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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie pochodnych fenoksazonowych w postaci: Aktynomy-
cynyD, Kwestiomycyny A oraz pokrewnych zwigzkéw fenoksazonowych jako inhibitoréw aminopepty-
daz w szczegolnosci alanylowej i metioninowej, znajdujgcych zastosowanie w medycynie jako sktadniki
aktywne lekéw przeciwnowotworowych oraz w diagnostyce medyczne;j.

2-Amino-3H-fenoksaz-3-ony stanowig fragment aktywny szeregu biologicznie aktywnych zwigzkéw
naturalnych. Przykladem sg Aktynomycyny, antybiotyki polipeptydowe znane z pracy przegladowej Hollstein
Chemical Reviews, 1964, 625-652. Aktynomycyna D jest stosowana w leczeniu choréb nowotworowych.
Jej ptaski szkielet fenoksazonowy selektywnie interkaluje w helise DNA, w wyniku spowalniajgc wytwarzanie
biatek niezbednych do rozwoju szybko dzielgcych sie komoérek nowotworowych podobnie jak analogi Akty-
nomycyn, znane z publikacji Veselkov et al. European Journal of Biochemistry, 2003, 270, 42004207, Teller
et al. Journal of National Cancer Institute, 1962, 28(2), 353—-364, DoPaolo et al. Antibiotics and Chemotherapy
(Washington, D.C.) (1957), 7, 465-470, Ishida et al. Anti-Cancer Drugs, 1996, 7, 591-595.

Z artykutu przeglgdowego Jose & Burgess Tetrahedron, 2006, 62, 11021-11037 znane sg row-
niez wiasciwosci fluorescencyjne fenoksazononow. Patent WO 2010/062536 A2 ujawnia ich przydat-
nos$¢ w identyfikacji martwych komoérek, a patent US 2010/0000032 Al ujawnia ich przydatnosé¢ jako
barwniki syntetyczne. 2-Amino-3H-fenoksaz-3-onowe zwigzki naturalne z wolng grupg karboksylowa,
kwasy plektosphaeroilowe znane z publikacji Carr et al. Organic Letters, 2009, 11(14), 2996—-2999, oraz
kwas cynnabarynowy znany z publikacji Pasceri et al. Journal of Medicinal Chemistry, 2013, 56, 3310—
3317, hamujg aktywnos$¢ 2,3-dioksygenazy indoloaminowe.

Z publikacji Maskey et al. The Journal of Antibiotics, 2003, 56, 622—629 i Imai et al. The Journal
of Antibiotics, 1990, 43(12), 1606—1607 znane sg Chandrananimycyny i Eksfoliazon, zwigzki acylowane
na grupie aminowej 2-aminofenoksazonéw, wykazujgce aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Z publikacii
Zaytsev et al. Organic Biomolecular Chemistry, 2008, 6, 682—692 i Bebernjak et al. Journal
of Medicinal Chemistry, 2016, 59, 4476-4487, znanej jest wykorzystanie g-alanylowych acylowanych
pochodnych 7 i 8 amino-3H-fenoksaz-3-onéw w wykrywaniu bakteryjnej aminopeptydazy S-alanylowej
i identyfikacji ucigzliwej klinicznie bakterii gram ujemnej, Pseudomonas aeruginosa.

