wiadcza o zaleznoSci pomiedzy liczbg podstawnikéw metoksylowych a ich
cytotoksycznos$cia: najnizsza jest dla monometoksylowych tiopochodnych RSV (S1 i
S2) a najwigksza dla trimetoksylowych pochodnych (S7 i S8). Ponadto zwigzki
najbardziej aktywne S7 ((E)-3,4,5-trimetoksy-4’-metylotiostilben) oraz S8 ((E)-2,4,5-
trimetoksy-4’-metylotiostilben) wykazujg kilkakrotnie wyzszg aktywno$¢ w stosunku
do RSV. Najwigksza aktywno$¢ sposrdd wszystkich badanych linii komoérkowych
zwigzki wykazywaty w stosunku do linii estrogenozaleznej MCF7, co moze wynikac z
ich strukturalnego podobienstwa do dietylostilbestrolem (DES) 28, syntetycznego
odpowiednika zZenskiego hormonu plciowego — estradiolu 27. Aktywnos¢
trimetoksylowych  pochodnych (E)-4’metylotiostilbenu  koreluje z podobnymi
aktywnosciami metoksypochodnych RSV, ktoére zostaly opisane w literaturze, jak prace
Mazue i wsp., Cushman i wsp. [76, 112]. Jakkolwiek pochodna S7 bgdaca tioanalogiem
opisanego w czgsci literaturowej zwigzku DMU-212 ((E)-3,4,4°,5-tetrametoksystilben)
(rozdziat 2.3.5.1, str. 48) charakteryzuje si¢ wyzsza od niego aktywnos$cig w stosunku
do linii komoérek MCF7 i MDA-MB-231 a mianowicie 1Cso(MCF7) = 2,07 uM vs 9,9
uM oraz ICs5(MDA-MB-231) = 508 uM vs 50 uM [Blad! Nie zdefiniowano
zakladki.]. W odniesieniu do aktywnos$ci badanych zwiazkow w stosunku do linii
komoérek prawidlowych keratynocytow HaCaT najnizsza cytotoksycznos¢ wykazuja

zwigzki S1 1 S2, ktore jednocze$nie wykazujg rowniez stabg aktywnos$¢ na badanych
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liniach komorek nowotworowych. Rowniez pozostate zwigzki nie wykazujg wyraznego
selektywnego dziatania na komorki nowotworowe. Jedynie zwiazek S8 wykazuje
dziesigciokrotnie wyzsza aktywnos$¢ cytotoksyczng na linii MCF-7 w odniesieniu do
komorek prawidtowych HaCaT.

Glownym czynnikiem determinujgcym aktywno$¢ cytotoksyczng badanych
tiopochodnych RSV jest jak wida¢ odpowiednia konfiguracja 1 ilo§¢ grup
metoksylowych w pierécieniu A prezentowanych zwiazkéw. Zwigzek S7 posiadajacy
ugrupowanie 3,4,5-trimetoksyfenylowe okazat si¢ by¢ najbardziej aktywny. Jest to
zgodne z doniesieniami literaturowymi [76], iz obecno$¢ podstawnikow metoksylowych
w tych wilasnie pozycjach odpowiada w zasadniczej mierze za wysoka aktywnos¢
przeciwnowotworowg takiej czasteczki.

Z uwagi na wysoka aktywno$¢ cytotoksyczng zwigzkéw S7 1 S8 oraz ich
potencjalne dzialanie chemioterapeutyczne zwiazki te przebadano w tescie skrinigowym
oceniajgcym ich wplyw na proces polimeryzacji tubuliny, celem okreslenia jednego z

potencjalnych mechanizmow aktywnosci przeciwnowotworowe;.
Badanie wplywu zwiazkéw na proces polimeryzacji tubuliny in vitro

Ocene wplywu zwiazkéw S7 i S8 na proces polimeryzacji tubuliny in vitro
przeprowadzono w niezaleznych eksperymentach. Jako zwigzek referencyjny
zastosowano paklitaksel, ktory jest zalecany przez producenta zestawu szczegdlnie przy
oznaczaniu zwiazkow wykazujacych stabilizujacy wptyw na polimeryzacj¢ tubuliny.

Przebieg reakcji polimeryzacji obejmujacy trzy fazy: nukleacje, wzrost oraz
stabilizacj¢ analizowano na podstawie krzywej polimeryzacji stanowiacej zalezno$¢
gestosci optycznej mierzonej przy dtugosci fali 340nm w czasie 60 minut. Wyniki

przedstawiono na rysunku 43.

0.20 0.20
— Kontrola — Kontrola
o015 — ST[pM] 045 — S8 [10uM]
— S87[2uM] §8 [20uM]
Ee 0.10 STL5M] E 040 — Paklitaksel [10uM]
. S — Paklitaksel [10uM] -2
a a
o (=]

0.05 0.05
0.00 0.00
| T T T J L T T T J
0 1000 2000 3000 4000 0 1000 2000 3000 4000
Czas [s] Czas [s]

Rysunek 43. Wptyw zwiazkow S7 (A) i S8 (B) na proces polimeryzacji tubuliny wobec paklitakselu
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Dla zwigzku S7 oznaczenie wykonano przy trzech stezeniach 1, 2 i 5 uM. Z
przebiegu krzywych polimeryzacyjnych mozna wnioskowaé, iz zwigzek S7 przy
stezeniu 1 i 2 uM nie wykazuje wplywu na proces polimeryzacji tubuliny w badanym
tescie. Przy stezeniu 5 uM obserwuje si¢ zwigkszenie szybkosci fazy wzrostu przy
jednoczesnym ustaleniu si¢ fazy stabilizacji na wyzszym poziomie w stosunku do
kontroli (wyzsza wartos¢ OD). W przypadku zwigzku S8 oznaczenie wykonano przy
wyzszych stezeniach a mianowicie 10 1 20 uM. Przy st¢zeniu 10 uM zwigzek S8
powodowat zwigkszenie szybkosci reakcji polimeryzacji tubuliny w fazie wzrostu, przy
czym maksymalna warto§¢ OD byta porownywalna do kontroli. Z kolei przy wyzszym
stezeniu widoczny jest catkowity zanik fazy nukleacji i wzrost szybko$ci polimeryzacji
w fazy wzrostu. Maksymalna wartos¢ OD byta podobnie jak przy stezeniu 10 uM
poréwnywalna do kontroli.

Wplyw paklitakselu w obu przypadkach byt porownywalny zarowno z danymi
podanymi przez producenta zestawu wykorzystanego przy oznaczeniach, jak i z
doniesieniami literaturowymi [74].

Wplyw stabilizujgcy badanych zwigzkéw S7 1 S8 na polimeryzacje tubuliny moze

by¢ jednym z czynnikow warunkujgcych antymitotyczne wiasciwosci tych zwigzkow.

5.3.  Komputerowo wspomagane projektowanie tiopochodnych
CA-4

Strategia badan CADD pomocna w selekcji nowych tiopochodnych CA-4 do
syntezy a nastgpnie ocenie ich aktywnosci biologicznej obejmowata implementacje
protokolu VCL-VS, narzgdzia do tworzenia 1 analizy wirtualnych bibliotek
kombinatorycznych.

Opracowana metodologia sktada si¢ z szeregu etapow (Rysunek 44):

e dostosowanie  algorytmu  generowania  bibliotek  kombinatorycznych
(zdefiniowanie struktury ogdlnej reagentow, okreslenie rdzeni molekularnych)
do schematu syntezy organicznej,

e zbudowanie biblioteki dostepnych reagentow,

e utworzenie biblioteki kombinatorycznej,

e wirtualny skrining biblioteki VCL.
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Rysunek 44. Schematyczna ilustracja zastosowanego protokotu do generowania i analizy wirtualnych

bibliotek kombinatorycznych (VCL-VS)

Definicja kwerend

Na podstawie szlakow syntezy tiopochodnych CA-4 (Schemat 21 i 22)

uwzgledniajacych wystepowanie czterech podstawowych rdzeni molekularnych:

uktad 1,2-difenylooksazolu KomOx,

oraz N-metylo-1,2-difenyloimidazolu KomNMel.

uktad kwasu (E)-1,2-difenylopropenowego (kwasu a-fenylocynamonowego)
Kom-C,
uktad 1,2-difenyloetenu ((Z)-stilbenu) Kom,

wyodrgbniono dwa rodzaje kwerend dla reagentow (znaczone linig pogrubiong).

Pierwsza z nich opisuje szablon dla r6znie podstawionych pochodnych benzaldehydow

140



Wyniki i dyskusja

(kwerenda A) a druga dla réznie podstawionych pochodnych kwaséw fenylooctowych
(kwerenda B).

Wirtualna biblioteka kombinatoryczna (VCL)

Biorac pod uwage dostepne handlowo oraz otrzymane samodzielnie zwiazki z obu
kwerend zbudowana zostata biblioteka reagentéw, ktéra postuzyta dalej do utworzenia
wirtualnej biblioteki kombinatorycznej VCL poprzez proste kombinacje reagentow z
danej kwerendy: dla pochodnych Kom-C i Kom z kwerendy A i B a dla pochodnych
KomOx i KomNMel z kwerendy A. Do jej utworzenia wykorzystano algorytm
CombiGlide z pakietu Schrodinger [175]. Zbudowana w ten sposob biblioteka zawierata
okoto 2000 zwigzkow — pochodnych CA-4

/ HOOC \
S CHO —

HOOC = Ac,0, Et;N
| : | ) — [ [
R/ = N temp. wrzenia S ¢
R
R Kom-C R

R = OCH,, SCH,, OH, SH, Br, F, NH,

60°C

CHO =N S
formamid \[( POCI., EL,N
/ CSA b
/ X kwas p-tols Ifi DME
’ | was oluenosuliigowy C H — \\ CH
=~ .

TusM F R TosMIC

TosMIC

Y R=0OCH,. SCH,. OH. SH, Br, . NH,

\

=
\ R/ KomNMel

Schemat 22. Ogoélny schemat syntezy tiopochodnych CA-4 zawierajacych rdzen KomOXx oraz
KomNMel
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Wirtualny skrining (VS)

Glowna idea protokotu wirtualnego skriningu polegata na zastosowaniu szeregu
filtréw, utworzonych na podstawie danych o znanych ligandach i strukturze receptora
kolchicynowego, do zawegzenia uprzednio utworzonej biblioteki VCL. Wykorzystano
procedurg skriningu rownoleglego stosujac pi¢¢ niezaleznych filtrow, a mianowicie:

e ocen¢ wynikow dokowania do dwoch struktur krystalograficznych znanych

ligandow z tubuling (PDB ID: 1SA0 — z DAMA-kolchicyng)] i (PDB ID: 1SA1
— z podofilotoksyna),
e Ocen¢ wyniku mapowania na wygenerowane modele farmakoforowe,

e ocen¢ wynikéw mapowania zwigzkow z bazy VCL na dwa modele QSAR.
Dokowanie molekularne

Dokowanie do struktur 3D (PDB ID: 1SAl i 1SAO0) kolchicynowej domeny
wigzacej wykonano przy pomocy algorytmu Glide z pakietu Schrodinger na poziomie
precyzji SP (ang. standard precision). W trakcie dokowania niec wlgczane byly zadne
wiezy na oddziatywanie. Wszystkie ligandy przed dokowaniem przygotowane zostaly
(konformacja 3D, przypisanie stanow protonacyjnych oraz tadunkéw) za pomoca
algorytmu LigPrep z pakietu Schrodinger. Nastgpnie kazdy kompleks ligand-receptor
zostal zakodowany do postaci wektora binarnego przy uzyciu implementacji metody
fingerprintow oddziatywania (SIFt) i kolejno poréwnany z konformacja liganda
natywnego za pomocg skryptow z biblioteki MayaChemTool, przy uzyciu ktérych
obliczano wspotczynniki podobienstwa Tanimoto. Na rysunku 45 przedstawiono
zadokowane do struktury 3D (PDB ID: 1SAl) reprezentatywne czasteczki

charakteryzujace kazdy rdzen molekularny.
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Y

7 Lysp254 ! /2 Lysp254

)€
Rysunek 45. Miejsce wiazace domeny kolchicynowej (PDB ID: 1SAl) z zadokowanymi
reprezentantami poszczegdlnych rdzeni molekularnych: A — Kom4; B — KomC4; C — KomNMel2 oraz D
— KomOx3. Kolorem niebieskim wyrdézniono strukture liganda natywnego (podofilotoksyny) natomiast

kolorem zielonym struktury tiopochodnych CA-4. Aminokwasy uczestniczagce w odziatywaniach

zaznaczona na czarno. Zo6lg linig przerywang 0znaczono oddzialywania wodorowe.
Filtr farmakoforowy 3D

Modele farmakoforowe 3D zostaly wygenerowane w oparciu o protokét 3D QSAR
Pharmacophore Generation zaimplementowany w pakiecie Discovery Studio 3.5. Do
generowania przestrzeni konformacyjnej zwigzkow referencyjnych zastosowano
algorytm BEST, ktory zapewnia najlepsze pokrycie przestrzeni konformacyjnej i jest
zalecany w przypadku generowania trojwymiarowych farmakoforéw. Maksymalna
liczba generowanych konformacji dla kazdego liganda wynosita 255. Odrzucano
konformacje, ktore juz zostaty znalezione (duplikaty) i zachowywano konformacje o
energii nie wyzszej niz 20 kcal/mol wzgledem dotychczas znalezionej
najkorzystniejszej  energetycznie konformacji danego liganda. W  modelu
farmakoforowym moglo si¢ znalez¢ od zera do pigciu wystapien kazdej z nastepujacych

cech: akceptor wigzania wodorowego (HBA), donor wigzania wodorowego (HBD),
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grupa hydrofobowa (HY) i aromatyczna grupa hydrofobowa (HYA). Minimalng
odleglo$¢ pomiedzy cechami ustalono na 2,5 A i zachowywano dziesig¢ najlepszych
modeli.

Modele farmakoforowe tworzone byly w oparciu o literaturowy model farmakoforu
opisany jako Hypol na podstawie 21 struktur pokrewnych zwigzkéw o znanej
aktywnosci (ang. training set) [176].

Sposréd  otrzymanych  dziesigciu modeli  farmakoforowych najblizszym
wzorcowemu byt model trzeci (Rysunek 46), Model ten zawieral nastepujace cechy:
HBA, HBD, dwie HY (HY1iHY2) oraz HYA

Najlepszy model identyfikowano na podstawie wartosci funkcji ,,FitValue” (FV),
oceniajacej globalne dopasowanie modelu do struktury przestrzennej ligandow uzytych

do jego budowy.
Modele QSAR

Modele QSAR wykonano przy pomocy pakietu Discovery Studio 3.5. Na
podstawie danych (warto$ci ICsg aktywnos$ci antyproliferacyjnej w stosunku do
komoérek nowotworowych linii MDA-MB-435) zwigzkow zaczerpnigtych z pracy
Chenxiao et al. [177] zbudowane zostaly dwa modele QSAR. Przy ich tworzeniu
wykorzystano baze 48 zwigzkow treningowych (ang. training set) a ich weryfikacja
odbywala sie¢ w oparciu o baze 35 zwigzkow testowych (ang. test set).

Pierwszy model otrzymano w oparciu o protokdt ,, Create bayesian model”
korzystajac z nastgpujacych deskryptorow i fingerprintéw molekularnych:

e AlogP,

e ECFP_6 (fingerprint molekularny sktadajacy si¢ z 2048 deskryptorow),

e MW (masa czasteczkowa),

e liczba pierscieni aromatycznych,

e liczba akceptoréw wigzania wodorowego,

e liczba donoréw wigzania wodorowego,

e liczba pierscieni, liczba rotowanych wigzan,

e PSA (ang. polar surface area).
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Rysunek 46. Model farmakoforu wygenerowany na podstawie danych literaturowych z wykorzystaniem

procedury ,,3D QSAR Pharmacophore Generation”. A — model z zaznaczonymi odleglo$ciami

topologicznymi,; B — model z natozonym ligandem z testowego zbioru. Cechy farmakoforowe oznaczono

odpowiednio: HBA — akceptor wigzania wodorowego (zielony), HBD — donor wigzania wodorowego

(fioletowy), HYA — hydrofobowa grupa aromatyczna (niebieski),HY1 — hydrofobowa grupa (cyjan), HY?2

— hydrofobowa grupa (cyjan)

Model ten pozwala tylko na klasyfikacj¢ binarng analizowanego zbioru (zwigzek

aktywny — przypisana wartos¢ logiczna 1, oraz nieaktywny — przypisana warto$¢

logiczna 0). Drugi model wykorzystywat algorytm ,, Multiple Linear Regression”. W

jego przypadku z kolei wykorzystane zostaly nastepujace deskryptory i fingerprinty

molekularne:

AlogP,

logP,

ECFP_4 (fingerprint molekularny sktadajacy si¢ z 2048 deskryptorow),
MW (masa czasteczkowa),

liczba akceptorow wigzania wodorowego,

liczba donorow wigzania wodorowego,

liczba pierscieni,

liczba wigzan m i G,

liczba rotowanych wigzan,

PSA (ang. polar surface area).
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Fuzja danych (ocena konsensusowa — Cscore)

W celu otrzymania jednego rankingu dla zwigzkow =z biblioteki VCL,
wykorzystano metod¢ fuzji danych ,,Consensus Score” (ze schematem votingu).
Modele klasyfikacyjne uzyte w wirtualnym skriningu oceniono pod katem ich jakosci i
znamiennosci statystycznej. W tym celu wyznaczono krzywe ROC bedace narzgdziem
zapewniajacym laczny opis czutosci i specyficznosci danego modelu oraz obliczono
wartosci AUC (warto$¢ z przedziatu [0, 1], im wigksza warto$¢ tym lepszy model)
bedace miarg dobroci i trafnos$ci przyjetych modeli. Na podstawie krzywych ROC, dla
kazdego z 5 filtrow wyznaczono optymalna warto$¢ odcigcia, tj. punkt, Kkiedy
przypisywana jest klasyfikowanym zwigzkom ocena 1 (aktywny) lub O (nieaktywny).
Kolejno oceny zostaty zsumowane. Teoretycznie najlepiej oceniony zwigzek otrzymat
ocen¢ 5 a najgorszy 0. Wykresy oraz uzyskane korelacje krzywych ROC i AUC

zestawiono na rysunku 47.

s p

Faisa posites e Faisa positve rale

1SAQ0_SIFt AUC=0,86 1SA1_Tc AUC=0,71

I — 1.

