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Streszczenie

Metabolizm glukozy jest jednym z fundamentalnych proceséw metabolicznych zachodzacych
w komérkach ludzkich. W procesie glikolizy glukoza rozktadana jest do pirogronianu, ktéry
wprowadzony do macierzy mitochondrialnej ulega szeregu reakcji redoks. Koncowym etapem tych
przemian jest mitochondrialna fosforylacja  oksydacyjna, prowadzaca do powstania
adenozynotrifosforanu (ATP). ATP jest donorem grup fosforanowych, a takze zrodtem energii
niezbednej w procesach komdrkowych. Komérki nowotworowe charakteryzujg sie odmiennym
metabolizmem glukozy, w ktérym glikolizie towarzyszy synteza mleczanu, nawet w warunkach
wystarczajgcej ilosci tlenu. Pierwszym etapem glikolizy jest reakcja fosforylacji glukozy do glukozo-6-
fosforanu, katalizowana przez enzym heksokinaze 2 (HK2). W komdrkach nowotworowych HK2
wykazuje nadeekspresje ze wzgledu na zwiekszone zapotrzebowanie na glukoze, spowodowane matg
efektywnoscig glikolizy w generowaniu ATP w poréwnaniu do fosforylacji oksydacyjnej. Wzrost stezenia
HK2 w komdrkach nowotworowych jest rozpatrywany obecnie jako obiecujgcy cel molekularny w
terapiach przeciwnowotworowych. W przeprowadzonych badaniach zsyntezowano szereg zwigzkdéw
mogacych petnic role inhibitoréw aktywnosci enzymatycznej HK2.

Celem pracy bylo opracowanie efektywnych metod syntezy pochodnych z grupy hydrazondéw
i N acylowanych hydrazyn aldehydéw mono- oraz polihydroksybenzoesowych, w ktérych fragment
N acylowy stanowity: kwasy aromatyczne o réznych obszarach molekularnych (benzen, naftalen,
antracen), 4-pochodne kwasu benzoesowego, kwas propionowy oraz aminokwasy endogenne. S3 to
syntezy wieloetapowe, wymagajgce indywidualnej strategii syntezy ze wzgledu na rdézne wtasciwosci
chemiczne stosowanych substratow. Podstawowe etapy syntezy to synteza estréw poszczegdlnych
kwaséw karboksylowych, ich transformacja w hydrazydy i kondensacja z pochodnymi aldehydu
hydroksybenzoesowego do odpowiednich N’-acylowanych hydrazonéw. W przypadku zastosowania
aminokwasow jako donoréw acylu koniecznym byto zabezpieczenie w nich grupy aminowej. Dla
wybranych hydrazonéw zredukowano ugrupowanie iminowe, dobierajgc odpowiednie metody
redukcji, uzyskujac ostatecznie pochodne N-podstawionych hydrazydéw aldehydéw mono-
i polihydroksybenzoesowych. Dla otrzymanych zwigzkdw zbadano wtasciwosci fizykochemiczne
i potwierdzono ich strukture metodami spektroskopii *H i 1*C NMR oraz spektrometrii masowej HRMS.

Dla otrzymanych pochodnych zostata okreslona aktywnos$¢ hamujgca w odniesieniu do heksokinazy 2.
Poréwnanie aktywnosci inhibicyjnej ze strukturg zsyntezowanych pochodnych pozwolito ustalié
niezbedne fragmenty strukturalne jakie powinien posiada¢ potencjalny inhibitor HK2. Sposréd
otrzymanych  zwigzkdéw, najbardziej obiecujagcg  pochodng jest  (E)-4-fluoro-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd, wykazujacy wyzsza aktywnos¢ inhibicyjng in vitro wzgledem
HK2, niz opisane w literaturze benserazyd oraz benitrobenrazyd.

Przedstawione w rozprawie doktorskiej wyniki badan stanowig punkt wyjscia w projektowaniu
skutecznych inhibitoréw HK2 o potencjalnym zastosowaniu w terapiach przeciwnowotworowych.



