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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg pochodne merkapturowe diizotiocyjaniandw, sposob ich wytwarzania
oraz zastosowanie przeciwnowotworowe, jak réwniez zastosowanie ich jako inhibitorow deacetylazy
histonowej.

Naturalne izotiocyjaniany charakteryzuija sie in vivo, niezwykle matg toksycznoscia, co jest rzadko
spotykang cechg zwigzkéw przeciwnowotworowych (Dinkova-Kostova, A.T.; Rostov, R.V. Trends Mol.
Med. 2012, 18, 33. oraz Singh, S.V.; Singh, K. Carcinogenesis. 2012, 33, 1833.). Ze stanu techniki
wiadomo, iz grupa izotiocyjanianowa odpowiedzialna jest za szybkg akumulacje zwigzkéw w komaérkach
eukariotycznych na drodze dyfuzji biernej (Zhang Y. Carcinogenesis. 2001; 22(3): 425-31) i szereg
aktywnosci biologicznych (Zhang Y. Carcinogenesis. 2012; 33(1): 2-9.). Izotiocyjaniany tworzg in vivo
addukty (kwasy merkapturowe), giéwnie z glutationem i sg wydalane z organizmu (Holst, B.; Williamson,
G. Nat. Prod. Rep. 2004, 21, 425.).

W literaturze przedmiotu opisano merkapturowe pochodne izotiocyjaniandéw otrzymane przez po-
tgczenie N-acetylocysteiny z izotiocyjanianem (Bruggeman, I.M.; Temmink, J.H.; van Bladeren, P.J.
Toxicol. Appl. Pharmacol. 1986, 83, 349. oraz Hecht, S.S. In Cancer Chemoprevention; Kelloff, G. J.,
Hawk, E.T., Sigman C. C., Eds.; Humana Press Inc.: Totowa, NJ, 2004; Vol. 1, pp 21.). Wykazano
réwniez, ze zwigzki te posiadajg podobng aktywnos¢ przeciwnowotworowg jak izotiocyjaniany wykorzy-
stane do ich syntezy. Ponadto pochodne merkapturowe izotiocyjanianéw w przeciwienstwie do wyjscio-
wych izotiocyjanianéw sg bezzapachowe co moze byé zaletg przy ewentualnych formulacjach farma-
ceutycznych lekéw podawanych doustnie.

Istotg wynalazku sg pochodne merkapturowe diizotiocyjanianéw o wzorze ogélnym I, w ktéorym R
oznacza fancuch 1,2-dietoksyetanu, 2-metylopentanu, 1,3-dimetylocykloheksanu, cykloheksanu,
4,7,10-trioksytridekanu, 1,4-dimetylobenzenu, 1-metylobenzenu, butanu, propylenu oraz benzenu.

Sposoéb wytwarzania pochodnych merkapturowych diizotiocyjanianéw o wzorze ogdéinym | w kt6-
rym R oznacza tancuch 1,2-dietoksyetanu, 2-metylopentanu, 1,3-dimetylocykloheksanu, cykloheksanu,
4,7,10-trioksytridekanu, 1-metylobenzenu butanu, propylenu, benzenu oraz 1,4-dimetylobenzenu po-
lega na tym, Ze diamine poddaje sie reakcji z disiarczkiem wegla w obecnoéci trietyloaminy w N,N-
-dimetyloformamidzie w temperaturze 0°C, a nastepnie po 15 minutach powstaty produkt posredni roz-
ktada sie do diizotiocyjanianu za pomocg heksafluorofosforanu 2-(1H-benzotriazolo-1-ilo)-1,1,3,3-tetra-
metylouroniowego. Tak otrzymany diizotiocyjanian rozpuszczony w izopropanolu poddaje sie reakcji
z N-acetylocysteing rozpuszczong w wodzie z dodatkiem wodoroweglanu sodu.

Wynalazek dotyczy roéwniez zastosowania pochodnych merkapturowych diizotiocyjanianéw
0 wzorze ogdélnym | w ktérym R oznacza fancuch 1,2-dietoksyetanu, 2-metylopentanu, 1,3-dimetylocy-
kloheksanu, cykloheksanu, 4,7,10-trioksytridekanu, 1,4-dimetylobenzenu, 1-metylobenzenu, butanu,
propylenu oraz benzenu jako $rodka farmaceutycznego przeznaczonego w szczegodlnosci do leczenia
nowotwordw opornych na doksorubicyne oraz jako inhibitoréw deacetylazy histonowe;j.