8

3D_Pharmacophores, AUC=0,80 QSAR_MLR  AUC=0,97

QSAR_Bayes, AUC=0,82

Rysunek 47. Krzywe ROC i wartosci AUC modeli klasyfikacyjnych uzytych w procedurze wirtualnego
skriningu
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’

W oparciu o uzyskany ranking oraz warto$ci funkcji oceniajacej ,,Cscore’
pochodnych CA-4 dokonano wyboru zwigzkéw do syntezy. Wybor zwigzkoéw
podyktowany byt zarowno mozliwo$ciami syntetycznymi oraz dostgpnoscia
odczynnikow wilasnych 1 handlowych. Ponadto celem przetestowania uzyskanego
modelu predykcyjnego wybierane zwiazki znalazly si¢ w catym przedziale okreslonym
wartoscig funkcji oceniajacej (dla zwigzkow wybranych bylo to przedziat [1, 5]). W
tabeli 14 zebrano wszystkie struktury tiopochodnych CA-4 wybranych do syntezy
podajac ich nazwy robocze wraz z wartosciami liczbowymi zastosowanych funkcji
oceniajacych.

Tabela 14. Tiopochodne CA-4 wybrane do syntezy na drodze protokotu VCL-VS. Skrétami oznaczono

zastosowane modele klasyfikacyjne (funkcje oceniajace)

Lp. Naz:vvfiqrflg? e féitl féito QSAle:iM LR QSAR_Bayes FV  Cscore
1. KomOx1 0,55 0,40 10,35 1 0,00 3
2. KomOx2 0,58 0,44 9,36 1 7,38 4
3. KomOx3 0,56 0,53 9,55 1 4,38 5
4. KomOx4 0,50 0,41 10,56 1 0,00 3
5. KomOx5 0,36 0,29 10,32 1 0,00 2
6. KomOx6 0,56 0,50 9,95 0 0,00 3
7. KomOx7 0,50 0,33 9,60 0 0,00 2
8. KomNMel1l 0,71 0,46 10,92 1 0,00 3
9. KomNMel2 0,70 0,50 10,12 0 6,01 4
10 KomNMel5 0,36 0,29 10,89 0 0,00 1
11. KomNMel6 0,41 0,67 10,52 0 0,00 2
12 KomNMel7 0,74 0,62 10,17 0 0,00 3
13. Kom-C4 0,45 0,56 7,21 0 0,00 1
14. Kom-C6 0,78 0,62 6,61 0 0,00 2
15. Kom4 0,68 0,53 9,46 0 0,00 3
16. Komé 0,63 0,47 8,99 0 0,00 2
17. CA-4 0,52 0,67 8,52 1 5,54 5

Przyjete modele klasyfikacyjne (funkcje oceniajgce) oznaczono nastg¢pujacymi
skrotami: SIFt-1SA1 (protokot dokowania do domeny kolchicynowej w kompleksie z
podofilotoksyng (PDB ID: 1SA1) z zastosowaniem fingerprintow oddziatywania), SIFt-
ISAO (protokét dokowania do domeny kolchicynowej w kompleksie z DAMA-
kolchicyng (PDB ID: 1SA0) z zastosowaniem fingerprintéw oddzialywania), 2D-
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QSAR_MLR (modele QSAR oparte o algorytm , Multiple Linear Regression”),
QSAR_Bayes (modele QSAR oparte o klasyfikator Bayesowski), FV (funkcja ,, Fit
Value” w modelach farmakoforowych 3D)

5.4. Synteza CA-4

Synteze CA-4 prowadzono w dwuetapowej reakcji zgodnie z procedurg opisang
przez Gaukrogera i wsp. [138]. W pierwszym etapie otrzymano kwas (E)-3-(3-
hydroksy-4-metoksyfenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)prop-2-enowy CA4COOH w
reakcji kondesacji Perkina miedzy 3-hydroksy-4-metoksybenzaldehydem ald2 a
kwasem 3,4,5-trimetoksyfenylooctowym 44 (Schemat 23). Reakcj¢ prowadzono w

srodowisku bezwodnika kwasu octowego i trietyloaminy w atmosferze azotu.

H;CO
CHO OCH; 3
HOOC @
+ —_—
HO
H;CO OCH;
OH OCH;
ald 2 44

Schemat 23. Synteza CA4COOH. Reagenty i warunki reakcji: (a) Ac,O, EtzN, 3 godziny, temp. 110°C,
azot, wyd. 62%

Uzyskany surowy produkt CA4COOH oczyszczano prze rekrystalizacje z 96%
etanolu 1 scharakteryzowano za pomocg temperatury topnienia, wspotczynnika R¢ oraz
nisko- i wysokorozdzielczego widma masowego. Temperatura topnienia wynosita 228-
230 (lit. 237-239°C [138]). W przypadku wysokorozdzielczego widma masowego
uzyskana warto$¢ zmierzonej masy jonu molekularnego byta w pelni zgodna z jej
wartos$cig teoretyczna.

W drugim etapie otrzymany produkt posredni CA4COOH poddano reakcji
dekarboksylacji w temperaturze 200°C w atmosferze azotu (Schemat 24) w obecnosci

sproszkowanej miedzi. Jako rozpuszczalnika uzywano chinoling.
HO

H;CO

OCH,4

CA4COOH ' CA4

Schemat 24. Synteza CA-4. Reagenty i warunki reakcji: (a) chinolina, Cu, 2 godziny, temp. 200°C, wyd.
68%
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Otrzymany surowy produkt w postaci bragzowej oleistej cieczy oczyszczano za
pomoca chromatografii kolumnowej w uktadzie (heksan:EtOAc, 7:3). CA-4 ((Z)-1-(3-
hydroksy-4-metoksyfenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)eten)  scharakteryzowano za
pomoca widm *H NMR i *C NMR, temperatury topnienia, wspotczynnika Ry, widma
IR oraz nisko- i wysoko rozdzielczego widma masowego. Temperatura topnienia CA-4
byta zblizona do literaturowej i wynosita 114-115°C (lit. 117-118°C [138]). W
przypadku wysokorozdzielczego widma masowego uzyskana warto§¢ zmierzonej masy
jonu molekularnego byla w pelni zgodna z jej warto$cia teoretyczna. Widmo *H NMR
czasteczki CA-4 bylo zgodne z podanymi wartosciami literaturowymi w tabeli 3
(str. 43). Obserwowano m.in. charakterystyczng stata sprz¢zenia protonow winylowych
dl uktadu (Z)-stilbenu wynoszaca 12,2 Hz. Na widmie IR obecne bylo m.in.
charakterystyczne szerokie pasmo drgan rozciggajacych grupy hydroksylowej przy
3382cm™.

5.5.  Synteza tiopochodnych CA-4

5.5.1. Synteza tiopochodnych benzaldehydow

Pierwszym etapem w syntezie tiopochodnych CA-4 bylo otrzymanie odpowiednio
podstawionych tiopochodnych benzaldehydéw. Istnieja rozne metody tworzenia
wigzania
Ar-S i charakterystyczne dla nich mechanizmy reakcji, jak m.in.:
e aromatyczna substytucja elektrofilowa m.in. z wykorzystaniem chlorku
trifluorometylosulfenylowego — CF;SCI [178].

e aromatyczna substytucja nukleofilowa halogenkow arylowych z tiolami w
reakcjach Ulmana [179],

e reakcja wykorzystujaca zwigzki Grignarda w obecnos$ci siarki 1 odpowiednich
halogenkow arylowych [180],

e przegrupowanie O—S znane pod nazwg przegrupowania Newmana-Kwarta
[181].

Biorgc pod uwage specyficzne warunki reakcji, dostepno$¢ odczynnikow i
bezpieczenstwo prowadzonych reakcji zdecydowano si¢ wykorzysta¢ metode, w ktorej
na jednym z etapéw posrednich zachodzi wspomniane przegrupowanie Newmana-
Kwarta migdzy  O-tiokarbaminowymi a  S-tiokarbaminowymi  pochodnymi

benzaldehydow.
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Inng rownie wazng przestanka przy wyborze omawianej metody syntezy
tiopochodnych benzaldehydow byta mozliwo§¢ wykorzystania otrzymywanych
produktow posrednich a mianowicie O- 1 S-tiokarbaminowych pochodnych
benzaldehydow jako zabezpieczonych merkaptopochodnych aldehydow benzoesowych
w reakcjach syntezy pochodnych Komox2, KomOx3 i KomNMel2.

Wieloetapowy szlak syntezy tiobenzaldehydow w tym metylotiobenzaldehydow
obejmowal wykorzystanie odpowiednich hydroksybenzaldehydow jak zwigzkow
wyjsciowych, ktore przeksztalcono do pochodnych O-tiokarbaminowych. Dalej w
reakcji przegrupowania Newmana-Kwarta byly one przeksztalcane do odpowiednich
pochodnych
S-tiokarbaminowych, ktore hydrolizowano do pochodnych merkaptobenzaldehydow i
dalej w reakcji metylowania do metylotiobenaldehydow. Dla czgsci zwigzkow
wymagane bylo zabezpieczenie grupy aldehydowej na etapie hydrolizy ugrupowania
tiokarbamoilowego. Reakcje w toku syntezy tiopochodnych benzaldehydow

prowadzone byly seriami i tak tez zostang opisane w ponizszych rozdziatach.
5.5.1.1. Synteza bromobenzaldehydow
Synteza 3-bromo-4-hydroksy-5-metoksybenzaldehydu (5-bromowaniliny) (ald 4)

Synteze przeprowadzono zgodnie z metodg opisang przez Manhanda i wsp. [163].
W reakcji wykorzystano dostepny handlowo 4-hydroksy-5-metoksybenzaldehyd
(waniling) ald 3 (Schemat 25). Tozsamos¢ powstatego produktu ald 4 oceniono na

podstawie temperatury topnienia, ktora byta zgodna z danymi literaturowymi.

CHO CHO
(a)
+ BrZ _—
OCH,4 Br OCH;4
OH OH
ald 3 ald 4

Schemat 25. Synteza 3-bromo-4-hydroksy-5-metoksybenzaldehydu ald 4. Reagenty i warunki reakcji:
(a) MeOH, 1 godzina, temp. 0-25°C, wyd. 99%

Synteza 3-bromo-4,5-dimetoksybenzaldehydu (aldehydu 5-bromoweratrowego) (ald 6)

Syntezg przeprowadzono zgodnie z metoda opisang przez Fiirstnera i wsp. [164]. W

reakcji wykorzystano otrzymang uprzednio 5-bromowaniling ald 4 (Schemat 26) i
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réwniez tozsamo$¢ powstatego produktu ald 6 oceniono na podstawie temperatury

topnienia, ktéra byta zgodna z danymi literaturowymi.

CHO CHO
+ CH3J L
Br OCH;4 Br OCH;
OH OCH,4
ald 4 ald 6

Schemat 26. Synteza 3-bromo-4,5-dimetoksybenzaldehydu ald 6. Reagenty i warunki reakcji: (a) DMF,
K,COs3, 25 godzin, temp. pok., wyd. 88%

5.5.1.2. Synteza O-tiokarbaminowych pochodnych benzaldehydow

W  metodzie tej wykorzystywane byly odpowiednio  podstawione
hydroksybenzaldehydy (ald 1-5) zaréwno uprzednio otrzymane, jak i dostepne
handlowo, ktore dalej przeksztalcane zostaty do pochodnych O-tiokarbaminowych ald
la-5a w reakcji z chlorkiem N,N-dimetylotiokarbamoilowym 73 (Schematy 27-31).

CHO CHO C| Hj
OH (0] N
~
S . CH
© Y \
+ (H;0),N —_— S
OCH; cl OCH4
ald 1 73 ald 1a

Schemat 27. Synteza O-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald la. Reagenty i warunki reakcji:
(a) KOH, H,0, THF, 80 minut, temp. 0-25°C

CHO
S S
(a)
+ (H;O)N —_— _CH;
OH - 0 N7
|
CH,4

OCHj4 OCH,

CHO

ald 2 73 ald 2a

Schemat 28. Synteza O-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 2a. Reagenty i warunki reakcji:
(a) KOH, H,0, THF, 60 minut, temp. 0-25°C
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CHO CHO
S
(@)
+ (H;ON —_—
OCHj Cl OCH;
OCH, SYo
N
SN

H,C CH,

ald 3 73 ald 3a

Schemat 29. Synteza O-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 3a. Reagenty i warunki reakcji:
(a) KOH, H,0, THF, 60 minut, temp. 0-25°C

CHO CHO
S
(a)
+ (H;C),N e
Br OCH; 1 Br OCH,
OH SYO
N

H,C” CH,

ald 4 73 ald 4a

Schemat 30. Synteza O-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 4a. Reagenty i warunki reakcji:
(a) KOH, H,0, THF, 90 minut, temp. 0-25°C

CHO CHO
S
(a)
+ (H;O,N —_—
H4CO OCH, - H,CO OCH,4
OH SYo
N

Hy,¢” CH,

ald § 73 ald Sa

Schemat 31. Synteza O-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 5a. Reagenty i warunki reakcji:
(a) KOH, H,0, THF, 90 minut, temp. 0-25°C
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W tabeli 15 zestawiono otrzymane pochodne O-tiokarbaminowe podajgc uzyskane
wydajnosci i temperatury topnienia.

Tabela 15. Otrzymane O-tiokarbaminowe pochodne benzaldehydéw

Wydajnos¢ Temperatura topnienia
Nazwa robocza

[%6] [°C]
ald 1la 70 118-120
ald 2a 80 114-115
ald 3a 65 122-124
ald 4a 63 163-164
ald 5a 94 177-179

Zwigzki krystalizowano z metanolu z wyjatkiem ald 5a, ktory nie wymagal
oczyszczenia. Scharakteryzowano je za posrednictwem widm 'H NMR i *C NMR. Na
widmach *H NMR zaobserwowano m.in. charakterystyczne sygnaty od protonéw grup
metylowych podstawnika O-tiokarbamoliowego w zakresie 3,35-3,5 ppm o
intensywno$ci poroéwnywalnej z sygnatami protonéw grup metoksylowych. Zwigzki ald
la [166], ald 3a [167] oraz ald 5a [168] zostaly wcze$niej opisane w literaturze a ich
temperatury topnienia byly zgodne z literaturowymi, jakkolwiek metodyka ich
otrzymywania roznita si¢ nieznacznie od tej, ktora zastosowano w niniejszej pracy.
Roznice polegaty gtdéwnie na tym, iz w badaniach wtasnych wykorzystano krystalizacje
jako szybka 1 skuteczng metod¢ oczyszczania otrzymanych zwigzkéw oraz nie
przeprowadzano ekstrakcji poreakcyjnej do fazy organicznej, jak to miato miejsce w
syntezach opisywanych przez innych autoréw (np. chloroform w przypadku syntezy

zwigzku ald 3a [167], benzen w przypadku syntezy zwigzku ald 1a [166]).
5.5.1.3. Synteza S-tiokarbaminowych pochodnych benzaldehydéw

Otrzymane O-tiokarbaminowe pochodne benzaldehydow przeksztatcono do ich
odpowiednikow  S-tiokarbaminowych (ald 1b-5b)  wykorzystujac  fakt
wewnatrzczasteczkowego przegrupowania O—S zgodnie z opisanym przez Newmana-
Kwarta mechanizmem. Reakcj¢ prowadzono w atmosferze azotu w obecno$ci eteru
difenylowego jako rozpuszczalnika w wysokiej temperaturze (240°C) i co wazne

mierzonej bezposrednio w medium reakcyjnym (Schematy 32-36).
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CHO CH,

[ CHO $H3
(0] N
~ S N
Y CH, @) \[( \CH3
—_ =
5 0
OCH; OCH,
ald 1a ald 1b

Schemat 32. Synteza S-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 1b. Reagenty i warunki reakcji:

(a) eter difenylowy, azot, 30 minut, temp. 240°C

CHO CHO
jL = I
—_—
o e
0 ITT/ 3 S N/ 3
|
OCH; CH; OCH; CH;
ald 2a ald 2b

Schemat 33. Synteza S-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 2b. Reagenty i warunki reakcji:

(a) eter difenylowy, azot, 120 minut, temp. 240°C

CHO CHO
(a)
—_—
OCH3 OCH;,
S\‘/O OYS
N N
N
H;C CH; H;C/ \CH3
ald 3a ald 3b

Schemat 34. Synteza S-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 3b. Reagenty i warunki reakcji:

(a) eter difenylowy, azot, 45 minut, temp. 240°C

CHO CHO
(a)
Br OCH,4 - > Br OCH4
S\(/O OYS

N
H, ¢ CH, Hy, ¢ CH,

ald 4a ald 4b

Schemat 35. Synteza S-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 4b. Reagenty i warunki reakcji:

(a) eter difenylowy, azot, 15 minut, temp. 240°C
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H5CO OCH, H5CO OCH,
SYO 0 S
o N\ /N\
ald 5a ald 5b

Schemat 36. Synteza S-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 5b. Reagenty i warunki reakcji:
(a) eter difenylowy, azot, 15 minut, temp. 240°C

Wynikato to z odpowiednio zoptymalizowanej metodyki ich otrzymywania
uwzgledniajgcej zarowno czas jak i temperature prowadzonych reakcji (Tabela 16),
ktora ma bezposredni wplyw na wydajnos¢ procesu. Zbyt diugie ogrzewanie w tak
wysokiej temperaturze nawet o kilka minut prowadzi zwykle do znacznego obnizenia

wydajnosci, co spowodowane jest gtdownie reakcjami rozktadu substratow.

Tabela 16. Warunki reakcji, uzyskane wydajnosci oraz temperatury topnienia S-tiokarbaminowych
pochodnych benzaldehydow

Czas reakcji Wydajnos¢ Temperatura topnienia
Nazwa robocza

[min] [%0] [°C]
ald 1b 30 59 89-90
ald 2b 120 54 126-128
ald 3b 45 86 108-110
ald 4b 15 94 170-173
ald 5b 15 82 191-194

Biorac pod uwage wplyw podstawienia na szybko$¢ zachodzacej reakcji
przegrupowania mozna zauwazy¢, iz dla pochodnych ald 4b i ald 5b, w ktérych
podstawnik O-tiokarbamoilowy znajduje si¢ w sgsiedztwie dwoch innych
podstawnikow (w tym przypadku bromu i/lub grup metoksylowych) obserwuje si¢
znaczne przyspieszenie reakcji przegrupowania. Jest to zgodne z opisanym w literaturze
przez Rellesa i wsp. [182] efektem sterycznym majagcym wplyw na spadek entropii

stanu przejsciowego, co przektada si¢ na wzrost szybkosci procesu przegrupowania

(Rysunek 42).
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oddzialywania steryczne

Rysunek 48. TIlustracja wptywu efektu sterycznego podstawnikéw na wzrost szybko$ci reakcji

przegrupowania wg [181]

S-tiokarbaminowe pochodne benzaldehydow scharakteryzowano podobnie jak
pochodne O-tiokarbaminowe za posrednictwem widm ‘H NMR i *C NMR. Na
widmach 'H NMR zaobserwowano m.in. charakterystyczne szerokie sygnaly od
protonéw grup metylowych podstawnika S-tiokarbamoliowego w zakresie 2,84-3,21
ppm. Jednakze ich intensywnos$¢ byta znacznie mniejsza od sygnaléw protondow grup
metoksylowych. Zwiazki ald 1b [166], ald 3b[167] oraz ald 5b [168] zostaly wczesniej

opisane w literaturze a ich temperatury topnienia byty zgodne z literaturowymi.