Aminopeptydazy znane z opracowania literaturowego Rawlings et al. Nucleic Acids Research,
2006, 34, D270-D272 naleza do grupy metalozaleznych egzopeptydaz, ktére katalizujg uwolnienie ami-
nokwasow z N-konca tancucha polipeptydowego. Podwyzszona ekspresja aminopeptydaz uwalniajg-
cych naturalne aminokwasy, aminopeptydazy alanylowej (E.C. 3.4.11.2, aminopeptydaza N, APN,
CD13) znanej z artykutu przeglgdowego Luan & Xu, Current Medicinal Chemistry, 2007, 14, 639-647
i aminopeptydazy metioninowej typ 2 (E.C. 3.4.11.18, MetAP2) znanej z opracowania Lowther & Mat-
thews, Biochimica et Biophysica Acta, 2000, 1477(1-2), 157 — 167, jest kojarzona w artykutach przeglgdo-
wych Mina-Osorio, Trends in Molecular Medicine, 2008, 14, 361-371 i Wickstrdm et al. Cancer Science,
2011, 102, 501-508 z niektérymi stanami chorobowymi takimi jak biataczka i nowotwory. Z publikacji Lowther
& Matthews, Biochimica et Biophysica Acta, 2000, 1477 (1-2), 157-167, i Selvakumaret al. Biochimica et
Biophysica Acta, 2006, 1765(2), 148-154 znanym jest, Zze MetAP2 bierze udziat w powstawaniu nowych
naczyn krwionosnych (angiogenezie) i w zaprogramowanej $mierci komorki (apoptozie). W publikacji Cata-
lano et al. The American Journal of Pathology, 2001, 159(2), 721-731 znanym jest, ze MetAP2 jest gtéwnym
regulatorem proliferacji i apoptozy podczas rozwoju miedzybtoniaka optucne;j.

Podwyzszony poziom APN zostat zaobserwowany w komérkach takich nowotwordw jak czerniak [Fu-
jii et al. Clinical & Eexperimental Metastasis, 1995, 13(5), 337—344], rak nerki [Kitamura et al. Hinyotdka Kiyo.
Acta Urologica Japonica, 1990, 36(5), 535-539], rak trzustki (carcinoma pancreatic) [Ikeda et al. ClinicalCan-
cerResearch, 2003, 9(4), 1503—-1508], rak okreznicy [Hashida et al. Gastroenterology, 2002, 122(2), 376—
386], rak prostaty [Ishii et al. Biological & Pharmaceutical Bulletin, 2001, 24(3), 226—230], rak Zzotgdka [Cari-
McGrath et al. International Journal of Oncology, 2004, 25(5), 1223-1232] czy rak tarczycy [Kehlen, et al.
Cancer Research, 2003, 63(23), 8500-8506]. Z publikacji Griffith et al. Chemistry&Biology, 1997, 4(6), 461—
471 i z pracy przeglagdowej Mucha et al. Biochimie, 2010, 92(11), 1509-1529 znanym jest, Zze fumagilina i jej
syntetyczny analog ovalicin wigzg kowalencyjnie z MetAP2 i hamujg jej aktywnosc.

Sterowanie aktywnos$cig aminopeptydaz tak zwierzecych jak i ludzkich umozliwi opracowanie no-
wej generacji lekow do zastosowania zaréwno w leczeniu ludzi jak i w hodowli. Literatura dotyczgca
odwracalnych inhibitoréw MetAP2 jest ograniczona do kilku publikacji. Odwracalne inhibitory MetAP2 to
zwigzki oparte o strukture fumagiliny i bestatyny [Zhou et al. Journal of Medicinal Chemistry, 2003,
46(16), 3452—-3454, Sheppard et al. Bioorganic&Medicinal Chemistry Letters, 2004, 14(4), 865-868],
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1,2,4-triazolu [Kallander et al. Journal of MedicinalChemistry, 2005, 48(18), 5644-5647] i pirazoloindoli
[McBride et al. Bioorganic&MedicinalChemistryLetters, 2016, 26(12), 2779-2783].

Do najwazniejszych inhibitoréw APN nalezg Bestatyna znana z publikacji Wilkes & Prescott, Jo-
urnal of BiologicalChemistry, 1985, 260(24), 13154-13162], kurkumina znana z publikacji Shim et al.
Chemistry&Biology, 2003, 10(8), 695—-704, kwas betulinowy znany z publikacji Drag et al. Molecules,
2009, 14(4), 1639-1651, fosfonowe analogi aminokwaséw przyktadowo znane z publikacji
Weglarz-Tomczak et al. European Journal of Medicinal Chemistry, 2016, 117, 187-196 i analogi kwasu
hydroksamowego znane z publikacji Drag et al. Bioorganic&MedicinalChemistrylLetters, 2007, 17(6),
1516-1519 czy fosfinowe analogi di peptydéw znane z publikacji Grembecka et al. Journal of Medici-
nalChemistry, 2003, 46(13), 2641-2655 i Vassiliou et al. Journal of Medicinal Chemistry, 2014, 57(19),
8140-8151 oraz a-aminowe pochodne tetralonu znane z publikacji Revelant et al. Bioorganic&Medici-
nalChemistry, 2015, 23(13), 3192-3207. Wszystkie te zwigzki oddziatujg odwracanie
z APN. Chociaz w literaturze opisanych jest szereg zwigzkdw hamujgcych aktywnosci tych enzymow,