Wynalazek zostat blizej przedstawiony we wzorach strukturalnych oznaczonych nr od 2 do 12
oraz w przyktadach jego realizacji.

Przyktad 1

Sposéb wytwarzania 1,2-diaminoetoksy[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]etanu
przedstawionego na wzorze 2

Etap 1 Otrzymywanie 1,2-di(2-izotiocyjanianoetoksy)etanu

W tym celu do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.74 g 1,2-di(2-aminoetoksy)etan (5 mmol, 1 eq) do roztworu 6.06 ml disiarczku wegla (100 mmol,
20 eq) i 1.39 ml trietyloaminy (10 mmol, 2 eq) w 15 ml DMF. Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C
przez 15 minut. Nastepnie dodaje sie 2.84 g heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N"-tetra-
metylouroniowego (7.5 mmol, 1.5 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C przez 15 minut. Po
tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza z 90 ml wody destylowane;j i trzykrotnie
ekstrahuje sie 15 ml porcjami heksanu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 50 ml solanki, wysu-
szono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce obrotowej. Powstaty
surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio, bez oczyszczania do reakcji syntezy.

Etap 2 Otrzymywanie 1,2-diaminoetoksy[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]
etanu

W tym celu do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.29 g |,2-di(2-izotiocyjanianoetoksy)etanu (1.25 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 3 ml izopropanolu do
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2 ml wodnego roztworu 0.43 g N-acetylo-L-cysteiny (2.625 mmol, 2.1 eq) i 0.22 g wodoroweglanu sodu
(2.625 mmol, 2.1 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 72 godziny do prawie
catkowitego przereagowania substratow. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzie-
lacza z 20 ml wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 10 ml porcjami heksanu i dwukrotnie 10 ml
porcjami octanu etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia
osadu i ekstrahuje sie 3 krotnie 20 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto
20 ml solanki, wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce
obrotowej. Otrzymuje sie 0.18 g (wydajnos¢ 26%) oczekiwanego produktu.

H NMR (601 MHz, DMSO-dg) § 10.16 - 10.03 (m, 2H), 8.32 (d, J= 8.1, 3.2 Hz, 2H), 4.45 - 4.35
(m, 2H), 3.80 - 3.68 (m, 4H), 3.67 - 3.62 (m, 2H), 3.59 - 3.49 (m, 4H), 3.41-3.24 (m, 2H), 1.89 (s, 3H),
1.84 (s, 3H).

HRMS: teoretyczna (C1sH30N4OsS4)H*, 559.10247; wyznaczona 559.10156

Przyktad 2

Sposoéb wytwarzania 1,5-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]-2-metylo-
pentanu przedstawionego na wzorze 3

Etap 1 Otrzymywanie 1,5-diizotiocyjaniano-2-metylopentanu

W tym celu do kolby okraggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.58 g 1,5-diamino-2-metylopentanu (5 mmol, 1 eq) do roztworu 6.06 ml disiarczku wegla (100 mmol,
20 eq) i 1.39 ml trietyloaminy (10 mmol, 2 eq) w 15 ml DMF. Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C
przez 15 minut. Nastepnie dodaje sie 2.84 g heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N"-tetra-
metylouroniowego (7.5 mmol, 1.5 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C przez 15 minut. Po
tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza z 90 ml wody destylowanej i trzykrotnie
ekstrahuje sie 15 ml porcjami heksanu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 50 ml solanki, wysu-
szono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce obrotowej. Powstaty
surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio, bez oczyszczania do reakcji syntezy.

Etap 2 Otrzymywanie 1,5-diamino[N,N-ditioester(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo-2-metylo-
pentanu.

W tym celu do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.25 g 1,5-diizotiocyjaniano-2-metylopentanu (1.25 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 3 ml izopropanolu
do 2 ml wodnego roztworu 0.43 g N-acetylo-L-cysteiny (2.625 mmol, 2.1 eq) i 0.22 g wodoroweglanu
sodu (2.625 mmol, 2.1 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 72 godziny do prawie
catkowitego przereagowania substratow. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzie-
lacza z 20 ml wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 10 ml porcjami heksanu i dwukrotnie 10 ml
porcjami octanu etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia
osadu i ekstrahuje sie 3 krotnie 20 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto
20 ml solanki, wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce
obrotowej. Otrzymuje sie 0,16 g (wydajnosé 24%) oczekiwanego produktu.