5.5.1.4. Synteza cyklicznych acetali (1,3-dioksolanéw) wybranych pochodnych
S-tiokarbaminowych benaldehydow

Pomimo, iz kolejnym etapem na drodze syntezy metylotiobenzaldehydoéw jest
hydroliza grupy tiokabamoilowej do tiofenolowej w §rodowisku zasadowym pojawily
si¢ trudnosci na tym etapie w przypadkow zwigzkéw ald 4b i ald 5b. Polegaty one na
powstawaniu szeregu produktow ubocznych, co prawdopodobnie wigzalo si¢ z
zachodzeniem reakcji Cannizaro grupy aldehydowej w tych zwigzkach. Trudno
jednoznacznie stwierdzi¢, co moze by¢ przyczyng tego zjawiska wlasnie wéréd tych
pochodnych.

Przeprowadzono zatem reakcj¢ zabezpieczenia grupy aldehydowej w tych
zwigzkach (Schematy 37-38) przy uzyciu glikolu etylenowego 73 w $rodowisku
bezwodnego toluenu w obecnosci kwasu Lewisa (dihydratu kwasu p-
toluenosulfonowego). Reakcje prowadzono w aparacie Deana-Starka w temperaturze

145°C usuwajac tworzacg si¢ jako produkt uboczny wodg z mieszaniny reakcyjne;.
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o_ O
CHO
+ HO .
Br OCH, \—\ - Br OCH,
OYS o OYS
N N
H,¢” CH, Hy, ¢ CH,
ald 4b 74 ald 4bzab

Schemat 37. Synteza 1,3-dioksolanu S-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 4bzab. Reagenty i

warunki reakcji: (a) bezw. toluen, 2,5 godziny, temp. 145°C

0 o]
CHO
+ HO
(a)
H,CO OCH,4 \—\ T T HyC0 OCH;
OYS o OYS
N N
H,c” CH, H,¢” CH,
ald 5b 74 ald Sbzab

Schemat 38. Synteza 1,3-dioksolanu S-tiokarbaminowej pochodnej benzaldehydu ald 5bzab. Reagenty i

warunki reakcji: (a) bezw. toluen, 2,5 godziny, temp. 145°C

Tabela 17. Otrzymane S-tiokarbaminowe pochodne benzaldehydow z grupa aldehydowsa zabezpieczona
uktadem 1,3-dioksolanu

Wydajnos¢ Temperatura topnienia
Nazwa robocza

[%0] [°C]
ald 4bzab 77 106-107
ald 5bzab 94 121-123

Otrzymane zwigzki scharakteryzowano za pomoca widm 'H NMR i *C NMR. W
widmie 'H NMR zaobserwowano m.in. charakterystyczne pasmo sygnalow
pochodzacych od protonéw metylenowych uktadu 1,3-dioksolanu w zakresie 4,02-4,08
ppm oraz protondéw metinowych przy odpowiednio 5,83 ppm w przypadku ald 4bzab
oraz 5,86 ppm dla ald 5bzab.
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5.5.1.5. Synteza metylotiobenzaldehydow

Przedstawiona synteza metylotiobenzaldehydéw obejmuje w przypadku zwigzkow
ald 1b-3b ich hydroliz¢ do odpowiednich pochodnych merkaptobenzaldehydow w
srodowisku 10% metanolowego roztworu wodorotlenku potasu a nastepnie
podstawienie ich grupa metylowa w reakcji z jodkiem metylu. Pozwolito to na
otrzymanie metylotiobenzaldehydow ald 1d-3d. W przypadku syntezy ald 1d
wyizolowano produkt posredni 2-merkapto-3-metoksybenzaldehyd ald 1c (Schemat

39).
CHO C|7H3 CHO CHO
S N @ SH b SCH,
Y CH,4 - _—
O
OCH, OCHy OCHy
ald 1b ald 1c ald 1d

Schemat 39. Synteza metylotiobenzaldehydu ald 1d. Reagenty i warunki reakcji: (a) 10% r-r KOH w
MeOH, 2 godziny, temp. 80°C; (b) CH3J, bezw. K,COs, bezw. DMF, 22 godziny, temp. pok.

Dla pozostatych dwoch pochodnych S-tiokarbaminowych ald 2b i ald 3b reakcje
hydrolizy 1 nastgpczego metylowania grupy tiofenolowej przeprowadzono w jednym

naczyniu reakcyjnym (ang. one-pot reactions) bez izolacji produktow posrednich —

merkaptobenzaldehydow (Schematy 40-41)

CHO CHO
0 (a), (b)
PN
CH;
S 1\|I/ SCH,
OCH; CH; OCH,
ald 2b ald 2d

Schemat 40. Synteza metylotiobenzaldehydu ald 2d. Reagenty i warunki reakcji: (a) 10% r-r KOH w
MeOH, 2,5 godziny, temp. 80°C; (b) CH3J, bezw. K,COj3, bezw. DMF, 20 godziny, temp. pok.

CHO CHO
a), (b
OYS

SCH,

N
He”

CH,
ald 3b ald 3d

Schemat 41. Synteza metylotiobenzaldehydu ald 3d. Reagenty i warunki reakcji: (a) 10% r-r KOH w

MeOH, 2,5 godziny, temp. 80°C; (b) CH3J, bezw. K,COs, bezw. DMF, 24 godziny, temp. pok.,
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Podobnie postgpowano przy syntezie pozostatych metylotiobenaldehydéw ald 4d i
ald 5d (Schematy 42-43) jakkolwiek zamiast jodku metylu zastosowano jako czynnik
metylujacy siarczan dimetylu po czym zakwaszono S$rodowisko reakcji celem

odblokowania grup formylowych.

o_ _O
CHO
@), (b), (©)
e —
Br OCH, Br OCH,
0
5 SCH,
N
H,C” CH;
ald 4b ald 4d

Schemat 42. Synteza metylotiobenzaldehydu ald 4d. Reagenty i warunki reakcji: (a) 10% r-r KOH w
MeOH, 3 godziny, temp. 80°C; (b) Me,SO,, bezw. K,COs, bezw. DMF, 1 godzina, temp. 25-55°C; (c)
HCI (pH = 3-4), 2 godziny, 55°C

|

(0] (0]
CHO
(), (b), (0
_—
H,CO OCH
o 3 H,CO OCHj
S
SCH,4
N
H,C”~ CH;
ald 5b ald Sd

Schemat 43. Synteza metylotiobenzaldehydu ald 5d. Reagenty i warunki reakcji: (a) 10% r-r KOH w
MeOH, 7 godzin, temp. 80°C; (b) Me,SO,4, bezw. K,COs, bezw. DMF, 1 godzina, temp. 25-55°C; (c)
HCI (pH = 3-4), 2 godziny, 55°C

Wszystkie  otrzymane  metylotiobenzaldehydy ald 1-5 (Tabela 18)
scharakteryzowano za pomoca widm *H NMR i *C NMR, R;, widm masowych i
temperatur topnienia. Dla opisanych zwigzkéw ald 1d, ald 2d, ald 3d oraz ald 5d

uzyskane zakresy temperatur topnienia byty zblizone do literaturowych [169].
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Tabela 18. Otrzymane metylotiobenzaldehydy

Wydajnos¢ Temperatura topnienia
Nazwa robocza

[%] [°Cl
ald 1d 67 57-59
ald 2d 95 47-49
ald 3d 98 44-46
ald 4d 50 65-66
ald 5d 48 50-52

5.5.2. Synteza tiopochodnych kwasu a-fenylocynamonowego (Kom-C)

Pochodne posiadajace uklad kwasu (E)-1,2-difenylopropenowego (kwasu
o-fenylocynamonowego) Kom-C otrzymywano w reakcji kondensacji Perkina migdzy
metylotiobenzaldehydami a kwasem 3,4,5-trimetoksyfenylooctowym 44 w $rodowisku
bezwodnika kwasu octowego i1 trietyloaminy Wybor wiasnie tej metody podyktowany
byl jej wysoka stereoselektywnosciag pozwalajac na otrzymywanie praktycznie
wylacznie izomerow (E) syntetyzowanych zwigzkow (pierScienie fenylowe byly w
konfiguracji (Z)) . Otrzymano dwie pochodne Kom-C w tej grupie a mianowicie
zwigzki oznaczone jako Kom-C4 i Kom-C6 (Schematy 34-35). W przypadku zwigzku
Kom-C4 uzytym metylotiobenzaldehydem byt otrzymany wczesniej 3-metoksy-2-
metylotiobenzaldehyd ald 1d a w przypadku tiopochodnej Kom-C6 wykorzystano
handlowo dostepny 2-metylotiobenzaldehyd 75.

CHO OCHj
HOOC ()
+ -
SCH, OCH,4

OCH,4 OCH;

ald 1 44 Kom-C4

Schemat 44. Synteza tiopochodnej kwasu a-fenylocynamonowego Kom-C4. Reagenty i warunki reakcji:
(a) Ac,0, EtsN, 3 godziny, temp. 115°C
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75 44 Kom-C6

Schemat 45. Synteza tiopochodnej kwasu a-fenylocynamonowego Kom-C6. Reagenty i warunki reakcji:
(a) Ac,0, EtzN, 5 godzin, temp. 115°C

Tabela 19. Wydajnosci 1 temperatury topnienia otrzymanych tiopochodnych kwasu a-

fenylocynamonowego (Kom-C)

Wydajno$¢ Temperatura topnienia
Nazwa robocza

[%0] [°Cl
Kom-C4 33 178-180
Kom-C6 26 190-192

Zwiazki scharakteryzowano za pomoca *H NMR i *C NMR, podanych w tabeli 19
temperatur topnienia, wspolczynnika Ry, widm IR oraz nisko- i wysoko rozdzielczych
widm masowych. Na widmach IR zaobserwowano m.in. charakterystyczne szerokie
pasma pochodzace od drgan rozciggajacych grupy O-H wystepujace dla zwigzku Kom-
C4 przy 2932 cm™ oraz dla pochodnej Kom-C6 przy 2924 cm™. Ponadto dla zwiazku
Kom-C4 uzyskano monokrysztat (krystalizacja z mieszaniny heksanu i octanu etylu
(1:1)), ktory przekazano do badan rentgenostrukturalnych Pani mgr Agnieszce Gielarze-
Korzanskiej przy wspolpracy z Panem mgr Arturem Korzanskim. Dane
krystalograficzne zaprezentowano w tabeli 20. Struktura krystalograficzna zwigzku oraz
upakowania jej czasteczek wzdhuz wybranego kierunku zaprezentowano na rysunkach
491 50.
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Tabela 20. Dane krystalograficzne dla zwiazku Kom-C4

Wzor czasteczkowy
Masa czasteczkowa
Temperatura

Uktad krystalograficzny

Grupa przestrzenna

Parametry komorki elementarne;j

Objetosc

z

Ggestosc¢ obliczona
Wspolczynnik absorpcji

Liczba refleksow zmierzona/uzyta

Ca0H2206S
390,44

293(2) K
Trojskosny

P1

a=9,2115(6) A
b=9,2594(7) A
c=11,9334(7) A

o= 88,619(5)°
B=74,334(5)°
v = 81,360(6)°
968,76(11) A3

2

1.338 Mg/m3

0.200 mm-1
13988/3399

Rysunek 50. Upakowanie czasteczek zwigzku Kom-C4 wzdhuz kierunku [100]
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5.5.3. Synteza tiopochodnych (Z)-stilbenu (Kom)

Otrzymane tiopochodne kwasu a-fenylocynamonowego KomC-4 i Kom-C6
poddawano reakcji dekarboksylacji w temperaturze 200°C w atmosferze azotu
otrzymujagc odpowiednio pochodng Kom4 i Kom6 (Schematy 46-47). Jako
rozpuszczalnika uzywano chinoling oraz sproszkowang miedz jako katalizator. Jako
metode oczyszczania wykorzystywano chromatografie kolumnowa stosujac jako eluent

mieszaning heksanu 1 octanu etylu (10:1).

OCH, OCH;
Kom-C4 Kom4
Schemat 46. Synteza tiopochodnej (Z)-stilbenu Kom4. Reagenty i warunki reakcji: (a) chinolina, azot,
2,5 godziny, temp. 200°C
SCH,

OCH,4 OCH;
Kom-C6 Kom6

Schemat 47. Synteza tiopochodnej (Z)-stilbenu Kom4. Reagenty i warunki reakcji: (a) chinolina, azot,
2,5 godziny, temp. 200°C

Zwiazki Kom4 i Kom6 scharakteryzowano za pomoca widm'H NMR i *C NMR,
podanych w tabeli 21 temperatur topnienia, wspotczynnika R¢, widm IR oraz nisko- i
wysoko rozdzielczych widm masowych.

Tabela 21. Wydajno$ci i temperatury topnienia otrzymanych tiopochodnych (Z)-stilbenu (Kom)

Wydajnosé¢ Temperatura topnienia

Nazwa robocza R, R,
[%0] [°C]
Kom4 SCH; OCH; 39 78-80
Kom6 SCH; H 37 73-75
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Na widmach '"H NMR zaobserwowano m.in. charakterystyczne stala sprzezenia
protonow winylowych dla uktadu (Z)-stilbenu wynoszaca odpowiednio 12,1 Hz dla
zwigzku Kom4 oraz 12,0 Hz dla zwigzku Komé6.

5.5.4. Synteza tosylometylo izocyjankow (TosMIC)

W syntezie zaréwno oksazolowych jak i N-metyloimidazolowych pochodnych
CA-4 konieczne byto najpierw otrzymanie odpowiednio podstawionych pochodnych
tosylometylo izocyjankéw (TosMIC). Syntetyzowano je w trzy etapowej reakcji
zgodnie z procedurg opisang przez Wanga i wsp. [95] wychodzac z soli sodowej kwasu
4-toluenosulfinowego 76, ktorg nastepnie  przeksztalcano do kwasu  4-
toluenosulfinowego 77 w reakcji z kwasem solnym w $rodowisku wodno-eterowym
(Schemat 48).

SOONa SOOH
(a)
+ HCI — -
CH, CH,
76 77

Schemat 48. Synteza kwasu 4-toluenosulfinowego 77. Reagenty i warunki reakcji: (a) eter t-butylowo-
metylowy, H,O, 10 minut, temp. pok., wyd. 83%

Kolejnym etapem byla reakcja uzyskanego kwasu 77 z odpowiednimi aldehydami
benzoesowymi zaréwno otrzymanymi wczesniej jak i dostepnymi handlowo. W reakcji
uzywano rowniez formamid 1 katalityczne ilosci kwasu kamforosulfonowego
otrzymujac pochodne tosylometyloformamidu (TosMF). Pochodne te poddawano
nastgpnie reakcji dehydratacji w obecno$ci tlenochlorku fosforu i trietyloaminy w
srodowisku bezwodnego dimetoksyetanu (DME). Otrzymano w ten sposob trzy
pochodne TosMIC oznaczone jako TosMIC1, TosMIC2 oraz TosMIC3 (Schematy 49-
51). Do ich syntezy uzyto odpowiednio 3.4,5-trimetoksybenzaldehydu 71 w przypadku
TosMIC1, 3,5-dimetoksy-4-metylotiobenzaldehyd ald 5d w przypadku TosMIC2 oraz
aldehyd 5-bromoweratrowy ald 6 dla TosMIC3.
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0 0 C: 0 (0]

H. NH 37 [ xXeF

CHO Y
(a) 0 (b)
— - CH; — & CH,;
H,CO OCH,4 H4CO OCH, H,CO OCH,4

OCH, OCH, OCH,
7 TosMF 1 TosMIC 1

Schemat 49. Synteza pochodnej tosylometylo izocyjanku TosMIC1. Reagenty i warunki reakcji: (a)
formamid, 77, kwas kamforosullfonowy, 20 godzin, temp. 65°C, wyd. 59% (b) POCl3, EtzN, DME, 2,5
godziny, temp. -10+25°C, wyd. 75%

\©\ \©\CH3
H,CO OCH,4 H,CO OCH4 H;CO OCH,
SCH, SCH4 SCH3
ald 5d TosMF 2 TosMIC 2

Schemat 50. Synteza pochodnej tosylometylo izocyjanku TosMIC2. Reagenty i warunki reakcji: (a)
formamid, 77, kwas kamforosullfonowy, 20 godzin, temp. 65°C, wyd. 72% (b) POCl3, EtzN, DME, 3,5
godziny, temp. -10+25°C, wyd. 70%

O (0] (0] (0]
XF C\“\S‘N+ §S =
OCH3 Br OCH3 Br OCHS
OCH, OCH, OCH,
ald 6 TosMF 3 TosMIC 3

Schemat 51. Synteza pochodnej tosylometylo izocyjanku TosMIC3. Reagenty i warunki reakcji: (a)
formamid, 77, kwas kamforosullfonowy, 20 godzin, temp. 65°C, wyd. 57% (b) POCls, EtzN, DME, 2,5
godziny, temp. -10+25°C, wyd. 79%

W tabeli 21 zamieszczono wydajnosci koncowe otrzymanych pochodnych

TosMIC 1-3 oraz ich temperatury topnienia.

Tabela 21. Otrzymane pochodne TosMIC

Wydajnos¢ Temperatura topnienia
Nazwa robocza

[%] [°Cl
TosMIC1 67 104-105
TosMIC2 71 65-66
TosMIC3 68 50-52
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Pochodne TosMIC1 i TosMIC3 zostaly wczesniej opisane w literaturze
[95, 170].Uzyskany dla zwiazku TosSMIC3 zakres temperatury topnienia byt zblizony
do danych literaturowych [170] natomiast dla pochodnej TosMIC1 brak jest danych
literaturowych w tym zakresie. Ponadto wykonano dla wszystkich trzech pochodnych
widma *H NMR i *C NMR oraz widma masowe. W widmach masowych EI MS
obserwowano piki pochodzace od jonow fragmentacyjnych powstatych przez
oderwanie od czasteczki danego zwigzku, grupy tosylowej M-155, dla ktorych wartosé
m/z wynosita odpowiednio 206,1 (TosMIC1), 222,1 (TosMIC2) oraz 254 (TosMIC3).