Abstract

Glucose metabolism is one of the most important metabolic processes occurring in human cells. As
aresult of glycolysis, pyruvate is produced, which when introduced into the mitochondrial matrix
undergoes a series of redox reactions. The end result of these transformations is mitochondrial
oxidative phosphorylation and the formation of adenosine triphosphate (ATP). ATP is a donor of
phosphate groups and a source of energy necessary for cellular processes. Cancer cells are
characterized by a different glucose metabolism, in which glycolysis is accompanied by lactate
synthesis, even in the presence of sufficient oxygen. The first step in glycolysis is the phosphorylation
of glucose to glucose-6-phosphate, catalyzed by hexokinase 2 (HK2). In cancer cells, HK2 is
overexpressed due to the increased demand for glucose caused by the low efficiency of glycolysis in
generating ATP compared to oxidative phosphorylation. The overexpressed HK2 in cancer cells is
currently being considered as a promising molecular target in anticancer therapies. In the conducted
research, a number of compounds that could act as inhibitors of the enzymatic activity of HK2 were
synthesized.

The aim of the work was to develop effective methods for the synthesis of derivatives from the group
of hydrazones and N-acylated hydrazines of mono- and polyhydroxybenzoic aldehydes, in which the
N-acyl fragment consisted of aromatic acids with various molecular regions (benzene, naphthalene,
anthracene), 4-derivatives of benzoic acid, propionic acid and endogenous amino acids. These are
multi-step syntheses that require an individual synthesis strategy due to the different chemical
properties of the substrates used. The basic steps of the synthesis were the synthesis of esters of
individual carboxylic acids, their transformation into hydrazides and condensation with
hydroxybenzaldehyde derivatives to the corresponding N'-acylated hydrazones. When amino acids
were used as acyl donors, it was necessary to protect the amino group in them. For selected
hydrazones, the imine moiety was reduced by selecting appropriate reduction methods, ultimately
obtaining derivatives of N-substituted hydrazides of mono- and polyhydroxybenzoic aldehydes. The
physicochemical properties of the obtained compounds were examined, and the structures were
confirmed using 1H and 13C NMR spectroscopy and HRMS mass spectrometry.

For the obtained derivatives, the inhibitory activity with respect to hexokinase 2 was determined.
Comparison of the inhibitory activity with the structure of the obtained derivatives allowed to
determine the necessary structural fragments that a potential HK2 inhibitor should have. Among the
synthesized compounds, the most promising derivative was (E)-4-fluoro-N'-(2,3,4-
trihydroxybenzylidene)benzhydrazide, which showed higher in vitro inhibitory activity against HK2 than
benserazide and benitrobenrazide described in previous studies.

These research results presented in the doctoral dissertation thesis are a starting point in designing
effective HK2 inhibitors with potential use in anticancer therapies.
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1. Wprowadzenie i cel pracy

Choroby nowotworowe wspodfczesnie stanowiag jedng z najczestszych przyczyn zgondw na
catym Swiecie. Ze wzgledu na nieodpowiedni tryb zycia cztowieka, charakteryzujacy sie brakiem ruchu
oraz nieodpowiednig dietg, ekspozycjag na czynniki rakotwércze takie jak dym tytoniowy,
zanieczyszczone powietrze, czy tez ulepszacze i konserwanty w przetworzonej zywnosci, prognozuje sie,
ze czestotliwos¢ zachorowalnosci na nowotwory nadal bedzie wysoka. Miedzynarodowa Agencja
Badan nad Rakiem (ang. The International Agency for Research on Cancer) przewiduje, ze
zachorowalnos¢ na raka od 2018 do 2040 roku w przyblizeniu wzro$nie od 18,1 miliona do 27,5 miliona
przypadkow [1].

Nowotwdr powstaje w procesie przeksztatcenia normalnych komorek w komorki, ktére dzielg
sie w niekontrolowany sposdb, rozrastajgc sie poza swoje normalne granice. Jedng z cech
charakterystycznych tych komérek jest brak rdéznicowania w tkanki oraz brak reakcji na sygnalizacje
komérkowa. Niektére z tych komérek majg zdolno$¢ do przerzutdw i angiogenezy, czyli tworzenia
wtasnego systemu sieci naczyn krwionosnych i w ten sposéb naciekania komérek nowotworowych na
kolejne tkanki i narzady, powodujgc ich nastepczg degradacje. Powszechnie przerzuty sg gtéwng
przyczyng $Smierci z powodu raka.