H NMR (601 MHz, DMSO-dg) 4 10.06 - 10.00 (m, 2H), 8.32 (d, J = 8.2, 1.9 Hz, 2H), 4.40 - 4.38
(m, 1H), 3.79 - 3.76 (m, 2H), 3.66 - 3.64 (m, 4H), 3.58 - 3.56 (m, 2H), 2.98 (s, 1H), 1.87 (d, J = 2.4Hz,
2H), 1.85 (s, 6H), 1.61-1.54 (m, 2H), 0.86 (d, J = 6.7 Hz, 3H).

HRMS: teoretyczna (Ci1sH3oN4OeS4)H*, 527.11264; wyznaczona 527,11188

Przyktad 3

Sposdb wytwarzania 1,3-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]cyklohek-
sanu przedstawionego na wzorze 4

Etap 1 Otrzymywanie 1,3-di(izotiocyjanianometylo)cykloheksanu

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0,71 g 1,3-di(aminometylo)cykloheksanu (5 mmol, 1 eq) do roztworu 6,06 ml disiarczku wegla (100
mmol, 20 eq) i 1.39 ml trietyloaminy (10 mmol, 2 eq) w 15 ml DMF. Reakcje prowadzi sie w temperaturze
0°C przez 15 minut. Nastepnie dodaje sie 2,84 g heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N"-
-tetrametylouroniowego (7.5 mmol, 1,5 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C przez 15 minut.
Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza z 90 ml wody destylowanej i trzykrot-
nie ekstrahuje sie 15 ml porcjami heksanu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 50 ml solanki,
wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce obrotowe;.
Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio, bez oczyszczania do reakcji
syntezy.
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Etap 2 Otrzymywanie 1,3-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]cyklo-
heksanu

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.28 g 1,3- di(izotiocyjanianometylo)cykloheksanu (1.25 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 3 ml izopropa-
nolu do 2 ml wodnego roztworu 0.43 g N-acetylo-L-cysteiny (2.625 mmol, 2.1 eq) i 0,22 g wodorowe-
glanu sodu (2,625 mmol, 2,1 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 72 godziny do
prawie catkowitego przereagowania substratdéw. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do
rozdzielacza z 20 ml wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 10 ml porcjami heksanu i dwukrotnie
10 ml porcjami octanu etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia
osadu i ekstrahuje sie 3 krotnie 20 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto
20 ml solanki, wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce
obrotowej. Otrzymuje sie 0.2 g (wydajnos¢ 29%) oczekiwanego produktu.

IH NMR (601 MHz, DMSO-ds) & 10.10 - 10.04 (m, 2H), 7.97 (d, J = 8.5, 0.9 Hz, 2H), 3.79 - 3.77
(m, 2H), 3.77 - 3.74 (m, 2H), 3.47 - 3.45 (m, 2H), 3.34 - 3.31 (m, 2H), 3.31 - 3.28 (m, 2H), 1.84 (s, 6H),
1.70 - 1.68 (m, 5H), 1.52 - 1.34 (m, 1H), 1.25 - 1.12 (m, 2H), 0.88 - 0.81 (m, 2H).

HRMS: teoretyczna (C20H32N406S4)H*, 553.12829; wyznaczona 553.12603

Przyktad 4

Sposéb wytwarzania trans-1,4-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]cy-
kloheksanu przedstawionego na wzorze 5

Etap 1 Otrzymywanie trans-1,4-diizotiocyjanianocykloheksanu

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.57 g trans-1,4-diaminocykloheksanu (5 mmol, 1 eq) do roztworu 6.06 ml disiarczku wegla (100 mmol,
20 eq) i 1.39 ml trietyloaminy (10 mmol, 2 eq) w 15 ml DMF. Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C
przez 15 minut. Nastepnie dodaje sie 2.84 g heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N"-tetra-
metylouroniowego (7.5 mmol, 1,5 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C przez 15 minut. Po
tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza z 90 ml wody destylowanej i trzykrotnie
ekstrahuje sie 15 ml porcjami heksanu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 50 ml solanki, wysu-
szono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce obrotowej. Powstaty
surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio, bez oczyszczania do reakcji syntezy.

Etap 2 Otrzymywanie trans-1,4-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]cy-
kloheksanu

W tym celu do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.25 g trans-1,4-diizotiocyjanianocykloheksanu (1.25 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 3 ml izopropanolu
do 2 ml wodnego roztworu 0.43 g N-acetylo-L-cysteiny (2.625 mmol, 2.1 eq) i 0.22 g wodoroweglanu
sodu (2.625 mmol, 2.1 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 72 godziny do prawie
catkowitego przereagowania substratow. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzie-
lacza z 20 ml wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 10 ml porcjami heksanu i dwukrotnie 10 ml
porcjami octanu etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia
osadu i ekstrahuje sie 3 krotnie 20 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto
20 ml solanki, wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce
obrotowej. Otrzymuje sie 0.19 g (wydajnos¢ 29%) oczekiwanego produktu.