5.5.5. Synteza oksazolowych tiopochodnych CA-4 (KomOx)

Oksazolowe tiopochodne CA-4 otrzymywano w reakcji tiobenzaldehydow z
pochodnymi tosylometylo izocyjankéw TosMIC wg procedury opisanej przez Wanga
[95] i Schoberta [96]. Jako rozpuszczalnika uzywano mieszaniny bezwodnego
dimetoksyetanu 1 metanolu w stosunku objetosciowym 3:10. Jako zasade uzywano
bezwodny weglan potasu. W syntezie zwigzku KomOx1 wykorzystano handlowo
dostepny 2-metylotiobenzaldehyd 75 oraz otrzymany tosylometylo izocyjanek
TosMIC1 (Schemat 52).

Cx . Os_ 0O
S 387 CHO
SCH
\©\ + : ()
CH; _ =
H,CO OCHj
OCH, OCH,
TosMIC1 75 KomOx1

Schemat 52. Synteza KomOXx1. Reagenty i warunki reakcji: (a) K,CO3, DME:MeOH (3:10), 2 godziny,

temp. wrzenia

Synteze zwigzku KomOx2 prowadzono dwuetapowo (Schemat 53). Najpierw
wymagane bylo otrzymanie odpowiedniej pochodnej tiokarbaminowej KomOx2pr w
reakcji migdzy S-tiokarbaminowa pochodng benzaldehydu ald 2b a tosylometylo
izocyjankiem TosMICL1. Nastgpnie zwigzek KomOx2pr hydrolizowano w $rodowisku
10% metanolowego roztworu wodorotlenku potasu. Reakcj¢ prowadzono w atmosferze

azotu.
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//‘—O H

\©\ O Y h
+
CH;, jj\ @ OCHS
/
H5CO OCH,4 H,C0 OCH,

H
OCH, OCH; s OCH,

TosMIC 1 ald 2b KomOx2pr

H4CO

Schemat 53. Synteza KomOx2. Reagenty i warunki reakcji: (a) K,CO;, DME:MeOH (3:10), 1,5
godziny, temp. wrzenia; (b) 10% KOH w MeOH, 1,5 godziny, temp. 80°C, azot

Synteze zwigzku KomOXx3 (Schemat 54) prowadzono w identyczny sposéb, jak dla
opisanej wyzej pochodnej KomOXx2. W reakcji otrzymywania zwigzku KomOx3pr
uzyto O-tiokarbaminowa pochodng benzaldehydu ald 2a oraz tosylometylo izocyjanek
TosMIC2.

C: 0 0 F O CH1
:\\\NA ks% \

T

\©\CH3 + @ jk W O O oCH,

/
H,CO OCH, H,CO OCH,
SCH, OCH; s SCH,
TosMIC 2 ald 2a KomOx3pr

H,CO

SCH,

KomOx3

Schemat 54. Synteza KomOx3. Reagenty i warunki reakcji: (a) K,CO3;, DME:MeOH (3:10), 2 godziny,
temp. wrzenia; (b) 10% KOH w MeOH, 2 godziny, temp. 80°C, azot
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W syntezie zwigzku KomOx4 wykorzystano otrzymany metylotiobenzaldehyd ald
3d oraz otrzymany tosylometylo izocyjanek TosMIC1 (Schemat 55).

0 0
C‘:‘:N ' \QS; HO
\O\ (a)
_—
OCH,4
H,CO OCH,4
SCH,
OCH4
TosMIC1 ald 3d

Schemat 55. Synteza KomOx4. Reagenty i warunki reakcji: (a) K,CO3;, DME:MeOH (3:10), 1 godzina,

temp. wrzenia

Zwigzek KomOx5 otrzymano w reakcji metylotiobenzaldehydu ald 4d oraz

tosylometylo izocyjankiem TosMIC1 (Schemat 56).

O

C‘\SN I ON\\\S z HO
\O\ (a)
—_—
Br OCH4
H,CO OCH,
SCH
OCH,4 3 OCHg
TosMIC1 ald 4d KomOx5

Schemat 56. Synteza KomOXx5. Reagenty i warunki reakcji: (a) K,CO3, DME:MeOH (3:10), 2 godziny,

temp. wrzenia

W syntezie zwigzkoéw KomOx6 i KomOx7 wykorzystano metylotiobenzaldehydy
odpowiednio ald 3d i ald 2d oraz tosylometylo izocyjanek TosMIC3 (Schematy 57-

Cx~ ; Os_ O
SN 37 CHO
\©\ + ()
CH3 —_—
OCH,
Br OCH3
SCH
OCH, 3 OCH,
TosMIC3 ald 3d KomOx6

Schemat 57. Synteza KomOx6. Reagenty i warunki reakcji: (a) K,CO3;, DME:MeOH (3:10), 2 godziny,

temp. wrzenia
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Cx 4 Os 0O
\\QN : \S% CHO
\©\ + (@)
CH; .
SCH,
H,CO OCH,4
OCH
OCH, 3 OCHj
TosMIC1 ald 2d KomOx7

Schemat 58. Synteza KomOx7. Reagenty i warunki reakcji: (@) K,COs;, DME:MeOH (3:10), 2 godziny,

temp. wrzenia

Wszystkie otrzymane oksazolowe tiopochodne CA-4 wraz z wydajnos$ciami reakcji
oraz temperaturami topnienia uzyskanych pochodnych zestawiono w tabeli 22.
Wszystkie zwiazki w tej grupie scharakteryzowano za pomoca widm 'H NMR i **C
NMR, widm IR, nisko- i wysokorozdzielczych widm masowych oraz wspotczynnika Ry.
W przypadku wysokorozdzielczych widm masowych uzyskane wartosci zmierzonych
mas jonu molekularnego badanych zwigzkow byly w petni zgodne z ich wartosciami

teoretycznymi.

Tabela 22. Otrzymane oksazolowe tiopochodne CA-4

Wydajnos¢ Temperatura topnienia
Nazwa robocza

[%6] [°C]
KomOx1 44 87-89
KomOx2pr 45 123-124
KomOx2 29 133-135
KomOx3pr 74 130-132
KomOx3 55 161-162
KomOx4 60 114-116
KomOx5 49 112-114
KomOx6 52 102-105
KomOx7 47 102-105

Na widmach 'H NMR i ®C NMR obserwowano sygnaly pochodzace od
charakterystycznych, powtarzajacych si¢ elementow strukturalnych w czasteczkach
zwigzkoéw w tej grupie a mianowicie m.in. sygnaly protonu metinowego obecnego przy
weglu C2 w ukladzie oksazolu w zakresie 7,89-8,00 ppm, sygnaly protondéw grupy
metylotiolowej w zakresie 2,47-2,43 ppm oraz odpowiadajgce im sygnaly atomow
wegla na widmie *C NMR w zakresie 14,34-18,24 ppm. Ponadto dla

S-tiokarbaminowej pochodnej KomOx2pr obserwowano szerokie sygnaty protondéw
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grup metylowych w obrebie ugrupowania tiokarbamoilowego przy 3.11 1 2.99 ppm 0
charakterystycznej niskiej intensywnos$ci (jak w przypadku omawianych wczesniej S-
tiokarbaminowych pochodnych benzaldehydoéw). Natomiast dla O-tiokarbaminowej
pochodnej KomOXx3pr sygnaty protonéw grup metylowych w obrgbie ugrupowania
tiokarbamoilowego wystapilty przy 3.44 i 3.34 ppm, o intensywnos$ci porownywalnej z
sygnatami grup metoksylowych.

Na widmach IR obserwowano pasma drgan rozciagajacych grupy N=C2-H
ugrupowania oksazolowego w zakresie 3134-3105 cm™ Ponadto dla zwigzku KomOx3
wystepowato szerokie pasmo drgan rozciagajacych grupy fenolowej przy 3134 em™.

Na widmach masowych zaobserwowano dla zwigzku KomOx2pr pik jonu
fragmentacyjnego [(CH3):NCO]* powstalego przez rozerwanie wigzania miedzy
atomem siarki a grupa karbonylowa reszty tiokarbamoilowej 0 wartosci m/z réwnej

72,1 (Rysunek 51).

Spectrum 1A, 2 396 min
BP: 444 1 (4.163e+8=100%), stkomox2pr.xms Scans: 261-267, 15.0:800.0>, RIC: 1.331e+9
100%— 721 4441 -

+

[(CHs)NCO]* (™I

~ | | N

50%]

25%—] 4453 —

Rysunek 51. Widmo masowe zwigzku KomOx2pr

Dla zwiazku KomOx3pr pik jonu fragmentacyjnego [(CHs):NCS]* powstatego
przez rozerwanie wigzania mig¢dzy atomem tlenu a grupg tiokarbonylowa reszty

tiokarbamoilowej o wartosci m/z rownej 88 (Rysunek 52).

Spectrum 1A, 2.367 min
BP: 88.0 (2.351e+8=100%), stkomox3pr.xms Scans: 297-303, 15.0:700.0=, RIC: 8.912e+8
100%] 88.0 E
+
I [(CH3):NCS] :
75% ) + ]
] (M] ]
460.1
50‘“’; \ -
25% E
] 4§1.2 ]
] 781 373.0
1 41
Wt DU SN I
1ho 260 alo aho 500
m/z

Rysunek 52. Widmo masowe zwigzku KomOXx3pr
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Dla zwiazkéw KomOx 5-7 wystgpowaly piki izotopowe atomu bromu [M*+2]
obecnego w tych zwigzkach o wartosciach odpowiednio 467,1 (Rysunek 53) dla
zwigzku KomOX5 oraz 437 dla zwigzkéw KomOx6 i KomOx7 (Rysunki 54-55).

Spectrum 1A, 1.842 min
BP: 465.1 (3.653e+7=100%), stkomox5.xms Scans: 198-204, 15.0:800.0>, RIC: 2.034e+8
100%] 4851 E
+ ]
[M] +]
[M+2] 1
5% \ / =
i =
4521 ]
25% 44p.0 -
4241 4p3.2
3752
0% . 30&0'0 3%48" (I . YV ‘f.wﬂ;? M. I
100 260 abo 4bo Iy
miz
Rysunek 53. Widmo masowe zwigzku KomOXx5
Spectrum 1A, 1.640 min
BP: 437.0 (1.278e+8=100%), stkomox6.xms Scans: 175-180, 15.0:800.0>, RIC: 4 866e+8
100%] 4
L
[M+2]
] +
75% M] / E
50% \ E
25% 438 1 .
) 9.1
1545 2040 S aree 4070 H
0% I R T S e et P el
1ho 20 3o abo ‘
mz
Rysunek 54. Widmo masowe zwigzku KomOXx6
Spectrum 1A, 1.208 min
BP: 437.0 (1.539e+7=100%), stkomox7.xms Scans: 125-131, 15.0:800.0>, RIC: 7.915e+7
100% 437.0 =
] [M]+ ]
75% +
i [M+2] A
] N/ ]
259 4460 =
2439 9.1
394.0
O U BN O IO Yot M. AiH
180 260 200 400 ,
miz

Rysunek 55. Widmo masowe zwigzku KomOXx7

Dla zwigzkow KomOx2 i KomOXx7 otrzymano ponadto monokrysztaty
(krystalizacja z heksanu dla zwigzku KomOX2 i z izoporpanolu dla zwigzku KomOX7,
ktore przekazano do badan rentgenostrukturalnych Pani mgr Agnieszce Gielarze-
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Korzanskiej przy wspotpracy z Panem mgr Arturem Korzanskim. Dane
krystalograficzne zaprezentowano w tabelach 23-24. Struktury krystalograficzne
zwigzkéw oraz upakowania ich czasteczek wzdluz wybranego kierunku

zaprezentowano na rysunkach 56-59

Tabela 23. Dane krystalograficzne dla zwigzku KomOx2

Wzér czasteczkowy C1gH1gNOsS
Masa czasteczkowa 373,41
Temperatura 293(2) K
Uktad krystalograficzny Trojskosny
Grupa przestrzenna P1

a=7,7068(3) A o= 108,544(3)°
Parametry komoérki elementarnej b=10,2384(3) A B=94,602(3)°
c=11,9461(4) A vy =100,912(3)°

Objetosé 867,47(5) A3
z 2

Ggstos$¢ obliczona 1.430 Mg/m3
Wspotczynnik absorpcji 0.218 mm-1

Liczba refleksow zmierzona/uzyta  15084/3052

Rysunek 56. Struktura krystalograficzna zwiazku KomOx2
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Rysunek 57. Upakowanie czasteczek zwiazku KomOx2 wzdtuz kierunku [010]

Tabela 24. Dane krystalograficzne dla zwigzku KomOXx7

Wzér czasteczkowy
Masa czasteczkowa
Temperatura

Uklad krystalograficzny

Grupa przestrzenna

Parametry komorki elementarne;j

Objetosc

z

Ggstos¢ obliczona
Wspotczynnik absorpcji

Liczba refleksow zmierzona/uzyta

C19H1sBrNO,S
436,31

293(2) K
Jednoskos$ny

P2,
a=12,435909) A
b=4,1836(3) A
c=17,9998(12) A

a=90°
B=103,988(7)°
¥ =90°
908,70(11) A3

2

1.595 Mg/m3

2,402 mm-1
9380/3151

Rysunek 58. Struktura krystalograficzna zwiazku KomOXx7
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Rysunek 59. Upakowanie czasteczek zwigzku KomOXx7 wzdtuz kierunku [100]

55.6. Synteza  N-metyloimidazolowych  tiopochodnych  CA-4
(KomNMel)

N-metyloimidazolowe tiopochodne CA-4 otrzymywano wg procedury opisanej
przez Wanga i wsp. [95] oraz Schoberta i wsp. [96]. Najpierw w reakcji odpowiednich
tiobenzaldehydow z metyloaming (33% roztwér w etanolu) w srodowisku bezwodnego
etanolu i katalitycznych ilosci lodowatego kwasu octowego generowano in situ
pochodne enaminowe. Nastepnie do mieszaniny reakcyjnej dodawano pochodne
tosylometylo  izocyjankéw  TosMIC co pozwolito na otrzymanie N-
metyloimidazolowych tiopochodnych CA-4. Jako rozpuszczalnika uzywano
bezwodnego dimetoksyetanu. Jako zasad¢ uzywano bezwodny weglan potasu.

W syntezie zwigzku KomNMell wykorzystano handlowo dostepny
2-metylotiobenzaldehyd 75 oraz otrzymany tosylometylo izocyjanek TosMIC1
(Schemat 59).

Cx + Ox O
WL XF CHO
SCH,
\©\ + @
CH; —_—
H,4CO OCH,

OCH,4 OCH,4
TosMIC1 75 KomNMell

Schemat 59. Synteza KomNMell. Reagenty i warunki reakcji: (@) MeNH, (33% r-r w EtOH), AcOH,
EtOH, 2 godziny, temp. wrzenia; (b) K,CO3, DME, 3 godziny, temp. wrzenia
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Synteze zwigzku KomNMel2 prowadzono dwuetapowo (Schemat 60). Najpierw
wymagane byto otrzymanie odpowiedniej pochodnej tiokarbaminowej KomNMel2pr
w reakcji migdzy O-tiokarbaminowa pochodng benzaldehydu ald 2a a tosylometylo
izocyjankiem TosMIC2. Nastepnie zwigzek KomNMel2pr hydrolizowano w
srodowisku 10% metanolowego roztworu wodorotlenku potasu. Reakcje prowadzono w

atmosferze azotu.

CH~

3

/——N CH

=
N s i ‘ \n/ ~C
+
CH i I OCH3
/
H,CO OCH,§

OCH,4 H,

H5CO OCHg
SCH, SCHy

TosMIC 2 ald 2a KomNMel2pr

SCH,

KomNMel2

Schemat 60. Synteza KomNMel2. Reagenty i warunki reakcji: (@) MeNH, (33% r-r w EtOH), AcOH,
EtOH, 2 godziny, temp. wrzenia; (b) K,COs;, DME, 3 godziny, temp. wrzenia; (c) 10% KOH w MeOH,
5,5 godziny, temp. 80°C, azot

W syntezie zwigzku KomNMel5 wykorzystano metylotiobenzaldehyd ald 4d oraz
tosylometylo izocyjanek TosMIC1 (Schemat 61).

: 0 0

NN \“s% N OCH,
(a), (b) SCH,

Br

OCH
H,CO OCHj, 3 H,;CO OCH4
SCH
OCH, 3 OCHj
TosMIC1 ald 4d KomNMel5

Schemat 61. Synteza KomNMel5. Reagenty i warunki reakcji: (a) MeNH, (33% r-r w EtOH), AcOH,
EtOH, 2 godziny, temp. wrzenia; (b) K,CO3;, DME, 3 godziny, temp. wrzenia
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W  syntezie zwigzkéw KomNMel6 i  KomNMel7  wykorzystano
metylotiobenzaldehydy odpowiednio ald 3d i ald 2d oraz tosylometylo izocyjanek
TosMIC3 (Schematy 62-63).

Cx. , Os_ 0
[N S7 CHO
\O\ + (@), (b)
CH; I —" .
OCH,
Br OCH4
SCH
OCH, 3 OCH,4
TosMIC3 ald 3d KomNMel6

Schemat 62. Synteza KomNMel6. Reagenty i warunki reakcji: (a) MeNH, (33% r-r w EtOH), AcOH,
EtOH, 2 godziny, temp. wrzenia; (b) K,CO3;, DME, 3 godziny, temp. wrzenia

Cx , Os_ O
SN 37 CHO
\©\ + (), (b)
CH4 _—
SCH,
Br OCH,
OCH
OCH; 3 OCH,
TosMIC3 ald 2d KomNMel7

Schemat 63. Synteza KomNMel7. Reagenty i warunki reakcji: (a) MeNH, (33% r-r w EtOH), AcOH,
EtOH, 2 godziny, temp. wrzenia; (b) K,CO3z;, DME, 3 godziny, temp. wrzenia
Wszystkie otrzymane N-metyloimidazolowe tiopochodne CA-4 wraz z

wydajno$ciami reakcji oraz temperaturami topnienia zestawiono w tabeli 25.

Tabela 25. Otrzymane oksazolowe tiopochodne CA-4

Wydajno$é¢ Temperatura topnienia
Nazwa robocza

[%0] [°C]
KomNMel1l 98 156-158
KomNMel2pr 50 192-194
KomNMel2 33 123-125
KomNMel5 19 126-130
KomNMel6 17 130-135
KomNMel7 25 130-135

Wszystkie zwiazki w tej grupie scharakteryzowano za pomoca widm *H NMR i B¢

NMR, widm IR, nisko- i wysokorozdzielczych widm masowych oraz wspotczynnika Ry.
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W przypadku wysokorozdzielczych widm masowych uzyskane wartosci zmierzonych
mas jonu molekularnego badanych zwiazkéw byly w pelni zgodne z ich warto$ciami
teoretycznymi.