Pomimo niezwyktego postepu w leczeniu nowotwordw na przestrzeni ostatnich lat, nadal
istnieje silna potrzeba skutecznego zwalczania choréb nowotworowych. Gtéwnymi problemami
wspotczesnej medycyny i farmacji w leczeniu nowotwordéw sa:

e Krétki okres przezycia chorych na nowotwory ztodliwe, pomimo zastosowania
nowoczesnych metod chemioterapii.

e Brak selektywnych terapii nowotworowych charakteryzujgcych sie wysoka skutecznoscia.

e Dziafanie toksyczne stosowanych chemioterapeutykdw zwigzane z licznymi skutkami
ubocznymi i powiktaniami.

Z przedstawionych powyzej faktow wynika, ze poszukiwanie nowych potencjalnych lekéw
przeciwnowotworowych jest wcigz aktualnym i waznym zagadnieniem. Proponowana tutaj strategia
zaktada synteze chemiczng nowych inhibitoréw heksokinazy 2 jako s$rodkéw mogacych miec
zastosowanie w terapii skierowanej na enzymy aktywne w komdrkach nowotworowych, wpisujac sie
w trend chemii organicznej. Do badan wybrano pochodne hydrazyddw oraz hydrazonéw, ktére maja
znaczenie zarowno w dziedzinie naukowej, jak i w praktycznych zastosowaniach, takich jak leki czy
badania biologiczne.

2. Czesc literaturowa
2.1. Charakterystyka i znaczenie zasad Schiffa

R

Sy

R4 Ro
Rysunek 1. Podstawowa struktura zasady Schiffa.

Zasady Schiffa, iminy, to szeroka klasa zwigzkéw organicznych o ogélnym wzorze R'R2C=NR
(R#H). Zostaty odkryte w roku 1864 przez niemieckiego chemika, laureata Nagrody Nobla, Hugo Schiffa
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[2]. W swojej budowie chemiczne]j posiadajg ugrupowanie iminowe -HC=N-, umozliwiajgce potgczenie
ze sobg dwéch pozgdanych elementéw strukturalnych, dajgc w ten sposdb dostep do biblioteki hybryd
molekularnych. Z tego wzgledu zasady Schiffa charakteryzujg sie réznorodnymi wiasciwosciami
biologicznymi, miedzy innymi reprezentujgc aktywnosci takie jak: przeciwgrzybiczne,
przeciwnowotworowe, przeciwmalaryczne, przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe [3,4]. Znajduja takze
zastosowanie w przemysle farbiarskim, technologii polimerdw, rolnictwie, analityce chemicznej oraz
w wielu innych dziedzinach [4].

Zasady Schiffa zyskujg na popularnosci ze wzgledu na prosty sposdb otrzymania ze stosunkowo
niedrogich materiatéw wyjsciowych i mozliwos$¢ ich funkcjonalizowania na wiele réznych sposobdw.
Najpowszechniejszg stosowang metodg syntezy zasad Schiffa jest reakcja kondensacji alifatycznych lub
aromatycznych aldehydéw badZz ketondéw z alifatycznymi lub aromatycznymi pierwszorzedowymi
aminami [4]. Reakcja zazwyczaj prowadzona jest w roztworze alkoholowym. Mechanizm formowania
zasad Schiffa polega na nukleofilowej addycji aminy do grupy karbonylowej aldehydu lub ketonu,
tworzgc niestabilny addukt, karbinoloamine. Eliminacja czgsteczki wody z karbinoloaminy daje finalng
imine (Schemat 1).

o R, NR
* R—NH, — — + H0
o — 2
R, R, —= RZ—’—OH R R,
NHR
aldehyd lub keton ~ 1° amina karbinoloamina zasada Schiffa

Schemat 1. Ogdélny schemat otrzymywania zasad Schiffa.

Reakcja otrzymywania zasad Schiffa jest odwracalna i niektére z nich w wodnym roztworze
kwasu lub zasady mogg hydrolizowac z powrotem do wyjsciowych aldehyddéw lub ketondw oraz aminy.
Powstajgca w reakcji woda, moze byé usunieta poprzez uzycie srodkéw odwadniajgcych lub tworzac
mieszanine azeotropowa, zapobiegajgc w ten sposdb nastepczej hydrolizie do substratéw. Reakcje
mozna réwniez przyspieszy¢é stosujac katalizatory kwasowe takie jak: kwasy mineralne, kwasy
organiczne lub kwasy Lewisa [4]. Ze wzgledu na mniejszg zawade przestrzenng aldehyddéw i mniej
elektrofilowy wegiel karbonylowy ketondéw, reakcja syntezy zasad Schiffa zachodzi szybciej w przypadku
uzycia aldehydoéw niz ketondw.