H NMR (601 MHz, DMSO-ds) § 9.99 - 9.91 (m, 1H), 8.34 - 8.31 (m, 1H), 8.18 (d, J = 7.9 Hz, 1H),
4.40 - 4.36 (m, 2H), 3.66 - 3.63 (m, 4H), 3.35 - 3.28 (m, 2H), 2.99 - 2.98 (m, 4H), 2.87 - 2.82 (m, 2H),
2.77 - 2.71 (m, 2H), 1.89 (s, 6H).

HRMS: teoretyczna (Ci1sH2sN4O6S4)H*, 525.09699; wyznaczona 525.09599

Przyktad 5. Sposoéb wytwarzania 1,2-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-kar-
boksy)etylo]cykloheksanu przedstawionego na wzorze 6

Etap 1 Otrzymywanie 1,2-diizotiocyjanianocykloheksanu

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadio magnetyczne dodaje sie porcjami
0.57 g 1,2-diaminocykloheksanu (5 mmol, 1 eq) do roztworu 6.06 ml disiarczku wegla (100 mmol, 20
eq) i 1.39 ml trietyloaminy (10 mmol, 2 eq) w 15 ml DMF. Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C
przez 15 minut. Nastepnie dodaje sie 2.84 g heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N"-
-tetrametylouroniowego (7.5 mmol, 1.5 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C przez 15 minut.
Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza z 90 ml wody destylowane;j i trzykrot-
nie ekstrahuje sie 15 ml porcjami heksanu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 50 ml solanki,
wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano ha wyparce obrotowe;.
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Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio, bez oczyszczania do reakcji
syntezy.

Etap 2 Otrzymywanie 1,2-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]cyklo-
heksanu

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.25 g 1,2-diizotiocyjanianocykloheksanu (1.25 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 3 ml izopropanolu do
2 ml wodnego roztworu 0.43 g N-acetylo-L-cysteiny (2.625 mmol, 2.1 eq) i 0.22 g wodoroweglanu sodu
(2.625 mmol, 2.1 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 72 godziny do prawie
catkowitego przereagowania substratow. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzie-
lacza z 20 ml wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 10 ml porcjami heksanu i dwukrotnie 10 mli
porcjami octanu etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia
osadu i ekstrahuje sie 3 krotnie 20 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto
20 ml solanki, wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgaczono i odparowano na wyparce
obrotowej. Otrzymuje sie 0.11 g (wydajnos¢ 16%) oczekiwanego produktu.

IH NMR (601 MHz, DMSO-dg) & 8.21 (d, J= 8.0 Hz, 1H), 8.16 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 4.55 (dd, J =
8.3, 5.3 Hz, 1H), 4.49 - 4.44 (m, 2H), 4.40 - 4.34 (m, 1H), 3.67 - 3.62 (m, 2H), 3.59 - 3.55 (m, 2H), 2.92
-2.87 (m, 2H), 2.77 - 2.72 (m, 2H), 2.55 (s, 2H), 1.89 (s, 3H), 1.87 - 1.86 (m, 2H), 1.86 (s, 3H).

HRMS: teoretyczna (C1sH2sN4O6S4)H* 525.09699; wyznaczona 525.10457

Przyktad 6. Sposéb wytwarzania 1,13-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-kar-
boksy)etylo]-4,7,10-trioksytridekanu przedstawionego na wzorze 7

Etap 1 Otrzymywanie 4,7,10-trioksy-1,13-diizotiocjanianutridekanu

W tym celu do kolby okraggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
1.10 g 4,7,10-trioksy-1,13-diaminotridekanu (5 mmol, 1 eq) do roztworu 6.06 ml disiarczku wegla (100
mmol, 20 eq) i 1.39 ml trietyloaminy (10 mmol, 2 eq) w 15 ml DMF. Reakcje prowadzi sie w temperaturze
0°C przez 15 minut. Nastepnie dodaje sie 2.84 g heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N"-
-tetrametylouroniowego (7.5 mmol, 1.5 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0° C przez 15 minut.
Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza z 90 ml wody destylowanej i trzykrot-
nie ekstrahuje sie 15 ml porcjami heksanu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 50 ml solanki,
wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano nha wyparce obrotowe;.
Powstaty surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio, bez oczyszczania do reakgc;ji
syntezy.