Na widmach 'H NMR i ®C NMR obserwowano sygnaly pochodzace od
charakterystycznych, powtarzajacych sie elementow strukturalnych w czasteczkach
zwiazkoéw w tej grupie, a mianowicie m.in. sygnaly protonu metinowego obecnego przy
weglu C2 w uktadzie N-metyloimidazolu w zakresie 7,54-7,62 ppm, sygnaty protonow
grupy metylotiolowej w zakresie 2,35-2,48 ppm oraz odpowiadajace im sygnaty
atomoéw wegla na widmie *C NMR w zakresie 14,42-18,16 ppm. Ponadto dla O-
tiokarbaminowej pochodnej KomNMel2pr obserwowano sygnaly protonéw grup
metylowych w obrebie ugrupowania tiokarbamoilowego przy 3.37 i 3,45 ppm, o
intensywnosci porownywalnej z sygnatami grup metoksylowych.

Na widmach masowych zaobserwowano: dla zwigzku KomNMell pik jonu
fragmentacyjnego [M-CHs]" powstalego przez oderwanie od czasteczki grupy

metylowej przy azocie N1 o wartosci m/z réwnej 355,2 (Rysunek 60).

Spectrum 1A, 1.901 min
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Rysunek 60. Widmo masowe zwigzku KomNMel1l

Dla zwigzku KomNMel2pr zaobserwowano pik jonu fragmentacyjnego
[(CH3):NCS]* powstatego przez rozerwanie wiazania migdzy atomem tlenu a grupa

tiokarbonylowa reszty tiokarbamoilowej o wartosci m/z rownej 88 (Rysunek 61).

Spectrum 1A, 2 665 min
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Rysunek 61. Widmo masowe zwigzku KomNMel2pr
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Dla zwigzku KomNMel5 podobnie jak w przypadku zwigzku KomNMell
zaobserwowano pik jonu fragmentacyjnego [M-CHs]" powstatego przez oderwanie od
czasteczki grupy metylowej przy azocie N1 o warto$ci m/z rownej 463. Widoczny byt
rowniez pik jonu fragmentacyjnego [M-Br]" o wartoéci m/z réwnej 399,1. Wystgpowal

takze pik izotopowy atomu bromu [M*+2] o wartosci m/z réwnej 480,1 (Rysunek 62).

Spectrum 1A, 2.511 min
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Rysunek 62. Widmo masowe zwigzku KomNMel5
5.6. Badania biologiczne tiopochodnych CA-4

Badanie cytotoksycznos$ci (test zywotnosci komorek — MTT) oraz wplyw na proces

polimeryzacji tubuliny in vitro

Wszystkie otrzymane tiopochodne CA-4 zostaly przebadane pod katem ich
aktywnos$ci cytotoksycznej na wybranych liniach komoérek nowotworowych: MCF7,
MDA-MB-231, A439, HelLa, A549, SKOV3 i prawidtlowych HaCaT i CCD39Lu.
Identycznie jak w przypadku tiopochodnych RSV postuzono si¢ testem MTT.
Przeprowadzenie prob testow MTT dla poszczegdlnych linii komorkowych pozwolito
okresli¢ odpowiedni zakres stezen zwigzkdéw badanych 1 zwigzku referencyjnego (CA-
4) a mianowicie: od 0-20 uM. Inkubacja zwigzkéw badanych oraz zwigzku
referencyjnego w kazdym tescie wynosita 48 godzin. Dla kazdego stgzenia wykonano 3
powtdrzenia proby, a kazda inkubacja wykonywana byla w trzech niezaleznych
eksperymentach. Wyniki testow MTT pokazujagcych wplyw badanych tiopochodnych
CA-4 oraz zwigzku referencyjnego (CA-4) na procent przezywajacych komorek (100%
przyjeto dla grupy kontrolnej, w ktorej stezenie badanego zwiazku wynosito 0 uM)
przedstawiono na rysunkach 63-67.

Z uwagi, iz wsrdd tiopochodnych CA-4 wystepowaly zwiazki prezentujace cztery

opisane wczesniej struktury rdzeniowe wyniki testow MTT zestawiono pordéwnujac
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obok siebie w miar¢ mozliwosci zwigzki charakteryzujace si¢ rozng strukturg rdzenia,

ale posiadajace ten sam uktad podstawnikéw w pier§cieniach fenylowych.
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Rysunek 63. Wptyw tiopochodnych CA-4 (KomOx1l, KomOx3, KomNMell, KomNMel2) na
przezywalnos$¢ komorek badanych linii (test MTT, 48 godz.)
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Rysunek 64. Wptyw tiopochodnych CA-4 (KomOx2, KomOx4) na przezywalnos¢ komorek badanych
linii (test MTT, 48 godz.)
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Rysunek 65. Wpltyw tiopochodnych CA-4 (KomOXx5, KomOx6, KomOx7, KomNMel5, KomNMel®6,
KomNMel7) na przezywalno$¢ komoérek badanych linii (test MTT, 48 godz.)
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Rysunek 66. Wptyw tiopochodnych CA-4 (Kom-C4, Kom-C6, Kom4,
komorek badanych linii (test MTT, 48 godz.)
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Rysunek 67. Wptyw CA-4 na przezywalno$¢ komorek badanych linii (test MTT, 48 godz.)

Nastepnie wszystkie zwigzki

poddano badaniom

skrinigowym w tescie

oceniajgcym ich wptyw na proces polimeryzacji tubuliny. Zastosowano stezgnie 10 uM.

Jako zwigzku referencyjnego uzywano CA-4. W oparciu 0 przeprowadzone badania

skrinigowe zostaly sporzadzone nastgpujace zalozenia umozliwiajace oszacowanie

wptywu badanych zwigzkow:

e ICs <stezenia 10 uM zmniejsza szybkos¢ polimeryzacji o 60—70%

o |Csp~ stezenia 10 pM zmniejsza szybkos$¢ polimeryzacji o 40—60%

e |ICso> stezenia 10 uM zmniejsza szybkos¢ polimeryzacji o 20-40%
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o |Cs0>> stezenia 10 uM brak wplywu na szybko$¢ polimeryzacji

Dla dwoch najbardziej aktywnych inhibitorow KomOx3 i KomOx7 wyznaczono
wartosci ICsp. W tym celu dla czterech stezen zwigzkow badanych 1, 2, 51 10 uM oraz
kontroli wyznaczono przebieg krzywych polimeryzacji tubuliny w funkcji czasu
(Rysunek 68).
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Rysunek 68. Wptyw zwigzkéw KomOx7 (A) i KomOx3 (B) na proces polimeryzacji tubuliny

Wyniki wszystkich badan cytotoksyczno$ci oraz wptywu na proces polimeryzacji
tubuliny wraz z rankingiem otrzymanym za posrednictwem metody VCL-VS
wyrazonym wartoscig konsensusowej funkcji oceniajace ,,Cscore” zestawiono w tabeli

26.
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Tabela 26. Wyniki badan aktywnos$ci cytotoksycznej i antymitotoycznej tiopochodnych CA-4 wraz z ich rankingiem VS (Cscore)

Linia, 1Cso + SD [uM]

Polimeryzacja Ranking
Zwiazek tubuliny VS
A431 HaCaT MCF7  MDA-MB-231  Hela CCD39Lu A549 SKOV3 [uM] CScore

KomOx1 >20 >20 1.434£0.37 >20 7,33£0,91 >20 >20 >20 ~10 3
KomOx2 1.22+0.82  1.28+0.75 2.11+0.57 2.87+0.34 4,44+0,97 >20 >20 3,18+0,26 <10 4
KomOx3 0.25+0.20  0.32+0.09 0.45+0.14 0.71+0.16 0,009+0,002 >20 >20 0,25+0,12 0.64 5
KomOx4 0.43+0.29  0.43+0.23 0.60+0.10 0.85+0.13 0,645+0,03 >20 >20 1,48+0,16 ~10 3
KomOx5 >20 16.74+2.64 1.42+0.23 17.87+0.90 >20 >20 >20 >20 >>10 2
KomOx6 0414030 0.26+0.10  2.48+0.64 0.76+0.10 0,44+0,04 >20 >20 1,0320,12 <10 3
KomOx7 0.43+0.31  0.52+0.08 2.78+0.77 0.92+0.14 0,63+0,04 >20 >20 1,16+0,13 1.61 2
KomNMell >20 >20 2.29+0.46 >20 >20 >20 >20 >20 >>10 3
KomNMel2  0.43+0.33  0.50+0.09 1.63+0.27 0.39+0.28 0,39+0,02 >20 >20 1,72+0,14 > 10 4
KomNMel5 16.57+£3.71 >20 2.51+0.87 >20 8,18+2,28 6,13+0,75 >20 >20 >>10 1
KomNMel6  13.64+3.23 >20 2.20+0.57 15.45+0.37 >20 19,26+2,14 >20 >20 >>10 2
KomNMel7 >20 >20 5.24+1.11 >20 >20 >20 >20 brak efektu >> 10 3
Kom-C4 >20 brak efektu  0.95+0.33 brak efektu >20 brak efektu brak efektu  brak efektu >>10 1
Kom-C6 >20 brak efektu  1.84+0.36 brak efektu >20 brak efektu brak efektu  brak efektu ~10 2
Kom4 3.61+£2.44  9.56+3.03 0.65+0.19 11.73+0.85 6,18+0,46 >20 >20 14,47+1,25 ~10 3
Kom6 8.22+4.66 12.82+1.83  2.35+1.04 14.20+0.54 11,68+2,54 >20 >20 14,08+0,61 >> 10 2
CA-4 0.25+0.21  0.19+0.08 0.17+0.04 0.56+0.08 0,11+0,11 >20 >20 0,38+0,09 2.3-2.8 5

elsnysAp 1 jIUAM
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Analizujgc wyniki zaprezentowanych badan aktywnos$ci przeciwnowotworowe;j
tiopochodnych CA-4 wida¢ generalnie $ciste zalezno$ci pomig¢dzy poziomem
aktywnosci cytotoksycznej i antymitotycznej opartej na zdolnosci do hamowania
polimeryzacji tubuliny.

Zwiazki najbardziej aktywne antymitotycznie, a wi¢c tiopochodne oksazolowe CA-
4 KomOx3 i KomOx7 wykazuja jednoczesnie najsilnijeszy efekt cytotoksyczny w
badanych liniach komoérek nowotworowych. Ponadto wyznaczone wartosci 1Csg W
odniesieniu do hamowania polimeryzacji tubuliny s3a wigksze od zwigzku
referencyjnego CA-4 odpowiednio: 0,64 uM dla zwigzku KomOx3 oraz 1,61 uM dla
pochodnej KomOx7 vs 2,3-2,8 uM dla CA-4. Oba zwiazki wykazuja dziatanie
cytotoksyczne wobec linii komorek prawidtowych fibroblastow CCD39Lu przy
znacznie wyzszym stezeniu wynoszacym ponad 20 uM. Mozna wigc moéwi¢ w aspekcie
badanej linii CCD39Lu o ich selektywnym dzialaniu przeciwnowotworowym.
Jednoczesnie w przypadku linii prawidlowe] keratynocytéw HaCaT nie zauwazono
réznicy w dziataniu w stosunku do linii nowotworowej raka skory A431. Co ciekawe
CA-4 wykazuje roéwnie wysoka cytotoksyczno$¢ zarowno dla badanych linii komoérek
nowotworowych, jak i prawidtowych.

Poréwnujac zwigzki w odniesieniu do réznych rdzeni molekularnych mozna
stwierdzi¢, iz pochodne oksazolowe charakteryzuja si¢ wyzsza aktywnos$cig zaréwno
cytotoksyczng, jak 1 antymitotyczng w porownaniu do ich odpowiednikéw
N-metyloimidazolowych (zwigzek KomOx1 vs KomNMell, KomOx3 vs
KomNMel2, KomOx5 vs KomNMel5, KomOx6 vs KomNMel6 oraz KomOXx7 vs
KomNMel7). Najwigksze roznice widoczne sg dla zwigzkow KomOx5 i KomOx7 w
poréwnaniu do ich analogow KomNMel5 i KomNMel7. Widoczne roznice w
aktywnosci prezentujg rowniez pochodne w grupie Kom-C i Kom. Zwigki Kom-C4 i
Kom-C6 praktycznie nie wykazuja dzialania cytotoksycznego oraz wplywu na proces
polimeryzacji tubuliny. Natomiast ich odpowiedniki Kom4 i Kom6 maja wyzsze
aktywno$ci cytotoksyczne.

Uwzgledniajac z kolei wplyw podstawienia pierScieni fenylowych na efekt
aktywnosci przeciwnowotworowej w badanych testach wida¢, iz najbardziej
preferowane jest podstawienie pierScenia B w pozycjach 3 1 4 uwzgledniajac
wystepujce w zwigzkach podstawniki (metoksyl, hydroksyl, metylotiol, tiol) — zwigzki
KomOx2, KomOx3, KomOx4, KomNMel2, Kom-C4, Kom4. Brak obecnosci
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podstawnikoéw w tych pozycjach i1 podstawienie grupg metylotiolowa pierscienia A w
pozycji 2 znacznie zmniejsza aktywno$¢ cytotoksyczng i antymitotyczng — zwiazki
KomOx1, KomNMell, Kom-C6, Kom6. Ponadto podstawienie pierScienia B
jednoczesnie w pozycjach 3,4,5 powoduje znaczne obnizenie cytotoksycznosci i
aktywnosci antmitotycznej takich pochodnych — zwigzki KomOx5 i KomNMel5.
Konfrontujac uzyskane wyniki z doniesieniami literaturowymi nt. badan SAR
pochodnych CA-4 mozna powiedzie¢, iz sg one zgodne z wystepujacymi tutaj
zalezno$ciami [95, 96, 106].

Poréwnujac wyniki aktywnos$ci antmitotycznej opartej o wptyw na polimeryzacje
tubuliny z badanimi in silico opartymi na protokole VCL-VS wida¢, iz charakteryzujg
si¢ one duza korelacja. Mozna powiedzie¢, ze przyjety model predykcyjny byt w stanie
z duzym prawdopodobienstwem przewidzie¢, ktore zwigzki powinny charakteryzowaé
si¢ wickszg, a ktore mniejszg aktywnoscig antymitotyczng. Dla najbardziej aktywnego
zwigzku KomOx3 w badanej gupie tiopochodnych CA-4 model przewidzial jego
aktywnos$¢ dajac mu najwyzsza z mozliwych ocen 5. Jednakze w przypadku drugiego w
kolejnosci zwigzku aktywnego KomOX7 model nie byl w stanie przewidzie¢ jego
wysokiej aktywnos$ci dajac mu ocene¢ 2. Nalezy jednak podkresli¢, iz zaden z obecnie
wykorzystywanych modeli predykcyjnych w procedurze wirtualnego skriningu nie jest
w stanie idealnie przewidzie¢ aktywnos$ci dla badanej populacji zwiazkow. Zwigzane
jest to glownie z niedostateczng ilo$cig danych na temat samego miejsca wigzacego
(niewystarczajgca  rozdzielczos¢  zdeponowanych ~w bazie PDB  struktur
krystalograficznych kompleksow liganda z receptorem), nie braniem pod uwage
warunkow panujacych w srodowisku in vivo (dokowanie molekularne wykonywane jest
zazwyczaj w prozni) i wplywu innych nieznanych obecnie czynnikow, ktére moga
powodowac specyficzne zachowanie biatka docelowego (celu molekularnego).
Zastosowany model predykcyjny wymaga dalszej walidacji oparciu o uzyskane wyniki

aktywnosci biologicznej tiopochodnych CA-4 co powinno poprawi¢ jego skutecznos$é.
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6. PODSUMOWANIE

W niniejszej pracy doktorskiej przedstawiono nowoczesne narzedzia stuzace
racjonalnemu podejéciu przy projektowaniu nowych tiopochodnych kombretastatyny
A-4. Obejmowaly one zastosowanie wirtualnego skriningu potaczonego z
generowaniem wirtualnej biblioteki kombinatorycznej, ktore wykorzystano do
optymalizacji struktury wiodgcej kombretastatyny A-4. W tym celu wykorzystano m.in.
dokowanie molekularne do domeny kolchicynowej, modelowanie farmakoforowe 3D
oraz modele QSAR. Jednoczesnie zatozono bioizosteryczng wymiane atomu/atomow
tlenu w czasteczce CA-4, jako jeden z gldwnych aspektéw jej modyfikacji strukturalne;.
Z uwagi na niestabilno$¢ chemiczng czasteczki CA-4 usztywniono ponadto mostek
winylowy w jej strukturze poprzez zastosowanie heterocyklicznych uktadow oksazolu i
N-metyloimidazolu.

Na podstawie wynikow badan in silico wygenerowany zostal zestaw okoto 20
struktur bedacych tiopochodnymi CA-4 stanowigcymi podstawe do ich syntezy.
Otrzymano ostatecznie 16 nowych tiopochodnych CA-4. Zwiazki podzielone byly na
cztery podstawowe rdzenie strukturalne kazdy zawierajacy uklad stilbenowy
(1,2-difenyloetenowy) a mianowicie: pochodne kwasu (E)-1,2-difenylopropenowego
(Kom-C), pochodne (2)-stilbenu (Kom), pochodne 1,2-difenylooksazolu (KomOx) oraz
N-metylo-1,2-difenyloimidazolu (KomNMel). Struktury otrzymanych pochodnych
scharakteryzowano za pomoca metod spektroskopowych w tym: metod *H i 3C NMR,
IR, MS. Ponadto dla trzech zwigzkow KomOx2, KomOx7 i Kom-C4 otrzymano
monokrysztaty, ktére pozwolily na analize ich struktury krystalograficznej, w tym
upakowania w krysztale.