lecz nie ma doniesien o inhibitorach dziatajgcych zaréwno na APN jak i na MetAP2 réwnoczesnie.
Istotg rozwigzania wedtug wynalazku jest zastosowanie pochodnych fenoksazonowych o wzo-
rach ogélnych 1 lub 2, w ktérych R! oznacza H, Me, Cl, R?

Q (o]
{3 -0
oznaczaH, © ., © , NH2, NHCOXnY, R3 oznacza H, NH2, R4 oznacza H, COOH, F, CI, R®

oznacza H, t-Bu, COOH, F, Cl, Br, R® oznacza H, Me, R” oznacza Cl, Br, w ktérych X oznacza CH:
lub (2)-1,2-eten i n stanowi liczbe 1, 2 lub 3,

0

Ay
Y oznacza H, COOH, Q do leczenia choréb nowotworowych, korzystnie w stosunku do amino-
peptydaz: SsAPN, HsSAPN lubHsMetAP2.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadzie realizacji w procedurze wyznacza-
nia Ki oraz w tabeli 1.

Wyznaczenie Ki.

Pomiary spektrofluorometryczme wykonywano przy uzyciu spektrometru Spectra MAX Gemini
EM fluorometer (Molecular Devices).

Rekombinowana ludzka aminopeptydaza alanylowa (HsAPN) zostata zakupiona w formie liofilizowa-
nej. Enzym zostat rozpuszczony w 50 mM buforze Tris-HCI o pH = 7,0 i byt uzywany bezposrednio
w badaniach kinetycznych.

Aminopeptydaza alanylowa z nerki wieprzowej (SsAPN) zostata zakupiona w formie liofilizowa-
nej. Enzym zostat rozpuszczony w 50 mM buforze Tris-HCI o pH = 7,5 i byt uzyty bezposrednio
w badaniach kinetycznych.

Rekombinowana ludzka aminopeptydaza metioninowa 2 (HsMetAP2) zostata zakupiona w formie
liofilizowanej. Enzym zostat rozpuszczony w 50 mM buforze 100 mMTris-maleateo pH = 7,5
zawierajgcym CoClz (0,1 mM), NaCl (100 mM) oraz 0,075% albuminy i byt uzywany bezposrednio
w badaniach kinetycznych.

Substraty fluorogeniczne Ala-AMC (L-alanylo-7-amido-4-metylokumaryna) i Met-AMC (L-metionino-
-7-amido-4-metylokumaryna) zostaty zakupione w PeptaNova.