Synteze zasad Schiffa zwykle prowadzi sie w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika, wytgczajac
z tej reguly reakcje z zastosowaniem aldehyddéw aromatycznych, ktére sg reaktywne z aminami
pierwszorzedowymi. Zasady Schiffa zawierajgce podstawniki arylowe charakteryzujg sie duzo wyiszg
stabilnoscig niz pochodne zawierajgce podstawniki alkilowe, ktére sg stosunkowo niestabilne. Dzieje
sie tak ze wzgledu na efekt sprzezenia elektronowego, wystepujacego pomiedzy pierscieniem
aromatycznym a wigzaniem iminowym. Réwniez podstawniki elektronodonorowe podwyzszajg
trwatosé tych zwigzkdw, zmniejszajgc czastkowy fadunek dodatni na iminowym atomie wegla [5].

Ze wzgledu na atom azotu w wigzaniu iminowym, zawierajacy wolng pare elektronowa, zasady
Schiffa sg donorami elektronéw o charakterze zasadowym i znane sg z tworzenia trwatych komplekséw
z jonami metali. Uznaje sie je za uniwersalne ligandy do koordynacji wszystkich metali z bloku d, a takze
z lantanowcéw na réznych stopniach utlenienia i o réznych liczbach koordynacyjnych [2]. Kompleksy
zasad Schiffa sg uzywane jako skuteczne katalizatory w reakcjach organicznych oraz w rdinych
systemach biologicznych [3]. Ponadto majg réwniez zastosowanie terapeutyczne, cechujac sie miedzy
innymi dziataniem przeciwnowotworowym, czy przeciwgruzliczym [2,4]. Poniewaz kompleksy metali
tych zwigzkdw sg substancjami barwnymi, stosuje sie je takze jako barwniki pigmentowe w przemysle
farbiarskim [6].
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Powszechnie wiadomo, ze zasady Schiffa oraz ich pochodne stanowig klase zwigzkéw
stosowang w lecznictwie, stanowiac istotne fragmenty lekéw badz potencjalnych kandydatéw na leki.
Na Rysunku 2 przedstawiono ogdlne struktury zwigzkéw nalezacych do grupy zasad Schiffa oraz innych
pochodnych azotowych, gtéwnie hydrazyny, odgrywajacych kluczowg role w przemysle
farmaceutycznym.

O/\N/O ® 2 S

Zasady Schiffa hydrazony
H N N
N
Q. W QN
N
H
O
O
hydrazydy hydrazono-hydrazydy

Rysunek 2. Charakterystyczne elementy strukturalne stanowigce fragmenty farmaceutykow.

2.2. Omawienie i klasyfikacja pochodnych hydrazyny
2.2.1. Hydrazyna

Hydrazyna (diazan) jest bezbarwng higroskopijng cieczg o wzorze (N2H4) H:N-NH3, zbudowang
z dwéch identycznych grup aminowych, potaczonych ze sobg pojedynczym wigzaniem miedzy atomami
azotu. Hydrazyna jest zwigzkiem niezwykle reaktywnym, stosowanym miedzy innymi jako prekursor
w syntezach chemicznych [7]. Pochodne hydrazyny stanowig rodzine zwigzkdéw o zastosowaniach
w réznych dziedzinach, poczawszy od srodkéw farmaceutycznych, po produkty przemystowe
i agrochemikalia.

2.2.2. Hydrazydy

S to pochodne hydrazyny odnoszacych sie do klasy substancji organicznych powstatych
w wyniku zastgpienia jednego lub wiecej atomdéw wodoru w hydrazynie grupg acylowg (-C=0) lub
sulfonylowg (-0=5=0-) [3].

hydrazyna
H,N——NH,
Pochodne hydrazyny:
Ralkil, aryl o R, R,=alkil, aryl, H
Q 0
)L NH R\S// NH )J\ -~ N Ri
2 2 R N
R N e // \N e N T
H fo) H !
monohydrazydy dihydrazyd

Rysunek 3. Ogdlne struktury hydrazyddw.