Zwiazki poddano nastgpnie badaniom aktywnos$ci antymitotycznej opartej o wptyw
na proces polimeryzacji tubuliny oraz aktywnosci cytotoksycznej. Aktywnosé
cytotoksyczng badano wykorzystujac osiem linii komérkowych: 6 nowotworowych i 2
prawidlowe. Wsrod linii nowotworowych wykorzystano: lini¢ raka piersi
estrogenozalezng MCF7 i estrogenoniezalezng MDA-MB-231, raka skory A431, raka
szyjki macicy HelLa, raka jelita grubego SKOV3 oraz raka pluc A549. Wsrod linii
prawidlowych wykorzystano lini¢ ludzkich immortalizowanych keratynocytow HaCaT
oraz fibroblastow CCD39Lu. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, iz
grupg zwigzkow charakteryzujacej si¢ najwigksza aktywnos$cig cytotoksyczng oraz
antymitotyczna byly pochodne oksazolowe CA-4. W$rdd nich najbardziej aktywny
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zwigzek oznaczony roboczo KomOx3 (4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-hydroksy-4-
metoksyfenylo)oksazol) wykazywat bardzo silny efekt hamowania wzrostu komorek
linii HeLa (ICsp = 0,009 uM vs ICsy dla CA-4 wynoszace 0,11 uM) oraz niewielKki
wplyw na komorki linii prawidtowej CCD39Lu. Stanowi on zatem przyktad zwiazku o
wybiorczym efekcie dzialania przeciwnowotworowego co jest niezwykle pozadang
wlasciwoscig przy projektowaniu nowego leku.

Ponadto biorgc pod uwage wysoka aktywnos¢ chemoprewencyjng tiopochodnych
resweratrolu oparta o mechanizm hamowania izoform enzymu P450: CYPIAI,
CYP1A2 oraz CYPIBI, ktéra zostata okreslona w badaniach przeprowadzonych w
macierzystej jednostce przeprowadzono synteze o$miu pochodnych z tej grupy
bedacych strukturalnymi analogami (E)-4’-metylotiostilbenu. Struktury otrzymanych
pochodnych scharakteryzowano za pomoca metod spektroskopowych w tym: metod
'H i C NMR, IR, MS. Ponadto dla siedmiu zwiazkéw S1, S2, S3, S4, S6, S7 oraz S8
otrzymano monokrysztaty, ktére pozwolily na analize¢ ich struktury krystalograficzne;,
w tym upakowania w krysztale. Pochodne te posiadaty rozng ilos¢ i1 konfiguracje
podstawnikow metoksylowych w pierscieniu A czasteczki stilbenu.

Nastepnie uzyskane pochodne przebadano na aktywnos¢ cytotoksyczng na czterech
liniach komoérkowych: raka piersi estrogenozaleznej MCF7 1 estrogenoniezaleznej
MDA-MB-231, raka skory A431 oraz ludzkich immortalizowanych keratynocytow
HaCaT. Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, iz zwigzki posiadajace trzy
podstawniki metoksylowe w pier§cieni A stilbenu a wigc zwigzki oznaczone roboczo,
jako S7 ((E)-3,4,5-trimetoksy-4’-metylotiostiloen) i S8 ((E)-2,4,5-trimetoksy-4’-
metylotiostilben) wykazuja wysoka aktywno$¢ cytotoksyczng w stosunku do
wszystkich badanych linii wigkszg niz aktywno$¢ zwigzku referencyjnego resweratrolu.
Celem wyjasnienia mechanizmu dzialania tych zwigzkow przeprowadzono dla nich
ocen¢ wptywu na proces polimeryzacji tubuliny. Wykazata ona, iz charakteryzuja si¢
one stabilizujgcym wplywem na ten proces podobnie jak zastosowany zwigzek
referencyjny paklitaksel.

Wyniki badan aktywno$ci przeciwnowotworowej otrzymanych tiopochodnych
stilbenu a zwlaszcza obiecujace wyniki wplywu analogbw CA-4 z rdzeniem
oksazolowym na proces hamowania polimeryzacji tubuliny jak rowniez zastosowany z
sukcesem protokot VCL-VS stanowig podstawe do dalszych prac na drodze
racjonalnego projektowania nowych czasteczek aktywnych, ktérych mechanizm
dziatania oparty jest o wptyw na proces polimeryzacji tubuliny.
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7. STRESZCZENIE

Mikrotubule sa dynamicznymi strukturami biatkowymi biorgcymi udziat w
istotnych dla komorki procesach biologicznych, jak m.in. transport wewngtrzny,
aktywno$¢ ruchowa i co najistotniejsze, podzial zachodzacy w trakcie mitozy.
Zbudowane sa z monomeréw o i [ tubuliny, ktore taczg si¢ podczas procesu
polimeryzacji. Tubulina jest jednym z niezwykle istotnych i czesto branych pod uwage
celow molekularnych dla nowych czasteczek aktywnych uzyskiwanych na drodze
projektowania potencjalnych lekéw przeciwnowotworowych. Wsrdéd tej grupy
zwigzkow, stilbeny (pochodne 1,2-difenyloetenu), z resweratrolem i kombretatstatyng
A-4 jako strukturami wiodgcymi, stanowig obiecujacg grupe zwigzkéw o
nieskomplikowanej strukturze, stwarzajaca szerokie mozliwosci modyfikacji
strukturalnych ~ pozwalajagcych na  poprawg ich  naturalnych  wilasciwosci
antykancerogennnych.

W pracy zaprezentowano m.in. metody racjonalnego podejscia w projektowaniu
nowych tiopochodnych kombretastatyny A-4 w oparciu o implementacj¢ protokotu
VCL-VS, narzgdzia do generowania 1 analizy wirtualnych bibliotek
kombinatorycznych. Jej glowne etapy zawieraly utworzenie wirtualnej biblioteki
kombinatorycznej (VCL) opartej o zaproponowang 1 zoptymalizowang S$ciezke
reakcyjng syntezy tiopochodnych CA-4. Nastepnie poprzez zastosowanie metod
wirtualnego skriningu wykorzystujac szereg filtréw: dokowanie molekularne,
mapowanie na modele farmakoforowe 3D oraz modele QSAR, zaw¢zono poczatkowa
biblioteke sktadajaca sie¢ z ponad 2000 struktur do 20. Ostatecznie przeprowadzono
synteze 16 tiopochodnych CA-4 oraz badania skriningowe wplywu na polimeryzacje
tubuliny. Ponadto przeprowadzono badania aktywnos$ci cytotoksycznej w tescie MTT
na o$miu liniach komorkowych (6 nowotworowych i 2 prawidtowych). Uzyskane
wyniki pozwolily na wylonienie aktywnego zwigzku z grupy oksazolowych
pochodnych (Z)-stilbenu o aktywno$ci przewyzszajace] aktywnos¢ zwigzku
referencyjnego CA-4 na komorkach linii HeLa (IC50 0,009 vs 0,11 uM). Jednoczesnie
wykazano duza korelacje miedzy wynikami analizy wirtualnego skriningu a
aktywnos$cig antymitotyczng in vitro.

Innym aspektem pracy byta synteza tiopochodnych resweratrolu — analogow z
grupy pochodnych (E)-stilbenu. Na podstawie wcze$niejszych badan nad tg grupa

zwigzkow 1 obiecujacych wynikow dotyczacych ich aktywnosci chemoprewencyjnej
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zsyntetyzowano osiem tiopochodnych bedacych strukturalnymi analogami (E)-4’-
metylotiostilbenu i oceniono ich aktywno$¢ antyproliferacyjng w tesScie MTT na
czterech liniach komorkowych (3 nowotworowych i 1 prawidlowej). Wylonione na ich
podstawie najbardziej aktywne struktury S7 ((E)-3,4,5-trimetoksy-4’-metylotiostilben)
oraz S8 ((E)-2,4,5-trimetoksy-4’-metylotiostilben) oceniono w tescie polimeryzacyjnym
tubuliny. Oba zwiazki wykazaty stabilizujacy efekt na proces polimeryzacji tubuliny co
dowodzi, iz jednym z mechanizméw aktywnos$ci cytotoksycznej tych zwigzkow moze

by¢ ich aktywno$¢ antymitotyczna.
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8. ABSTRACT

,, Design, synthesis and evaluation of the biological activity of stilbene thioderivatives”

Microtubules are dynamic protein structures involved in important cell biological
processes such as internal transport, motility and cell division during mitosis They
consist of monomers of o, tubulin and bind to each other during the polymerization
process. Tubulin is a significant and heavily researched molecular target for designing
of new active molecules possessing anticancer activity. Among this group of
compounds stilbenes (1,2-diphenylethene derivatives) with combretastatin A-4 and
resveratrol as leading structures represent a promising class of compounds with a simple
structure, taking the possibility of extensive structural modifications that improve their
natural anticancer properties

One of the methods of rational approach in the design of new thioderivatives of
combretastatin A-4, based on the protocol implementation of the VCL-VS (virtual
combinatorial library — virtual screening) have been presented. The main steps include
the creation of a virtual combinatorial library based on proposed CA-4 thioderivatives
synthetic pathways. Then, through the use of virtual screening methods, using a series
of filters such as: molecular docking, mapping to 3D pharmacophoric models and
QSAR models, initial library consisting of over 2000 structures were reduced to 20.
Then 16 compound were synthesized and their effect on tubulin polymerization using
Tubulin Polymerization assay kit was evaluated. In addition, a study of cytotoxic
activity in the MTT assay for eight cell lines (six tumor and two normal cell lines) were
evaluated. The results enabled the identification of the active compound from the group
of the oxazole (Z)-stilbene thioderivatives with activity exceeding that of the reference
compound CA- 4 in the HeLa cells (IC50 0.009 vs 0.11 uM). A correlation between the
results of virtual screening tests and in vitro antitubulin activity can be noticed.

Another aspect of this thesis was the synthesis of resveratrol thioanalogs from the
group of (E)-stilbene. Based on previous studies on this class of compounds and their
promising results of chemopreventive activity, eight structural analogs of 4'-methylthio-
trans-stilbene and their antiproliferative activity in the MTT assay on four cell lines
(three tumor and one normal cell lines) were performed. The most active structure S7
(((E)-3,4,5-trimethoxy-4’-methylthiostilbene) and S8  ((E)-2,4,5-trimethoxy-4'-
methylthiostilbene) were evaluated in a tubulin polymerization assay. Both compounds
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showed a stabilizing effect on tubulin polymerization process which shows that one of

the mechanisms of their cytotoxic activity is their antimitotic activity.
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137.21
134.04
—~132.55
= 129.88
129.41
129.28
126.16

— 105.94

77.32
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77.00
76.68

—60.90
— 55.89

—15.74



Suplement

(E)-1-(4-metylotiofenylo)-2-(2,4,5-trimetoksyfenylo)eten (S8)
(E)-2,4,5-trimetoksy-4’-metylotiostilben)
3 S

i e
O\s,'&()\]/\rin\%m'/]\\\6/5'
HSC\O/l%}/lz\O
da,

H Su(mult., J Hz) C 8c

C-1 118.24

C-2 151.68
OCH3; 3.88 (s) C-2-OCHj3; 56.06
H-3 6.55 (S) C-3 97.71

C-4 149.59
OCHj 3.93 (s) C-4-OCHj 56.68

C-5 143.44
OCHj 3.93 (s) C-5-OCHj 56.53
H-6 7.13 (s) C-6 109.34
H-vin 7.40 (d, 16.5) C-vin 126.16
H-vin’ 6.94 (d, 16.4) C-vin’ 122.41

Cc-1 135.19
H-2, 6’ 7.46 (d, 8.3) C-2’,6° 126.79
H-3,5° 7.24 (d, 8.4) C-3,5 126.67

c-4 136.93
SCH; 2,51 (s) C4’-SCHa 15.93

232



Suplement

1T 4} €1 4 ST 91 LT

0T

(wdd) 14
L

1.9
1.07jI
1.9
1.01-/I

1.0
0.99'/i

6.0
3.0

£100D

_|
(0]
~N wn
o |-‘>
T
\ _7.47
—7.45
N 1 742
» 738
_-7.25
N \\ ~7.23
)
H —7.13
AN
5©° \ —6.96
o J—
S 6.92
2
o
[e]
o
[e)]
0.99{ —_— H —6.55
o
N
T T T T T T T T T T T T T
o — N w By (9] D 7.47
o o o o o o .
=} =} =} =} =} =) 7.45
o o o o o o
o o o o o o j7.42
— —— PN
= — 7.25
R 7.13
6.96
6.92
6.55
L _~3.93
£ ™-3.88
L —2.51
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Suplement

(wdd) 14
0¢ o€ ov 0s 09 0L 08 06 00T OTT OCT OET OPT OST 09T OZT 08T 06T 00C OTC
i
| |
| |

(0)8

0T-

oJ14
£100D

JET ¥S SL

—151.68
- 149.59

—143.44

—136.93
~~135.19

_< 126.79
126.67

\- 126.16

—97.71

234

77.32
‘< 77.00
76.68

56.68
56.53
N\ 56.06

— 15.93



(wdd) 14

Suplement

O-tiokarbaminowe pochodne benzaldehydéw (Ald seria a)

91

ST

4!

€1

a

1

01

1

O-(2-formylo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (Ald 1a)

H 0]
g
0] N
Y CH,
S
1

00005- -

CH,4
oOunw
0
S5
w =
& Jro —7.49 S
i —7.48 |
—
4 IJ>
—
T
~
KN
. 1
— —7.33
T, |0 —7.32
° -
EN —~7.30
=
—7.26
~N —7.20
o 1.03{ — 719
~
- T T
o w —_
g i
s 5
1.00= —_— — 10.08
7.49
/7.48
1.03 — - 7.33
7.32
1.09—= — - — 7.30
1,037 \ 726
7.20
7.19
3.21—= — 3.85
3.2 & 3.47
3.281% g — ,/.3_42
T T T T T T T T T T T T
o %] — [} [} S} w N N N w1 =)
1=} m m m m m m m m m m
S + + + + + + + + + +
1= o o o o o o o o o o
(Sa) (Sa) o o wu wu wu wu wu %)
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Suplement

StS
STS_ALD_1A_13C
CDCI3

——188.72
~-187.13
—151.98
—145.01
—130.25
— 126.66

—119.88
—~117.77

77.26
77.00

76.75

<

56.33

—43.49
— 38.89

210 200

130

120

80

40

60000

55000

50000

45000

40000

~35000

~30000

25000

~20000

15000

10000

~5000
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Ald2a 1HNMR (CDCI3)

9.87
<778
7.76
™~-7.56
708
7.06
—3.90
_~3.45
~3.35

Suplement

O-(5-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (Ald 2a)

Tose]

:

0.99-

T

78 7.7 76 75 74 73 72 711 70

T

T

UL

f1 (ppm)

T

T

T

T

T

T

T

3.1
3.0

3.05—=
ok

o~

7E+05

6E+05

6E+05

6E+05

I 5E+05

4E+05

4E+05

4E+05

3E+05

2E+05

2E+05

2E+05

1E+05

50000

r-50000
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Suplement

StS
STS_ALD_2A_13C
CDCI3

—190.04
—187.11

156.74

143.15

129.77

129.70
——124.82

112.14

77.25

77.00

76.74

- <

56.20

—43.39
—38.73

210 200

190

160

130

110

——
100
f1 (ppm)

90

80

70

60

50

40
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Suplement

9T

ST

vi

€1

4!

1

01

O-(4-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (Ald 3a)

(wdd) 7y

H

0]

CH,

€00
sis

HT VE Qv SIS

239

™~-7.26
_~7.23
_~7.21
T T T T
o wu —_ N
g T F
S
g8 & =
1.00= - —_— —9.95
7.51
7.50
7.50
1 2.01—= - 7.49
0.98—= = _— 7.48
7.26
7.23
7.21
3.10= & —3.89
1 3.1 F ——3.46
3.1 £ ~ 337
L
T T T T T T T T T T T
o wuI —_ N N N w S S S wu
[=] m m m m m m m m m
=] + + + + + + + + +
s o o o o o o o o o
o o o ol o ul o wul wul



Suplement

StS
STS_ALD_3A_13C
CDCI3

—191.05
—186.78

—152.43
— 147.76

—135.07
124.68

124.52

<

110.98

77.25

77.00

N

76.75

56.12

—43.36
—38.85

210 200

190

150

140 130

110

80

40

~-2000
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Suplement

O-(4-formylo-2-bromo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (Ald 4a)

St & RIS g 8%

TS_ALD_5A_1H o NNN @ o

A Y Y,

|

. LL;r. N S

2 g b4y

=] NS S <99

T T T T T T T T T T T T T
16 15 14 13 12 1 10 7 4

8
f1 (ppm)

wwm+Om
r 3E+05
wwm+Om
r 3E+05
wNm+oM
wNm+om
wNm+oM
wNm+om
wNm+Om
me+om
me+Om
me+om
wmoooo
wmoooo
w»oooo

20000

-20000

241



Suplement

StS
STS_ALD_5A_13C
CDCI3

—189.85
—184.93
—153.98
— 145.57
—135.10
—127.84
—119.26
—110.14

77.29

77.03

76.78

<

56.60

—43.58
—39.04

T T T T T " T T T T T " T T T T T T 1
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90
f1 (ppm)

80
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Suplement

O-(4-formylo-2,6-dimetoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (Ald 5a)

StS

g 883 g B
STS_ALD_6A_1H - NNKN < oo
CDCi3 N (Y
|
|
—, Q J —
& 4 &Ly
S ] "Ny
— [a'] o mm
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 12.5 11.5 10.5 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05 0.0

f1 (ppm)

r4E+05

4E+05

4E+05

r3E+05

2E+05

r2E+05

r2E+05

r 1E+05

50000
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Suplement

StS
STS_ALD_6A_13C
CDCI3

—191.10
— 186.64

153.35

— 136.89
—134.19

106.32

77.31

77.05

76.80

56.53

—43.55
— 38.89

210 200

190

140

110
f1 (ppm)

80

40
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Suplement

11 a €1 14! 1 91

01

(wdd) 1y

ges

S-tiokarbaminowe pochodne benzaldehydéw (Ald seria b)

S-(2-formylo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (Ald 1b)

H 0]

|
S N

Y ~cH,

CH,4
— [ RN %]
@
Qoo
@ 's
=
—7.63 =
~ 4T - —~7.61 [
o P &
N
_~7.53 =
- —7.51
wn ™~-7.50
.
=
=
o
. 3
=
~
w
- —7.26
m S —7.19
~7.17
~
N -
T T
o wu
o
1 0.91—= S _ —10.45
o

ninino o
=W W

NG
Nooo

3.161 - — —3.91
3.o§ — —_ —3.21
- 3.0 - — —3.01

T >

00005 -
§0+37
50+3¢ -]
S0+3¢-]
50+374
S0+3¢ |
S0+3b -]
§0+3b
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Suplement

StS 8 XA ] 8 3n A N O n o
STS_ALD_1B_13CZ g8 & § 888 RRg g 5

coci3 _ | v N

| |
|
|
| |
|
|
_ _ r |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 -10

f1 (ppm)

65000

60000

~55000

50000

45000

40000

35000

~30000

25000

~20000

15000

10000

~5000
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(wdd) 14

Suplement

91

ST

vl

3

4}

11

01

S-(5-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminan (Ald 2b)