Aktywnos¢ inhibitorow wobec SsAPN, HsAPN i MetAP2 byta badana na dziewieédziesieciosze-
Scio dotkowej ptytce w dwdch dtugosciach fal: wzbudzenia w 355 nm i emisji w 460 nm w odpowiednim
dla kazdego enzymu buforze w 310K. Enzymy byly inkubowane przez 30—60 minut z inhibitorem
w osmiu réznych stezeniach, przed dodaniem substratu w odpowiednim stezeniu. Uwolnienie fluoro-
fomu byto monitorowane przez 15 minut. Szybko$¢ hydrolizy byta obliczana na podstawie przyrostu
fluorescencji w czasie. Mechanizmy inhibicji byty okreslane na podstawie wykresu Linewea vera-
-Burka, Dixona oraz z zaleznosci ICso 0od stezenia enzymu [E] i substrata [S]. Zwigzki wykazujg mecha-
nizm odwracalny szybkowigzgcy kompetycyjny wobec SsAPN, HsAPN i MetAP2. Stata Ki byta obliczana
przy uzyciu réwnania Chenga-Prusoffa dla inhibitoréw kompetycyjnych (Ki = ICso/[1 + (S/Km)]) z ICso
wyznaczonej z wykresu szybkosci hydrolizy V w funkcji logarytmu stezenia inhibitora [I] za pomoca
programu GraphPadPrism (Ki — stata inhibicji, ICso — stezenie inhibitora, ktére wywotuje 50% inhibicji. V
— szybkos$¢ hydrolizy, [E] — stezenie enzymu, [I] — stezenie inhibitora, Km — stata Michaelisa-Menten, [S]
— stezenie substratu, ICso — stezenie inhibitora, ktére wywotuje 50% inhibicji).
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Stezenie DMSO w prébce byto mniejsze niz 1% (v/v).

W tabeli 1 przedstawiono wyniki statej inhibicji K wobec SsAPN, HsAPN i MetAP2 dla poszcze-
go6lnych pochodnych fenoksazonowych.

W tab. 1 uzyto nastepujacych oznaczen: SsAPN — aminopeptydaza alanylowa z nerki wieprzowej,
HsAPN — rekombinowana ludzka aminopeptydaza alanylowa, HsMetAP2 — rekombinowana ludzka ami-
nopeptydaza metioninowa 2.

Tabela 1.
Woyniki statej inhibicji Ki wobec SsAPN, HSAPN i HsMetAP2
Ki[uM/dm?]
Zwigzek SsAPN HsAPN HsMetAP2

t-Bu Ny NHz
\@ gﬁ 13,39 26,02 2,09
(o]
Ny NH,
HO. o 452 12,02 6.88
o
0
N NH;
HO \:@ 455 16,08 8,05
o 0

F. N NH,
\C[ m 52,96 50,47 92,03
o o)

N NH,
~
/[:[ II 6,81 16,01 9,94
F o) o]
cl N NH,
=
:CL 171,18 45,07 2324
o o)
Ny NH,
7.29 3,73 38.15
cl 0 o]
Br N NH,
=
\@ EE 135,94 204.1 117,28
(0] 0

(o]
cl N NH,
S
\@ 426 4,73 13542
O
|
[o]
Br N NH,
RS
\@ 5,63 7,63 223,53
O
r
Cl

N\
52,88 25,97 102,75
cl e]
t-Bu N N._ _CH,
x \[r 102,6 87,32 476,1
0SSN
o) o]




PL 233 780 B1

)
cl Ny N\H/CH3
o
0 o]

141,3 70,72 120,51
0
N N CH
O \ Y 3 267,39 >500 >500
)
c 0 o)
)
E IN\I INY\/COOH 10,32 13,84 7,09
0]
0 o)
)
t-Bu N N COOH
0
o o}
H
N N
@[ on ﬁ 6.58 2742 9.40
O  COOH
0
)
t-B N N
”\@[ m ﬁ 19,15 29,17 2,65
O COOH
o 0
H
N N
@;;CE WCOOH 16,70 24,96 8,63
0
(o]
0
t-Bu N N
O \. YV\COOH 16,33 3342 2329
0
O O
H )
N N
i | | |
o
o 0
o
N N 13346 16642 >500
POYN
0 )
O
254,99 36,33 190,34
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Po przeanalizowaniu tabeli 1 i sposobu oznaczenia aktywnosci, zasadniczg korzyscig wynikajaca
ze stosowania inhibitoréw bedgcych przedmiotem wynalazku jest wysoka zdolno$é hamowania aktyw-
nosci aminopeptydaz wykazujgcych podwyzszone stezenie podczas rozwoju choroby nowotworowej.
Stata inhibicji fenoksazonéw miesci sie w przedziale od 500 umol/dm3 do 2,09 umol/dm3. Zaletg jest
zdolno$¢ hamowania przez fenoksazony dwéch aminopeptydaz ludzkich jednoczesnie.