Etap 2 Otrzymywanie 1,13-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]-4,7,10-
-trioksytridekanu.

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.76 g 4,7,10-trioksy-1,13-diizotiocjanianutridekanu (2.5 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 4 ml izopropa-
nolu do 3 ml wodnego roztworu 0.86 g N-acetylo-L-cysteiny (5.25 mmol, 2.1 eq) i 0.44 g wodoroweglanu
sodu (5.25 mmol, 2.1 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 72 godziny do prawie
catkowitego przereagowania substratow. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzie-
lacza z 20 ml wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 10 ml porcjami heksanu i dwukrotnie 10 ml
porcjami octanu etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia
osadu i ekstrahuje sie 3 krotnie 20 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto
20 ml solanki, wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce
obrotowej Otrzymuje sie 0.22 g (wydajnos¢ 14%) oczekiwanego produktu.

IH NMR (601 MHz, DMSO-dg) § 9.98 (t, J = 5.2 Hz, 2H), 8.32 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 4.42 - 4.37 (m,
2H), 3.77 (dd, J = 13.6, 4.9 Hz, 2H), 3.62 - 3.59 (m, 4H), 3.54 - 3.47 (m, 14H), 3.31 (dd, J = 13.2, 4.0
Hz, 2H), 1.84 (s, 6H).

HRMS: teoretyczna (C22H3sN4O9S4)H*, 631.15999; wyznaczona 631.16574

HN’L HO

0 T 0
H H
HOWH%/STI/N\/\/O\/\O/\/O\/\/NTS\\\“' NJ\
o S S H
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Przyktad 7 Sposéb wytwarzania 1,4-diaminomethylo[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-
-karboksy)etylo]benzenu przedstawionego na wzorze 8

Etap 1 Otrzymywanie 1,4-di(izotiocyjanianometylo)benzenu

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.68 g 1,4-di(aminometylo)benzenu (5 mmol, 1 eq) do roztworu 6.06 ml disiarczku wegla (100 mmol,
20 eq) i 1.39 ml trietyloaminy (10 mmol, 2 eq) w 15 ml DMF. Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C
przez 15 minut. Nastepnie dodaje sie 2.84 g heksafluorofosforanu O-benzotriazol-1-ylo-N,N,N',N"-tetra-
metylouroniowego (7.5 mmol, 1.5 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze 0°C przez 15 minut. Po
tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza z 90 ml wody destylowanej i trzykrotnie
ekstrahuje sie 15 ml porcjami heksanu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 50 ml solanki, wysu-
szono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce obrotowej. Powstaty
surowy produkt w postaci oleju wykorzystuje sie bezposrednio, bez oczyszczania do reakcji syntezy.

Etap 2 Otrzymywanie 1,4-diaminomethylo[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]-
benzenu

W tym celu do kolby okraggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.55 g 1,4-di(izotiocyjanianometylo)benzenu (2.5 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 4 ml izopropanolu do
3 ml wodnego roztworu 0.86 g N-acetylo-L-cysteiny (5.25 mmol, 2,1 eq) i 0.44 g wodoroweglanu sodu
(5.25 mmol, 2,1 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 72 godziny do prawie cat-
kowitego przereagowania substratéw. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza
z 20 ml wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 10 ml porcjami heksanu i dwukrotnie 10 ml porcjami
octanu etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia osadu i eks-
trahuje sie 3 krotnie 20 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 20 ml solanki,
wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce obrotowej.
Otrzymuje sie 0.22 g (wydajnos¢ 14%) oczekiwanego produktu.

HRMS: teoretyczna (C20H26N406S4)H*, 547.08134; wyznaczona 547.08120

Przyktad 8

Sposdb wytwarzania 2,4-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]-1-metylo-
benzenu przedstawionego na wzorze 9.

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.2 g 2,4-diizotiocyjaniano-1-metylobenzen (0.97 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 5 ml izopropanolu do
2 ml wodnego roztworu 0.28 g N-acetylo-L-cysteiny (1.74 mmol, 1.8 eq) i 0.15 g wodoroweglanu sodu
(1.84 mmol, 1.9 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny do prawie caf-
kowitego przereagowania substratow. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza
z 20 ml wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 10 ml porcjami heksanu i dwukrotnie 10 ml porcjami
octanu etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia osadu i eks-
trahuje sie 3 krotnie 20 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 20 ml solanki,
wysuszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce obrotowej.
Otrzymuje sie 0.21 g (wydajnosé¢ 45%) oczekiwanego produktu.