P CH,
[ RGE%)
[
S5
[ A
1 S
—0.961 —— /;-23 N
J — — 7.
~ Joo7d - o3 Dt
© =X
~
~
.
=
—
h=}
TN
EX%
=
~
w S — —7.26
P 7.07
_ 7.
= J11.00- ;, ~ =7t
T T T T T T T T
o vl —_ N
g T 7
o
S & &
0.98—= - _ —9.86
0.96~ [ /;'22
0.977 - :
7.93
_ _~7.26
7.07
1.00= _ 2 os
3.07= o —3.94
3.0 - @ —3.13
3.o§ ; e — ~3.00
T T T T T T T T T T T T
kll'l o (%) —_ N N N w - D - wul
S o m m m m m m m m m
S =] + + + + + + + + +
=} S o o o o o o o o o
=} wul o Ul wul o U wul (] Ul
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Suplement

StS
STS_ALD_2B_13C
CDCI3

— 190.04

_~165.33
™ 164.75

— 140.19

—133.13
—129.92

—118.31

—111.43

77.26

77.00

76.75

56.50

36.97

210 200

190

170

140

130

120

L
110 100 90
f1 (ppm)

80

70000

65000

- 60000

55000

50000

45000

40000

35000

~30000

25000

20000

15000

10000

5000

~-5000
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Suplement

S-(4-formylo-2-metoksyfenylo)-N,N-dimetylkotiokarbaminian (Ald 3b)

StS % nARRRINRRS R 83
m|_-m>_lowm:l_ [} NNNNNNNNDN (] NN
o B H \
a8 BaNNES 3 ‘ “
NN NN N - 1E+06
\/ /\(\
-5E+05
o
76 75 74 73 72 71 70
f1 (ppm)
|
|
|1
1 L1 A
o 3o S oo
o — m N ™M
T T T T T T T T T T T T T T
15 14 13 2 1 10 8 7 4 3

4E+06
wwm+om
3E+06
3E+06
3E+06
3E+06
- 2E+06
- 2E+06
- 2E+06
- 2E+06
- 2E+06
r1E+06
r 1E+06
r 1E+06
r8E+05
6E+05
r4E+05

2E+05

-2E+05
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Suplement

Sts B ® 33 3@ € gzw 2 o -65000
STS_ALD_3B_13C& g s Ba 88 g NN 8 5 .
CDCI3
_ [ \ Y ~N- | 0000
~55000
~50000
~45000
~40000
~35000
~30000
~25000
| L
I I !
~20000
~15000
! I
|
| ~10000
_ I
! ~5000
. | Lo | . Lo
~-5000
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 80 50 40 30 20 10 0 -10
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Suplement

S-(4-formylo-2-bromo-6-metoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (Ald 4b)

9.92

~7.77

_7.38

—7.26

—3.93
—3.17
—3.01

1.01—=

1.00=

1 to1—=

3.27=

StS

STS_ALD_5B_1H

CDCI3

T T T T T T T
16 15 14 13 12 1

3.1
w 1 3.2

N

r4E+05
wAm+om
wwm+om
wwm+om
wwm+om
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r3E+05
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wNm+om
wNm+om
wNm+om
wNm+om
me+om
me+om
me+om
80000
60000
waoooo

20000

~-20000
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Suplement

StS

STS_ALD_5B_13C

CDCI3

—190.24

——163.53
™-161.90

™\ 138.57
_~133.16

127.66
126.73

A

A

108.60

77.26
77.00
76.75
56.85

210

190

160

140

130

110 100
f1 (ppm)

-70000

65000

60000

55000

~50000

45000

40000

35000

30000

25000

20000

15000

10000

5000

~-5000
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Suplement

S-(4-formylo-2,6-dimetoksyfenylo)-N,N-dimetylotiokarbaminian (Ald 5b)

StS
STS_ALD_6B_1H
CDCI3

9.96

—7.26
~7.11

— —3.93

6.15=

-

—3.18
—~2.99

=

2.9

2.03=

w 7 3.0

6E+05

I 6E+05

6E+05

5E+05

r4E+05

r4E+05

4E+05

r3E+05

r2E+05

r2E+05

r2E+05

r1E+05

50000

-50000
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Suplement

sts 8 28 3 2 g
STS_ALD_6B_13C & 33 & 8 2
cDCi3 _ I |

56.62

_~37.29
- 36.95

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100
f1 (ppm)

65000

60000

55000

50000

45000

40000

35000

30000

25000

~20000

15000

10000

5000

~-5000
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Suplement

1,3-dioksolany  S-tiokarbaminowych pochodnych benzaldehydow
(Ald seria bzab)

S-[2-bromo-4-(1,3-dioksolano-2-ylo)-6-metoksyfenylo]-N,N-dimetylotiokarbaminian
(Ald 4bzab)
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Suplement

Zlecone-TG.63.fid
STAld5bzab_13C
CDCI3

— 162.20
— 159.21

140.22

130.32

— 120.90
— 117.26

— 105.96
— 99.92

74.96 CDCI3
74.71 CDCI3
74.45 CDCI3

— 62.87

— 54.37

210 200 190 180 170 160

140

130

120

100 90
f1 (ppm)
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70

120000

110000

100000

90000

80000

70000

60000

50000

40000

30000

20000

10000

-10000
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256



Suplement

S-[4-(1,3-dioksolano-2-ylo)-2,6-dimetoksyfenylo]-N,N-dimetylotiokarbaminian
(Ald 5bzab)
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Suplement

Zlecone-TG.61.fid
STAld6bzab_13C
CDCI3

— 165.45
— 161.30

142.10

_-105.36
Z-103.11
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77.25 CDCI3
77.00 CDCI3
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Suplement

Metylotiobenzaldehydy (Ald seria d)
3-metoksy-2-metylotiobenzaldehyd (Ald 1d)

~F N
i,

H dn(mult., J Hz) C dc

C-1 138.48
CHO 10.79 () C-1-CHO 192.62

C-2 128.67
SCH; 2.42 (s) C-2-SCHj 18.87

C-3 160.36
OCH; 3.97 (s) C-3-OCH; 56.23
H-4 7.12 (d, 8.1) C-14 115.80
H-5 7.4(t, 7.9) C-5 129.33
H-6 7.52 (d, 7.7) C-6 120.20
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Suplement

Zlecone-TG1.52.fid
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Suplement

N_mno_._mu._umu.mw.m& b= A% % .,_W m = noy I3 ~
STAldld_13C & g & 8 | 4 N S 3
cDCI3 | AV SN
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| |
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1 (ppm

~6E+05

~5E+05

~4E+05

~4E+05

~4E+05

~3E+05

- 2E+05

~2E+05

- 2E+05

- 1E+05

50000

~-50000

261



Suplement

4-metoksy-3-metylotiobenzaldehyd (Ald 2d)

6/ \\‘\Ql
|
Br/’\Tf;’/‘ ~q
|
0 CH
H,C” :
H Sdn(mult., J Hz) C dc
C-1 130.27
CHO 9.87 (s) C-1-CHO 190.58
H-2 7.66 () C-2 124.98
C-3 129.43
SCHs 2.49 (s) C-3-SCH; 14.23
C-4 160.66
OCHs 3.98 (3) C-4-OCH; 56.21
H-5 6.93 (d, 8.2) C-5 109.35
H-6 7.64 (d, 8.4) C-6 129.84
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Suplement
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Suplement
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Suplement

3-metoksy-4-metylotiobenzaldehyd (Ald 3d)

h/ %3
U\4¢‘l\o
» L&
H Su(mult, JHz)  C 8c
C-1 137.39
CHO 9.90 (s) C-1-CHO 191.29
H-2 7.31 (s) C-2 125.24
C-3 155.87
OCH; 3.96 (s) C-3-OCHj 56.02
C-14 133.83
SCH; 2.48 (s) C-4-SCH; 13.98
H-5 7.21(d, 7.9) C-5 107.12
H-6 7.44 (d, 7.9) C-6 123.70
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Suplement
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Suplement
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Suplement

5-bromo-3-metoksy-4-metylotiobenzaldehyd (Ald 4d)

T|/ ~2
Br/S\Tf;’/3\C|)
S CH
H,¢” :
H Sdn(mult., J Hz) C dc
C-1 134.20
CHO 9.88 (s) C-1-CHO 190.08
H-2 7.31(s) C-2 107.96
C-3 160.85
OCH3; 3.97 (s) C-3-OCH; 56.47
C-4 129.27
SCHs 250 (s) C-4-SCH; 18.14
C-5 136.64
H-6 7.69 (s) C-6 128.06
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Suplement

st 170513
STA1d-5d_1H
CDCI3

25C

1100000

7.26 CDCI3

9.88
— 7.69
7.31
3.97
2.50

L

1000000

900000

800000

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000
|
I U | Y Lo

~-100000

0.99-1
0.98-T
0.99-1
3.051
2,99

=
»
=
w
=
N
=
=
=
o
O
<)
N
[o)}
(%3]
N
w
N
=
o
'
-
'
N
'
w
1
»
'
(9]

f1 (ppm)

269



Suplement
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Suplement

3,5-dimetoksy-4-metylotiobenzaldehyd (Ald 5d)

()/ &2
|
H;C /3\T¢3\(|)
S CH
H,C” }
H SH(muIt., J HZ) C 8(:
C-1 136.26
CHO 9.91 (s) C-1-CHO 191.32
H-2, H-6 7.05 (s) C-2,C-6 104.71
C-3,C-5 160.39
OCHj3; C-3-OCHzs
3.96 (s) 56.33
OCH; C-5-0OCHj,
C-4 120.76
SCHs3 2.45 (s) C-4-SCHs; 17.46
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Suplement
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Suplement

st 170513 - Yuuu

STA1d-6d_13C
CDCI3
25C

~ 8500

77.32 CDCI3
#7.01 CDCI3
76.69 CDCI3
17.46

— 191.32
160.39
136.26
120.76
104.71
56.33

~ 8000

7500

7000

6500

6000

~ 5500

5000

4500

~4000

~3500

3000

2500

2000

~1500

~1000

500

-1 1 1~ 15 1 +1 1.1~ T1 + 1 °~1 *T1mn.+1.°T1 "~ 1+ 1+~ 1+ 1+ 1 * T ‘* T * T ‘© T 7
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)

273



Suplement

Tosylometylo formamidy (TosMF)

N-[(tolueno-4-sulfonylo)-(3,4,5-trimetoksyfenylo)metylo]formamid (TosMF1)
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Suplement
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Suplement
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Suplement
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Suplement
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Suplement
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Suplement
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Suplement
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Suplement
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Suplement
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Suplement

Kombretastatyna A-4 (CA-4)
(2)-1-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)eten (CA-4)
(2)-3’-hydroksy-3,4,4°, 5-tetrametoksystilben)

N N
H3C0/l|\3¢;|) 6.|/'|§2|.
OCH; *_ 2"\,
Sei,
H Sn(mult., J Hz) C dc

C-1 132.69
H-2, H-6 6.53 (5) C-2,C-6 106.14
C-3,C-5 152.89

OCH3; C-3-OCHjs
3.70 (s) 55.96

OCHg3; C-5-OCHz3
C-4 137.25
OCHg3; 3.87 (s) C-4-OCHzs 60.92
H-vin 6.47 (d, 12.2) C-vin 129.48
H-vin’ 6.41 (d, 12.2) C-vin’ 127.83
H-4 7.12 (d, 8.1) C-1’ 130.69
H-2’ 6.92 (d, 2.0) c-2’ 115.05
OH 5.49 (s) c-3 145.76
c-4 145.26
OCHs 3.84 (s) C-4>-OCHs 55.96
H-5° 6.73 (d, 8.3) Cc-5 110.33
H-6 0.80 fdg) 8.3, C-6 121.11
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Suplement
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Suplement

Tiopochodne CA-4

Pochodne kwasu a-fenylocynamonowego (Kom-C)

Kwas (E)-3-(3-metoksy-2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)prop-2-enowy

(Kom-C4)
?OOH
H3CO\5/6%1/\%\-131'
OCHy >, //,,3-\OCH3
H Su(mult., J Hz) C oc

C-1 125.12
H-2, H-6 6.38 (S) C-2,C-6 107.52
C-3,C-5 152.95

OCH3 C-3-OCHjs
3.69 (s) 56.04

OCH3 C-5-OCHjs
C-4 139.48
OCH3 3.91 (s) C-4-OCHjs 60.87
C-vin 132.30
C-vin-COOH 172.36
H-vin’ 8.46 (s) C-vin’ 141.97
C-1’ 137.71
C-2’ 129.88
SCHj; 2.42 (s) C-2’-SCHjs 18.41
C-3 159.75
OCH3 3.83 (s) C-3’-OCH3 55.93
H-4’ 6.47 (d, 7.8) C-4 110.82
H-5 6.99 (t, 8.0) C-5 128.52
H-6 6.77 (d, 8.2) C-6’ 122.56
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Suplement

0¢ 0€ ot 0s 09 0L 08 06 00T OIT O0C¢T OE€T ObT OST 09T 0OZT 08T 06T 00C OTIC

0T

otT-

289

O unN
Oda
OXo
®35
5°
—
|j )
w3
05
2
L — 172.36
e — 159.75
— 152.95
t _-141.97
S —139.48
T ~ 137.71
132.30
_ —-129.88
—— ~ 128.52
S — 125.12
S, ~ 122.56
A -—110.82
— 107.52
77.25 CDCI3
77.00 CDCI3
76.74 CDCI3
S _—-60.87
56.04
55.93
— —18.41
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
’L o = N w D wu (o)) N o] O = = =
5 o o =} o =} S =} =} =} o [ N
S S S S S S S S S S o =}
8 S =] S o o o o =] o S o S
S S S S S S S S S S S S S
S S S



Suplement

Kwas (E)-3-(2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)prop-2-enowy (Kom-C6)

COOH
H3CO\5/6%1/\=]{\\\-111'
H3,CO/||\\3%l 6'/1%2'/SCH3
(|)CH3 5'|\4%3|'
H dn(mult., J Hz) C dc

C-1 129.78
H-2, H-6 6.40 () C-2,C-6 107.41
C-3,C-5 153.02

OCH;s; C-3-OCHg3
3.69 (s) 56.04

OCHj3 C-5-OCHgs
C-4 137.81
OCHj3 3.84 (s) C-4-OCHgs 60.87
C-vin 133.69
C-vin-COOH 172.22
H-vin’ 8.23(s) C-vin’ 139.45
C-I’ 132.83
Cc-2 140.00
SCH3 2.53 (s) C-2’-SCH;3 16.32
H-3’ 7.26 (d, 7.2) Cc-3’ 129.89
H-4° 7.20 (t, 8.3) C-4 125.96
H-5° 6.87 (t, 7.9) C-5° 124.76
H-6° 6.79 (d, 7.3) C-6’ 129.25
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Suplement
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Suplement
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Suplement

Pochodne cis-stilbenu (Kom)

(2)-1-(3-metoksy-2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)eten (Kom4)
(2)-3,3,4,5-tetrametoksy-2’-metylotiostilben)

H,CO

vin

6
N g N

OCH,4
H Sn(mult., J Hz) C dc

C-1 123.45
H-2, H-6 6.37 () C-2,C-6 106.22
C-3,C-5 152.63

OCH3 C-3-OCHjs
3.60 (s) 55.71

OCH3 C-5-OCHjs
C-4 142.98
OCH3 3.92 (s) C-4-OCHjs 60.84
H-vin 6.54 (d, 12.1) C-vin 129.41
H-vin’ 6.87 (d, 12.1) C-vin’ 129.96
C-rr 137.14
C-2’ 132.11
SCHj; 2.36 (S) C-2’-SCHj 18.17
C-3’ 160.01
OCH3 3.80 (s) C-3’-OCH3 55.95
H-4° 6.79 (d, 8.2) C-4 109.58
H-5° 7.14 (t,7.7) C-5 128.68
H-6 6.90 (d, 8.2) C-6’ 122.49
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Suplement
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Suplement

(2)-1-(2-metylotiofenylo)-2-(3,4,5-trimetoksyfenylo)eten (Kom6)

(2)-3,4,5-trimetoksy-2’-metylotiostilben)
H3CO\5/6% 1 /\%\'ill'

H3CO/4\3%2 o o S
oy 1
H Su(mult., J Hz) C oc

C-1 131.29
H-2, H-6 6.37 (S) C-2,C-6 106.15
C-3,C-5 152.66

OCH3 C-3-OCHjs
3.59 (s) 55.70

OCH3 C-5-OCHj3
C-4 137.27
OCH3 3.80 (s) C-4-OCHjs 60.83
H-vin 6.56 (d, 12.0) C-vin 129.48
H-vin’ 6.64 (d, 12.0) C-vin’ 127.66
C-I’ 131.92
C-2’ 137.68
SCHj; 2.53 (s) C-2’-SCHj5 15.61
H-3 7.26-7.18 (m) C-3 131.29
H-4’ 7.26-7.18 (m) C-4 125.26
H-5 7.08-7.02 (m) C-5 124.69
H-6 7.26-7.18 (m) C-6’ 127.85
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Suplement
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Suplement

Widma NMR.10.fid 5d5 55000
STKom_6/1_13C © ONT NG DO O ] n Sqo
CDCI3 ° NIRRT 2 bR K 8 R e
25C 2 OREEHARKRNS g N & g 4 i i
_ N I | 50000
45000
40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000
|
| IR | 5000
| L
___ ‘
Mg LU WA LY Y ...i...:L.. AN A ?ﬁ? LA et AU S e oy s iAo — O

-1 0~ 1 1~ 15 1. +1 1. °v~ 1~ 1 + 1 ~T1 7 1m~°~T1 *1m° 1 + 1+~ 1+ 1+ T+ T * T * T *© T 7
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)

298



Suplement

Tiopochodne oksazolowe (KomOx)

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(2-metylotiofenylo)oksazol (KomOx1)

}\I__:__Z{x

H3CO\5/6%1/40X\\50§0

OCH,4 5'\4 =

H Sn(mult., J Hz) C dc
C-1 127.68
H-2, H-6 6.80 () C-2,C-6 103.35
C-3,C-5 153.09
OCH3 C-3-OCHjs
3.66 (s) 55.69
OCH3 C-5-OCHj3

C-4 140.98
OCH3 3.82 (s) C-4-OCHjs 60.80
H-20x 8.00 (s) C-20x 150.17
C-4ox 137.57
C-50x 143.75
C-1’ 126.61
C-2’ 135.88
SCHj; 2.53 (5) C-2’-SCHjs 15.61
H-3 7.35(d, 7.3) C-3’ 125.57
H-4° 7.49-7.43 (m) C-4 131.54
H-5° 7.23 (t, 8.1) C-5° 124.85
H-6 7.38 (d, 7.6) C-6’ 130.61
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Suplement
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Suplement
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Suplement