Strukturalne podobienstwo ugrupowania N-acylohydrazyn R(CO)NHNH, do wigzania
amidowego w peptydach -(0=)C-NH- sprawia, ze pochodne hydrazyny cieszg sie zainteresowaniem jako
peptydomimetyki - potencjalni kandydaci na leki o ulepszonych profilach farmakologicznych [8].
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Rysunek 4. Wigzanie amidowe wystepujgce w hydrazydach nasladujgce wigzanie peptydowe.

W hydrazydzie, podobnie jak w peptydzie, wystepuje charakterystyczna tautomeria wigzan
amidowych, z relokacja protonu i utworzeniem formy iminolowej (Schemat 2).

@) OH
)J\ R T )\\ _R’
R N R N
H
forma amidowa forma iminolowa

Schemat 2. Tautomeria amidowo-iminolowa charakterystyczna dla hydrazydéw oraz peptyddw.

Najprostszy sposdb otrzymywania hydrazydéw to reakcje substytucji nukleofilowej
monohydratu hydrazyny ze zwigzkami posiadajgcymi centrum elektrofilowe [7]. Najczesciej badane s3
hydrazydy typu karbonylowego, otrzymywane przez nukleofilowe podstawienie estru kwasu
karboksylowego hydrazyng w roztworach alkoholowych (Schemat 3). Alternatywnie, hydrazydy mozna
wytworzy¢é przez kondensacje kwaséw karboksylowych z hydrazyng w obecnosci srodkéw
sprzegajacych takich jak: 1-hydroksybenzotriazol (HOBt) i chlorowodorek 1-(3-dimetyloaminopropylo)-
3-etylokarbodiimidu (EDC) [9].

0]

0
)k ' NH,NH,.H,0 —» )L NH, + H0 + R;OH
R” TOR, R” NH

Schemat 3. Reakcja otrzymywania hydrazydow wychodzac z estrow kwasu karboksylowego.

Niektére z hydrazyddéw charakteryzujg sie chemiluminescencjg, czyli zjawiskiem emisji fal
Swietlnych powstatych na skutek reakcji chemicznych. Jednym z przyktadéw takich zwigzkow jest
hydrazyd kwasu ftalowego — luminol (Rysunek 5), ktory wykorzystywany jest w analityce do oznaczania
DNA [10]. Monopodstawione hydrazydy oraz dihydrazydy wykorzystywane sg takze jako katalizatory do
enancjoselektywnych reakcji chemicznych [11].

NH, O

NH
NH

o
Rysunek 5. Struktura chemiczna luminolu.

Hydrazydy cechuja sie szerokim spektrum dziatania terapeutycznego, wykazujgc aktywnos¢
przeciwdrgawkowa, przeciwdepresyjng, przeciwwirusowg, przeciwzapalng czy przeciwmalaryczng [12].
Ponizej przedstawiono struktury zwigzkdédw majgcych zastosowanie w medycynie.
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Schemat 4. Struktury hydrazyddw stosowanych w lecznictwie.

Sposréd  grupy zwigzkdw nalezagcych do hydrazydéw wykorzystywanych w celach

terapeutycznych mozna wyréznié:

Izoniazyd - hydrazyd kwasu pirydyno-4-karboksylowego, powszechnie stosowany lek
przeciwgruzliczy [3],

Atazanawir - popularny lek przeciwretrowirusowy stosowany w zakazeniach HIV-1 [13],
Hydrazyd biotyny - nieizotopowa sonda wykorzystywana do diagnozy infekcji oraz chordéb
genetycznych [14],

Iproniazyd - farmaceutyk stosowany w leczeniu gruzlicy, wykazujacy rowniez dziatanie
przeciwdepresyjne [15],

Benserazyd - powszechnie stosowany srodek w leczeniu choroby Parkinsona [16].

2.2.3. Hydrazony

S3 to pochodne hydrazyny o wzorze ogdlnym RiR,C=NNH, zawierajgce w faiicuchu gtéwnym

ugrupowanie azometinowe -N=CH-.