IH NMR (601 MHz, MeOD) 5 11.27 (s, 2H), 8.41 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.59 (s, 2H), 7.31 (d, J = 7.8
Hz, 1H), 4.80 - 4.74 (m, 2H), 4.06 (dd, J = 14.1, 4.7 Hz, 2H), 3.56 (dd, J = 14.0, 8.7 Hz, 2H), 2.26 (s,
3H), 2.00 (s, 6H).

HRMS: teoretyczna (C19H2aN4O6S4)Na*, 555.04764; wyznaczona 555.05055

Przyktad 9

Sposdéb  wytwarzania 1,4-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]butanu
przedstawionego na wzorze 10.

W tym celu do kolby okrggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
1 g 1,4-diizotiocyjanianobutanu (5.8 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 20 ml izopropanolu do 15 ml wod-
nego roztworu 1.7 g N-acetylo-L-cysteiny (10.4 mmol, 1.8 eq) i 0.93 g wodoroweglanu sodu (11 mmol,
1.9 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny do prawie catkowitego prze-
reagowania substratéw. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza z 100 ml
wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 50 ml porcjami heksanu i dwukrotnie 50 ml porcjami octanu
etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia osadu i ekstrahuje
sie 3 krotnie 50 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 30 ml solanki, wy-
suszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce obrotowej. Otrzy-
muje sie 1.75 g (wydajnos¢ 60%) oczekiwanego produktu.
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!H NMR (601 MHz, DMSO) & 10.22 (s, 2H), 8.21 (d, J = 7.8 Hz, 2H), 4.39 - 4.31 (m, 2H), 3.71
(dd, J = 13.7, 4.9 Hz, 2H), 3.63 - 3.51 (m, 4H), 3.32 (dd, J = 13.7, 8.4 Hz, 2H), 1.85 (s, 6H), 1.63 - 1.56
(m, 4H).

HRMS: teoretyczna (C1s6H26N406S4)Na*, 521.06329; wyznaczona 521.06496

Przyktad 10

Sposoéb wytwarzania 1,3-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylo]propylenu
przedstawionego na wzorze 11

W tym celu do kolby okraggtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.2 g 1,3-diizotiocyjanianopropylenu (1.33 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 3 ml izopropanolu do 2 ml
wodnego roztworu 0.39 g N-acetylo-L-cysteiny (2.4 mmol, 1.8 eq) i 0.21 g wodoroweglanu sodu (2.53
mmol, 1.9 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny do prawie catkowitego
przereagowania substratow. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza z 20 ml
wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 10 ml porcjami heksanu i dwukrotnie 10 ml porcjami octanu
etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia osadu i ekstrahuje
sie 3 krotnie 20 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 20 ml solanki, wy-
suszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce obrotowej. Otrzy-
muje sie 0.25 g (wydajnos¢ 43%) oczekiwanego produktu.

IH NMR (601 MHz, DMSO) 6 10.07 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 10.03 (t, J = 5.1 Hz, 1H), 8.47 (d,J=7.8
Hz, 1H), 8.33 (d, J =8.1 Hz, 1H), 4.50 - 4.44 (m, 1H), 4.43 - 4.37 (m, 1H), 3.79 - 3.74 (m, 2H), 3.63 -3.52
(m, 4H), 3.40 - 3.29 (m, 2H), 1.92-1.86 (m, 2H), 1.85 (d, J = 3.5 Hz, 6H).

HRMS: teoretyczna (C15H24N4O6S4)Nat, 507.04764; wyznaczona 507.05189

Przyktad 11

Sposéb wytwarzania 1,3-diamino[N,N-ditioestero(S-(2-aminoacetylo-2-karboksy)etylolbenzenu
przedstawionego na wzorze 12.

W tym celu do kolby okragtodennej wyposazonej w mieszadto magnetyczne dodaje sie porcjami
0.2 g 1,3-diizotiocyjanianobenzenu (1.04 mmol, 1 eq) rozpuszczonego w 3 ml izopropanolu do 2 ml
wodnego roztworu 0.30 g N-acetylo-L-cysteiny (1.87 mmol, 1.8 eq) i 0.17 g wodoroweglanu sodu (1.97
mmol, 1.9 eq). Reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej przez 24 godziny do prawie catkowitego
przereagowania substratéw. Po tym czasie mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza z 20 ml
wody destylowanej i przemywa trzykrotnie 10 ml porcjami heksanu i dwukrotnie 10 ml porcjami octanu
etylu. Nastepnie warstwe wodng zakwasza sie 1M kwasem solnym do wytrgcenia osadu i ekstrahuje
sie 3 krotnie 20 ml porcjami octanu etylu. Potgczone warstwy organiczne przemyto 20 ml solanki, wy-
suszono bezwodnym siarczanem magnezu, przesgczono i odparowano na wyparce obrotowej. Otrzy-
muje sie 0.20 g (wydajno$¢ 41%) oczekiwanego produktu.