7-Fluoro-3H-fenoksaz-3-on i 7-chloro-3H-fenoksaz-3-on wykazujg statg inhibicji w przedziale 3,73-9,94
umol/dm3 wzgledem obu typéw aminopeptydaz. Réwniez karboksylowane w pozycji 7 lub 8 2-amino-3H-
-fenoksaz-3-onywykazujg zdolno$¢ hamowania dwdch typdw aminopeptydaz w przedziale 4,52—8,05 pmol/dm3.

8-tert-Butylowa pochodna Kwestiomycyny A wykazuje zdolnosé hamowania ludzkiej aminopep-
tydazy metioninowej HsMetAP2 na poziomie 2,09 umol/dm3.

Acylowane pochodne Kwestiomycyny A potgczone tgcznikiem alkilowym lub grupa (Z)-1,2-
-etenowg z wolna grupag karboksylowg wykazujg aktywnosé¢ wobec HsMetAP2 rzedu 7,09-9,40
umol/dms3. Dodatkowa zaleta jest wysoka aktywnos$é wzgledem SsAPN zwigzkow z krotszym tacznikiem
na poziomie 6,58-10,32 umol/dm3. Ponadto pochodne z krétszymi tgcznikami podstawione grupg
8-tert-butylowag wykazujg wzgledem HsMetAP2 statg inhibicji rzedu 2,65-6,23 umol/dms.

Zasadniczg korzyscig techniczno-uzytkowg jest wysoka zdolnos¢ hamowania aktywnosci obu te-
stowanych aminopeptydaz ludzkich, HsAPN oraz HsMetAP2 na poziomie odpowiednio 11,20 umol/ dm3
i 6,23 umol/dm? przez fenoksazon w postaci kwasu 4-[(8-tert-butylo-3-okso-3H-fenoksaz-2-ylo)amino]-
4-okso-butanowego, oraz na poziomie odpowiednio 12,02 umol/dm? i 6,88 pumol/dm? przez zwigzek
w postaci 2-amino-8-karboksy-3H-fenoksaz-3-onu.

2-Amino-1H-fenoksaz-1-ony przedstawione wzorem 2 wykazujg wysokg aktywnos¢ rzedu
4,26—7,63 umol/dm3 wzgledem testowanych aminopeptydaz alanylowych. Dodatkowa zaletg jest aktyw-
nos$¢ zwigzku z mniejszym podstawnikiem chlorowym w postaci 2-amino-4,8-dichloro-1H-fenoksaz-1-
-onu rzedu 4,26—4,73 umol/dms.

Zastrzezenia patentowe

1. Pochodne fenoksazonowe o wzorach ogélnych 1 lub 2 w ktérych R! oznacza H, Me,

0 Q
-3 00
Cl, R2oznaczaH, © . o NH2, NHCOXnY, R30znacza H, NH2

R*H COOH, F CI R® oznacza H, t-Bu, COOH, F, ClI, Br, R® oznacza H, Me R” oznacza Cl, Br
w ktorych X oznacza CH: lub (Z)-1,2-eten i n stanowi liczbe 1, 2 lub 3,
o]

J-HH\,D
Y oznacza H, COOH » do zastosowania w leczeniu choréb nowotworowych.

2. Pochodne fenoksazonowe zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze pochodne fe-
noksazonowe o wzorach ogodlnych 1 lub 2 okreslonych w zastrz. 1 stosuje sie do leczenia
choréb nowotworowych, w stosunku do aminopeptydaz wybranych z grupy aminopeptydaz
alanylowych (E.C. 3.3.12.2, aminopeptydaza N, APN, CD12) SsAPN i HSAPN i aminopepty-
dazy metioninowej typ 2 (E.C. 3.3.H.18, MetAP2), HsMetAP2.
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Rysunek

R3
wzor-1

O
R?\@N NH,
Q
R?

wzor 2



PL 233 780 B1

Departament Wydawnictw UPRP
Cena 2,46 zt (w tym 23% VAT)



	Bibliografia
	Opis
	Zastrzeżenia