Rysunek 6. Ogdlna struktura hydrazondw.
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Hydrazony gtdwnie syntezuje sie ze stechiometrycznych ilosci hydrazyny z ketonami badz
aldehydami, stosujgc jako rozpuszczalniki: alkohole, THF, lodowaty kwas octowy [17] (Schemat 5).

Alternatywng metodg otrzymywania hydrazondéw jest reakcja Japp—Klingemanna polegajgca na
sprzeganiu soli arylodiazoniowych ze zwigzkami posiadajgcymi aktywny wodor takimi jak: B-keto-kwasy
lub B-keto-estry [18].

[0) HoN
NH,NH, N
)J\ |
R R1 )\
R R
aldehyd lub keton !

Schemat 5. Generalna metoda otrzymywania hydrazondw.

2.2.4. Hydrazono-hydrazydy

Rysunek 7. Struktura ogdlna hydrazono-hydrazydéw.

S3 to struktury hybrydowe hydrazonu oraz hydrazydu zawierajgce mostek amidowo-iminowy -
C(=0)-NH-N=CH-. Sg czesto rozpatrywane jako N’-acylowane hydrazony. Ich nazewnictwo zalezy od
podwdjnej mozliwosci odczytania kolejnosci atoméw w ugrupowaniu [3]. Jesli za poczatek numeracji
przyjmiemy wigzanie iminowe, mamy do czynienia z monopodstawionym hydrazonem, natomiast jesli
uznamy grupe karbonylowa za poczatkowe ugrupowanie, zwigzek nazwiemy monopodstawionym
hydrazydem.

Konwencjonalng metodg otrzymywania hydrazono-hydrazydéw jest kondensacja
odpowiednich hydrazydéw z aldehydami lub ketonami w roztworze alkoholu (metanol, etanol, etc.)
[19]. Reakcja ta zwykle zapewnia wysokie wydajnosci i w wiekszosci przypadkéw stereoselektywnosé
z przewagg (E)-izomeru przy podwdjnym wigzaniu iminowym [20]. Ze wzgledu na heterogenicznosc
strukturalng hydrazono-hydrazydédw oraz na mozliwos¢ zastosowania podczas syntezy réznorodnych
zwigzkéw karbonylowych, stanowig one wazng klase pochodnych w opracowywaniu nowych lekéw.

Charakterystyczny element strukturalny hydrazonéw oraz hybryd jest ugrupowanie
amino-azometinowe -NH-N=CH-, ktdore nadaje tej grupie zwigzkdéw unikalny charakter chemiczny
[21,22]. Oba atomy azotu majg charakter nukleofilowy, a wolna para elektronéw koricowego atomu
azotu jest sprzezona z uktadem elektronow pi wigzania podwdjnego. Azometinowy atom a-wodoru
N-acylowanych hydrazondw charakteryzuje sie wysokg nukleofilowoscig, sprawiajac, ze jest on 10 razy
bardziej kwasny w porédwnaniu z wodorem ketonu w pozycji a. Atom wegla zwigzany z azotem ma
charakter nukleofilowy lub elektrofilowy [21]. Taka budowa wigzania iminowego odpowiada za jego
reaktywnos¢, sprawiajac, ze zwigzki te posiadajg zdolno$¢ do reagowania z odczynnikami
elektrofilowymi i nukleofilowymi. Dlatego tez hydrazony oraz ich hybrydy s szeroko stosowane
w syntezie organicznej, zwtaszcza do wytwarzania zwigzkow heterocyklicznych [21,22].
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Charakter nukleoﬁlowy

O (
R)J\N
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Zwiekszona kwasowosc
atomu wodoru a

I—O

Charakter nukleofilowy
lub elektrofilowy

Rysunek 8. Charakter chemiczny wigzania amino-azometinowego.

Zwigzki organiczne zawierajgce ugrupowanie -C(=0)-NH-N=CH-, w roztworach wykazuja
rownowage tautomerie keto-enolowg [22].

R4 R4
H
Rz)\N/NTR P — Rz/KN/ N\( R

OH

forma enolowa
forma ketonowa

Rysunek 9. Tautomeria keto-enolowa wystepujgca w N-acylohydrazonach.