H NMR (601 MHz, MeOD) 6§ 11.32 (s, 2H), 8.31 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 8.10 (s, 1H), 7.57 - 7.36
(m, 3H), 4.77 - 4.70 (m, 2H), 4.05 (dd, J = 14.0, 4.7 Hz, 2H), 3.59 (dd, J = 14.0, 8.5 Hz, 2H), 2.01 - 1.98
(m, 6H).

HRMS: teoretyczna (C1sH22N4O6S4)Nat, 541.03199; wyznaczona 541.03560

Przyktad 12

Badanie aktywnosci antyproliferacyjnej merkapturowych pochodnych diizotiocjanianéw z wyko-
rzystaniem linii nowotworowych jelita grubego LoVo oraz jelita grubego opornej na doksorubicyne
LoVo/DX.

Roztwory wyjsciowe testowanych zwigzkéw przygotowane zostaty jako 50 mM roztwory w dime-
tylosulfotlenku (DMSO). Linie komérkowe hodowane byty w warunkach in vitro w medium Opti-MEM +
RPMI 1640 suplementowane 2 mM roztworem L-glutaminy, 1,5 g/L roztworem wodoroweglanu sodu,
4,5 g/L glukozy, 1,0 mM pirogronianu sodu oraz 5% surowicg wotowg i 100 pg/L doxorubicyny (tylko
w medium dla linii LoVoDX). Ponadto wszystkie media hodowlane zawieraty 100 jednostek/ml penicy-
liny i 100 pg/ml streptomycyny. Do odklejenia komérek od ptytek hodowlanych uzywano 0,25% roztworu
Trypsyna-EDTA. Nastepnie policzone komorki posiano na ptytki 96-dotkowe w ilosci 104 komorek/dotek
(100 pL zawiesiny komoérkowej 105 komorek/mL na dotek). Po 24 godzinnej inkubacji na ptytki nano-
szono roztwory testowanych zwigzkéw przygotowywane poprzez rozcienczanie wyjsciowego roztworu
w medium hodowlanym OR. Robocze stezenia wynosity 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM dajgc osta-
tecznie stezenia 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM w dotkach testowych. Kazde stezenie naniesiono
w trzech powtdrzeniach. Ptytki byty nastepnie inkubowane przez kolejne 72 godziny w inkubatorze (wil-
gotnos$¢ >90%, temperatura 37°C, 5% stezenie CO2). Po tym czasie wykonano test SRB: do kazdego
z dotkdw dodano po 50 uM 50% roztworu kwasu trichlorooctowego i ptytki inkubowano przez 1 godzine
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w temperaturze 4°C. Nastepnie ptytki wyptukano pod biezacg woda, osuszono i do kazdego z dotkow
dodano po 50 pL 0,4% roztworu sulforodaminy B w 1% kwasie octowym i inkubowano w ciemnosci
przez 30 minut. Po tym czasie ptytki wyptukano w 1% kwasie octowym, osuszono i do kazdego z dotkow
dodano po 150 uL 10 mM roztworu Tris w wodzie dejonizowanej. Po 30 minutowej inkubacji w tempe-
raturze pokojowej odczytano absorbancje przy diugosci fali 540 nm. Analize wynikéw wykonano po-
przez poréwnanie absorbancji dotkéw traktowanych zwigzkami w odpowiednich stezenia do dotkéw
kontrolnych (nie traktowanych zwigzkami). Nastepnie okreslono krzywa zaleznosci procenta zahamo-
wania proliferacji od stezenia i na jego podstawie okreslono wartosé ICso (stezenie powodujace zaha-
mowanie wzrostu komoérek w 50%). Test dla kazdego ze zwigzkdéw powtdrzony zostat co najmniej trzy-
krotnie. Uzyskane rezultaty przedstawiono w Tabeli 1.

Przyktad 13

Badanie aktywnosci inhibitorowej otrzymanych w przyktadach 1-11 merkapturowych pochodnych
diizotiocyjanianéw wobec deacetylazy histonowej (HDAC).