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(4-metoksy-3-N,N-dimetylotiokarbamoilofenylo)oksazol
(KomOx2pr)

T
OCHj 5'\4¢"\S/|?|'\N/E,H3
b~ I
H Su(mult., J Hz) C oc

C-1 127.50
H-2, H-6 6.93 (s) C-2,C-6 104.71
C-3,C-5 153.35

OCHj3 C-3-OCHjs
3.80 (s) 56.13

OCH3; C-5-OCH;
C-4 137.85
OCH3; 3.91 (s) C-4-OCHs; 60.92
H-20x 7.90 (s) C-20x 149.31
C-4ox 133.78
C-50x 144.73
C-1 121.57
H-2’ 7.81(d, 2.3) C-2’ 136.46
C-3’ 117.59
C-4 160.48
OCH3; 3.88 (s) C-4’-OCHg3 56.28
H-5’ 6.99 (d, 8.7) C-5’ 111.48
H-6° "0 C-6’ 130.18

(d, 8.7, 2.3)

cr 165.49
CHs 3.11 (s) C8’ 36.97
CH3 2.99 (s) C9’ 36.97
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Suplement
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Suplement
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Suplement

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-merkapto-4-metoksyfenylo)oksazol (KomOx2)

6 dox 0
HaCO " g

1
T

4
SN X

H,CO A| | ~|
OCH, 5'\4 ¢3'\SH
Ser,
H du(mult., J Hz) C dc

C-1 127.42
H-2, H-6 6.95 (s) C-2,C-6 104.72
C-3,C-5 153.36

OCH;s; C-3-OCHg3
3.83(s) 56.14

OCHj3 C-5-OCHgs
C-4 137.98
OCHj3 3.96 (s) C-4-OCHgs 60.98
H-20x 7.93 () C-20x 149.37
C-4ox 133.77
C-50x 144.95
C-rr 121.75
H-2’ 7.63(d, 2.2) C-2’ 127.68
SH 3.89 (s) c-3 121.53
C-4° 155.14
OCHj3 3.92 (s) C-4’-OCHjs 56.09
H-5’ 6.89 (d, 8.6) C-5’ 110.46
H-6’ 43 C-6’ 125.47

(d, 8.5, 2.1)
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Suplement
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Suplement

4-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)-5-(4-metoksy-3-N,N-dimetylotiokarbamoilookso-
fenylo)oksazolu (KomOx3pr)

OCH, ~F ~o0~ \N/E.HB
b I
H Su(mult., J Hz) C oc

C-1 132.99
H-2, H-6 6.92 (s) C-2,C-6 103.61
C-3,C-5 160.54

OCH3 C-3-OCHg3
3.85 (s) 56.34

OCHzs C-5-OCHjs
C-4 111.96
SCH3 2.40 (s) C-4-SCHjs 17.82
H-20x 7.92 (s) C-20x 149.41
C-4ox 133.80
C-50x 145.38
C-1’ 121.10
H-2’ 7.35(d, 2.2) C-2’ 122.80
C-3 142.90
C-4 152.30
OCHzs 3.86 (s) C-4’-OCH3 56.08
H-5’ 7.00 (d, 8.6) C-5’ 112.57
H-6’ 153 C-6’ 125.89

(d, 8.6, 2.2)

cr 187.30
CHs 3.44 (s) C8’ 43.44
CH3 3.34 (s) C9’ 38.75
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Suplement
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Suplement

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-hydroksy-4-metoksyfenylo)oksazol (KomOx3)

N:20\
/
H3C0\5/6%1/40X\\5o§0
H3cs/l|\3|¢2| (/!\\l
OCH4 5"\4¢3‘\OH
bt
H dn(mult., J Hz) C oc
C-1 133.48
H-2, H-6 6.91 (s) C-2,C-6 103.54
C-3,C-5 160.47
OCH3 C-3-OCHjs
3.80 (s) 56.19
OCH3 C-5-OCHj3
C-4 111.91
SCH3 2.37 (s) C-4-SCHj3 17.84
H-20x 7.89 () C-20x 149.34
C-4ox 133.02
C-50x 146.09
cC-I’ 121.82
H-2’ 7.24 () C-2’ 113.52
OH 5.68 (s) C-3° 145.70
C-4 147.25
OCHj3 3.91(s) C-4’-OCH3 56.00
H-5 6.84 (d, 8.3) C-5 110.52
H-6’ r14 C-6’ 119.69
(d, 8.4,2.2)
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Suplement
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Suplement
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Suplement

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(3-metoksy-4-metylotiofenylo)oksazol (KomOx4)

N:ZOK
6 4’ ¢
6 4ox
HCO - " g

HyCO™ \%f (n/ X2
OHs "~ 3'\ocm
-
H dn(mult., J Hz) C dc

C-1 128.69
H-2, H-6 6.92 () C-2,C-6 105.12
C-3,C-5 153.33

OCH3 C-3-OCHjs
3.80 (s) 56.14

OCH3 C-5-OCHj3
C-4 138.07
OCH3 3.83 (s) C-4-OCHjs 60.94
H-20x 7.93 () C-20x 149.36
C-4ox 134.38
C-50x 145.40
C-rr 125.84
H-2’ 7.09 (s) C-2’ 108.08
C-3 155.89
OCH3 3.88 (s) C-3’-OCH3 55.84
c-4 127.55
SCH; 2.45 (5) C-4’-SCHj5 14.38
H-5° 7.12 (d, 8.1) C-5° 125.17
H-6’ 7.28 (d, 8.1) C-6’ 119.72
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Suplement
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Suplement
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Suplement

4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(5-bromo-3-metoksy-4-metylotiofenylo)oksazol

(KomOx5)

HyCO™ \%f (n/ X2
OCH, /5.\4{/’\0&1
Br | 3
SCH,
H Su(mult., J Hz) C oc

C-1 129.96
H-2, H-6 6.92 (s) C-2,C-6 105.26
C-3,C-5 153.45

OCHj3 C-3-OCHgs
3.83(s) 56.22

OCH;s; C-5-OCHg3;
C-4 138.50
OCH;s 3.82 (s) C-4-OCHgs; 60.97
H-20x 7.95 (s) C-20x 149.88
C-4ox 130.27
C-50x 143.64
C-rr 126.56
H-2’ 7.10 (d, 1.7) c-2’ 108.01
C-3 160.69
OCHj3 3.89 (s) C-3’-OCHjs 56.32
c-4 126.90
SCH; 2.43 () C-4’-SCH3 18.24
C-5 135.99
H-6’ 7.64 (d, 1.7) C-6’ 122.97
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Suplement

Zlecone-TG1.33.fid
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Suplement
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Suplement

4-(5-bromo-3,4-dimetoksyfenylo)-5-(3-metoksy-4-metylotiofenylo)oksazol (KomOx6)

N:ZOK
/
Br\S/G%l/%EQSoxO
Ha(_,()/ﬂ\?'%2| ﬂ/!'\\\\z.
OHs "~ 3'\ocm
e,
H dn(mult., J Hz) C dc

C-1 129.25
H-2 7.21(d, 2.0) C-2 111.45
H-6 7.50 (d, 2.0) C-6 125.30
C-3 155.93
OCHj3 3.89 (s) C-3-OCHgs 55.90
C-4 145.86
C-5 117.66
OCH3 3.83(s) C-4-OCHgs 60.68
H-20x 7.93 (s) C-20x 149.49
C-4ox 132.90
C-50x 146.37
C-r 125.42
H-2 7.24(d, 1.7) c-2’ 107.88
C-3 153.71
OCHj3 3.84 (s) C-3’-OCHjs 56.13
c-4 129.12
SCH3 2.47 (s) C-4>-SCH;3 14.34
H-5 7.14 (d, 8.1) C-5 124.02
H-6 7.09 (d, 1.7) C-6’ 119.63
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Suplement
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(wdd) 14

Suplement
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Suplement

4-(5-bromo-3,4-dimetoksyfenylo)-5-(4-metoksy-3-metylotiofenylo)oksazol (KomOx7)

}ﬂ:lﬂx

Br\s/ﬁ\\m/%x 5o§0

H3CO/J|'|\\“|/’;’2| (“/!%2

OCH,4 5'\4¢3'\SCH3
dcm,
H dn(mult., J Hz) C dc

C-1 129.34
H-2 7.19(d, 1.9) C-2 111.27
H-6 7.48 (d, 2.0) C-6 124,57
C-3 156.59
OCH; 3.94 (s) C-3-OCHs 55.98
C-14 145.90
C-5 117.74
OCH3; 3.88 (s) C-4-OCHzs 60.67
H-20x 7.91 (s) C-20x 149.36
C-4ox 132.25
C-50x 146.27
C-1’ 128.12
H-2’ 7.38(d, 2.1) c2 109.96
C-3’ 121.41
SCH; 2.33 (s) C-3°-SCHs 14.37
cC-4 153.66
OCH; 3.81 (s) C-4-OCHs 56.10
H-5° 6.86 (d, 8.5) C-5° 123.91
H-6 @ gj&z.l) C-6 124,57

323



Suplement
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Suplement

Zlecone-TG1 gd5
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Suplement

Tiopochodne N-metyloimidazolowe (KomNMel)

1-metylo-4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(2-metylotiofenylo)imidazol (KomNMel1)

}Q______Zlm
1im
H3CO\5/ 6%1/ 41m\‘snﬁ —CH;
I |
H3CO/ 4\T¢A T'I/ %T'/ SCH;
OCHy °\_ ="
H Sn(mult., J Hz) C dc

C-1 126.34
H-2, H-6 6.76 () C-2,C-6 102.40
C-3,C-5 152.87

OCH3; C-3-OCHj3;
3.62 (s) 55.52

OCH; C-5-0OCHj3;
C-4 138.21
OCH; 3.43 (s) C-4-OCHj3; 60.75
H-2im 7.62 (s) C-2im 141.79
C-4im 130.01
C-5im 130.01
C-1 128.98
c-2’ 136.33
SCH; 2.38 (s) C-2’-SCHs; 14.82
H-3’ 7.28-7.22 (m) Cc-3 124.47
H-4° 7.28-7.22 (m) C-4 137.22
H-5’ 7.49-7.43 (m) C-5 124.97
H-6’ 7.32 (d, 8.0) C-¢ 132.04
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Suplement
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Suplement

Kombretastatyny heterocykliczne gd3a
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Suplement

1-metylo-4-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)-5-(4-metoksy-3-N,N-dimetylotio-
karbamoilooksofenylo)imidazol (KomNMel2pr)

OCH, ~F ~o0~ \N/(;.HB
b I
H Su(mult., J Hz) C oc

C-1 122.34
H-2, H-6 6.83 (s) C-2,C-6 102.32
C-3,C-5 160.31

OCH3 C-3-OCHg3
3.73 (s) 56.07

OCHzs C-5-OCHjs
C-4 109.65
SCH3 2.33 () C-4-SCHjs 17.92
H-2im 7.61 (s) C-2im 137.13
C-4im 126.66
C-5im 126.66
C-1’ 137.52
H-2° 7.07 (d, 2.1) C-2° 128.47
C-3 143.18
C-4° 152.18
OCHzs 3.52(s) C-4’-OCH3 56.15
H-5° 7.04 (d, 8.4) C-5° 112.91
H-6° 20 C-6’ 129.67

(d, 8.4,2.1)

cr 187.50
CHs 3.45 (s) C8’ 43.47
CH3 3.37(s) C9’ 38.78




Suplement
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Suplement
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STKomNMel2pr_13C
CDCI3
6godz.

30000

77.25 CDCI3
76.74 CDCI3

—_187.50
— 160.31
— 152.18
— 143.18
137.52
137.13
_129.67
~ 128.47
"\ 126.66
~ 12234
— 112,91
—109.65
—102.32
56.15
56.07
— 43.47
—38.78
—32.30
17.92

L
<

28000

26000

24000

22000

20000

18000

16000

14000

12000

10000

~ 8000

6000

4000

| | 2000

~-2000

T L L L L LI T T L L L L LI T T L L L L LI T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
f1 (ppm)

331



Suplement

1-metylo-4-(3,5-dimetoksy-4-metylotiofenylo)-5-(3-hydroksy-4-
metoksyfenylo)imidazol (KomNMel2)

N__._2i111

\ 1im
HaCO - 6%1/ 4/im\\5nﬁN\CH3
H3CS/1|\3|¢2| 6.|/'|§2|.
OCH, 5'\4 ¢3'\0H
OCHj,
H Su(mult., J Hz) C oc

C-1 129.25
H-2, H-6 6.81 () C-2,C-6 102.20
C-3,C-5 160.26

OCHj, C-3-OCHjs
3.69 (s) 55.87

OCH;s; C-5-OCHg3;
C-4 109.65
SCH; 2.32 (s) C-4-SCH3 17.92
H-2im 7.61 (s) C-2im 146.13
C-4im 137.18
C-5im 123.27
C-rr 136.82
H-2’ 6.97-6.92 (m) c-2’ 116.78
C-3 147.12
c-4 147.23
OCH;s; 3.49 (s) C-4’-OCHgs 56.10
H-5° >80 C-5° 111.03

(d,8.2,2.1)

H-6’ 6.97-6.92 (M) C-6’ 123.00
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Suplement
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Suplement

Zlecone-UM_2014.2.fid
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Suplement

1-metylo-4-(3,4,5-trimetoksyfenylo)-5-(5-bromo-3-metoksy-4-metylotiofenylo)imidazol

(KomNMel5)

N___?.im
-

[ \N lim

HyCO™ \%f (n/ X2
OCH, /5'\4 {,3'\OCH
Br | 3
SCH,
H Su(mult., J Hz) C oc

C-1 127.15
H-2, H-6 6.77 (s) C-2,C-6 105.26
C-3,C-5 103.49

OCHj3 C-3-OCHgs
3.67 () 55.74

OCH3 C-5-OCHjs
C-4 138.64
OCH3 3.55 (s) C-4-OCHjs 60.87
H-2im 7.56 (s) C-2im 137.64
C-4im 132.55
C-5im 130.55
C-1’ 126.65
H-2 6.80 (d, 1.3) c-2’ 112.54
C-3 160.94
OCHj3 3.81(s) C-3’-OCHjs 56.52
C-4 129.60
SCHj; 2.43 () C-4’-SCHjs 18.16
C-5 136.85
H-6 7.33(d, 1.2) C-6’ 126.66
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Suplement
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Suplement
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Suplement

1-metylo-4-(5-bromo-3,4-dimetoksyfenylo)-5-(3-metoksy-4-metylotiofenylo)imidazol

(KomNMel6)
}\]_—_—_—3{11“111
B 411“‘51'6N\CH3
Ha(_,()/ﬂ\g'%2| ﬂ/!'\\\\z.
OCH4 5'\4{/3'\0CH3
len,

H Su(mult., J Hz) C oc
C-1 128.69
H-2 7.04 (d, 1.9) C-2 111.97
C-3 153.15

OCH3; 3.80 (s) C-3-OCH; 55.69
C-4 144.79

OCH3; 3.64 (s) C-4-OCHs 60.54
C-5 117.40
H-6 7.33(d, 2.0) C-6 125.78
H-2im 7.54 (s) C-2im 137.34
C-4im 136.53
C-5im 131.75
C-r 128.744
H-2’ 6.76 (d, 1.6) c-2’ 109.80
C-3 156.31

OCHs 3.49 (s) C-3’-OCHs 56.04
c-4 127.28

SCH; 2.48 (s) C-4-SCH; 14.42
H-5° 7.23(d, 7.9) C-5’ 123.37
H-6’ o9 C-6’ 122.41

(d, 7.9, 1.7)
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Suplement
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Suplement
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Suplement

1-metylo-4-(5-bromo-3,4-dimetoksyfenylo)-5-(4-metoksy-3-metylotiofenylo)imidazol

(KomNMel7)
,I’\Ii2<111nn
Bri~ 6%1/ 4i111‘511ﬁN\CH3
H,c0” 4”\%"//'! TI/ !%
OCH,4 5'\4¢3'\SCH3
de,
H Su(mult., J Hz) C oc
C-1 128.38
H-2 7.05 (d, 1.6) C-2 109.70
C-3 156.55
OCHjs 3.80 (s) C-3-OCHgs 55.71
C-4 144.76
OCHj 3.65 (5) C-4-OCHg 60.56
C-5 117.43
H-6 7.09 (d, 1.6) C-6 127.86
H-2im 7.54 (s) C-2im 137.22
C-4im 136.53
C-5im 131.87
C-rr 128.71
H-2’ 7.32 (d, 1.6) C-2’ 128.14
C-3 122.90
SCH; 2.36 (S) C-3°-SCH3 14.70
c-4 153.17
OCHj 3.48 (s) C-4’-OCH; 56.01
H-5’ 6.93 (d, 6.5) C-5’ 110.28
H-6’ " d,é..15?1.7) Cc-6’ 122.37
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OSWIADCZENIE

Wyrazam zgode¢ na udostepnienie mojej rozprawy doktorskiej w Czytelni
Naukowej  Biblioteki  Glownej  Uniwersytetu  Medycznego im.
K.Marcinkowskiego w Poznaniu oraz w formie elektronicznej w

Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej (www.whbc.poznan.pl).

Poznan, dnia 04.04.2014r.
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OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz jestem autorem pracy......doKtorskiej.....................

p.t.:

"Projektowanie, synteza i ocena biologiczna tiopochodnych stilbenu”.

Praca ta zostala przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udziatu
0soOb trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i
materiatow Zrodlowych, stanowi ona pracg oryginalng, nie narusza praw autorskich oraz
dobr osobistych 0sob trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam roéwniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji,
ktore zostaly uzyskane w sposob niedozwolony prawem oraz nie byla dotychczas
przedmiotem zadnej wurzedowej procedury zwigzanej z uzyskaniem stopnia
..naukowego: doktor nauk farmaceutycznych..., a zlozona przeze mnie
dyskietka/ptyta CD zawiera elektroniczny zapis przedstawionej przeze mnie pracy.

Jednoczesnie o$§wiadczam, ze nieodptatnie udzielam Uniwersytetowi
Medycznemu im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji do korzystania z
wyzej wymienionej pracy bez ograniczen czasowych i terytorialnych w zakresie obrotu
no$nikami, na ktorych prace utrwalono przez: wprowadzanie do obrotu, uzyczenie lub
najem egzemplarzy w postaci elektronicznej a nadto upowazniam Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu do przechowywania |
archiwizowania pracy w zakresie wprowadzania jej do pamieci komputera oraz do jej

zwielokrotniania 1 udostgpniania w formie elektronicznej oraz drukowane;.

Imie 1 nazwisko Tomasz Stefanski

Data, podpis