Wszystkie pomiary kinetyki enzymatycznej sporzgdzono przy uzyciu czytnika mikroptytek Mole-
cular Devices Spectramax Gemini XP. Zrédtem HDAC byt lizat komérkowy linii LoVo/DX. Pomiary ak-
tywnosci inhibitorowej wykonano przy réznych stezeniach inhibitoréw w zakresie stezen od 90 uM do
5 mM. W badaniach wykorzystano komercyjnie dostepny substrat Boc-Lys(Ac)-AMC (Sigma Aldrich)
oraz bufor (15 mM Tris/HCI, 250 uM EDTA, 250 uM NaCl i pH 8,1). W pierwszym etapie eksperymentu
do studzienki na ptytce mikrotitracyjnej odmierzono 50 pl inhibitora oraz 20 pl lizatu komérkowego (ko-
morki LoVo/DX o stezeniu 2,5*10% komérek/ml). Po 15 minutach inkubacji w 37°C dodano 30 pl sub-
stratu (150 pM). Nastepnie po 3 godzinach inkubacji w 37°C dodano 80 ul roztworu przerywajgcego
(75 uM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 1.5 mg/ml trypsyna, 2 uM trichostatyna A, pH 8,1). Nastepnie przez
30 minut prowadzono pomiar (Ex 355 nm, Em 460 nm). Na podstawie otrzymanych wynikéw wyzna-
czono ICso dla kazdego z badanych zwigzkéw. Test dla kazdego ze zwigzkéw powtdrzony zostat co
najmniej trzykrotnie. Uzyskane rezultaty przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Aktywnos¢ antyproliferacyjna merkapturowych pochodnych diizotiocyjanianéw z wykorzystaniem
linii nowotworowych jelita grubego LoVo oraz jelita grubego opornej na doksorubicyne LoV0/DX oraz aktywnosci
inhibitorowa wobec deacetylazy histonowej (HDAC).
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Zastrzezenia patentowe

. Pochodne merkapturowe diizotiocyjanianéw o wzorze ogélnym | w ktérym R oznacza tancuch

1,2-dietoksy etanu, 2-metylopentanu, 1,3-dimetylocykloheksanu, cykloheksanu, 4,7,10-trio-
ksytridekanu, 1,4-dimetylobenzenu, 1-metylobenzenu, butanu, propylenu oraz benzenu.

. Sposéb wytwarzania pochodnych merkapturowych diizotiocyjanianéw o wzorze ogélnym |,

w ktérym R oznacza tancuch 1,2-dietoksyetanu, 2-metylopentanu, 1,3-dimetylocykloheksanu,
cykloheksanu, 4,7,10-trioksytridekanu oraz 1,4-dimetylobenzenu znamienny tym, ze diamine
poddaje sie reakcji z disiarczkiem wegla w obecnosci trietyloaminy w N,N-dimetyloformami-
dzie w temperaturze 0°C, a nastepnie po 15 minutach powstaty produkt posredni rozktada sie
do diizotiocyjanianu za pomocg heksafluorofosforanu 2-(1H-benzotriazolo-1-ilo)-1,1,3,3-tetra-
metylouroniowego.

. Sposoéb wytwarzania pochodnych merkapturowych diizotiocyjanianéw o wzorze ogoélnym |

w ktérym R oznacza tancuch 1-metylobenzenu, butanu, propylenu oraz benzenu znamienny
tym, ze diizotiocyjanian rozpuszczony w izopropanolu poddaje sie reakcji z N-acetylocysteing
rozpuszczong w wodzie z dodatkiem wodoroweglanu sodu.

. Zastosowanie pochodnych merkapturowych diizotiocyjanianéw o wzorze ogdinym | w ktérym

R oznacza tancuch 1,2-dietoksyetanu, 2-metylopentanu, 1,3-dimetylocykloheksanu, cyklohek-
sanu, 4,7,10-trioksytridekanu, 1,4-dimetylobenzenu, 1-metylobenzenu, butanu, propylenu
oraz benzenu jako $rodka farmaceutycznego przeznaczonego w szczegoélnosci do leczenia
nowotworéw opornych na doksorubicyne.

. Zastosowanie pochodnych merkapturowych diizotiocyjanianéw o wzorze ogdlnym | w ktérym

R oznacza tancuch 1,2-dietoksyetanu, 2-metylopentanu, 1,3-dimetylocykloheksanu, cyklohek-
sanu, 4,7,10-trioksytridekanu, 1,4-dimetylobenzenu, 1-metylobenzenu, butanu, propylenu
oraz benzenu jako inhibitoréw deacetylazy histonowe;.
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