Wszechstronnos¢ wigzania iminowego uczynita hydrazony oraz ich hybrydy znakomitymi
wielokleszczowymi Srodkami chelatujgcymi, ktére mogg tworzyé réznorodne kompleksy z réznymi
metalami przejsciowymi [22,23]. Cecha ta ma znaczenie medyczne, poniewaz poprzez tworzenie
stabilnych chelatéw z metalami przejsciowymi obecnymi w komdrce, nastepuje zahamowanie waznych
reakcji enzymatycznych katalizowanych wtasnie przez te metale [23].

? Y Y Y Y
NS NN T

PN \O)\R k /M2+ A

Rysunek 10. Schematyczne przedstawienie chelatowania metali przejsciowych za pomoca
hydrazonéw w formie ketonowej (a) oraz w formie enolowej (b).

W ostatnich latach zsyntezowano wiele hydrazonéw oraz hydrazono-hydrazydow, ktére
wykazaty zastosowanie farmakologiczne i przemystowe. Mozna je stosowac jako herbicydy, insekcydy,
regulatory wzrostu roslin, plastyfikatory, stabilizatory oraz inicjatory polimeryzacji [24]. Jako srodki
lecznicze sg znane od lat 70 XX wieku, kiedy to niemiecka big pharma Bayer po raz pierwszy zgtosita
N-acylohydrazony jako $rodki grzybobdjcze [20]. Z biegiem lat udowodniono, ze ugrupowanie
azometinowe stanowi niezwykle wszechstronny rdzen, ktéry mozna zastosowac w projektowaniu lekéw
o szerokim zakresie farmakologicznym, wykazujgcych dziatanie takie jak: przeciwbakteryjne [19, 15],
przeciwdepresyjne [25], przeciwdrgawkowe [26], przeciwzapalne [25], przeciwmalaryczne [15],
przeciwbdélowe [15], przeciwptytkowe [25], przeciwwirusowe [22], przeciwgrzybiczne [19, 22]
i przeciwnowotworowe [3, 15, 27, 25]. Przyktadowymi zwigzkami nalezgcymi do grupy hydrazonéw
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i hybryd hydrazonowych o powszechnym zastosowaniu w lecznictwie sg dantrolen — lek dziatajacy
rozkurczowo na miesnie szkieletowe [20] oraz nifuroksazyd — stosowany jako jelitowy $rodek
antyseptyczny [15].

‘(o 0
HN NO, H04®—<
OJ\/N\N//\{O—/?/@/ HN—N\\_@

o)
Dantrolen Nifuroksazyd NG,
Rysunek 11. Struktury powszechnie stosowanych lekdw zawierajgcych

ugrupowanie -C(=0)-NH-N=CH-.

Podczas projektowania lekéw, opartych na strukturze hydrazonu, hydrazydu badz ich hybrydy,
nalezy wzigé pod uwage ich reaktywnos¢ oraz stabilnosé, a tym samym wiasciwosci toksykologiczne.
Istniejg doniesienia naukowe, ze hydrazono-hydrazydy ulegajg hydrolizie, a pierscienie aromatyczne
reakcjom aromatycznej hydroksylacji, tak jak to pokazano na Schemacie 6 [28].

D
ol HI \©*°
@)OLH/NVOOH

Schemat 6. Hydroliza oraz hydroksylacja uktadéw hydrazono-hydrazydowych.

Wiadomo tez, ze hydrazydy takie jak izoniazyd po wprowadzeniu do organizmu reagujg
z kwasem a-ketoglutarowym, witaming B6 i kwasem pirogronowym tworzgc odpowiednie hydrazono-
hydrazydy. Dlatego istotnym jest, aby podczas leczenia izoniazydem pacjentom podawac witamine B6,
by nie dopusci¢ do jej niedoboru [15].

e
(@) NH
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a-ketoglutarowy | wit. Bg GHa
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N _COOH X
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| H pirogronowy N | H
NS X OH
CH,4 COOH
ITJ/ CHgj
(6] NH
| N
7
N

Schemat 7. Reakcje jakim ulega izoniazyd w organizmie ludzkim.
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2.3. Redukcja wigzania iminowego

Redukcja wigzania iminowego (C=N) stanowi kluczowa transformacje w syntezach ztozonych
struktur organicznych, zaréwno w zastosowaniach laboratoryjnych jak i przemystowych. Powszechnie
znanymi, klasycznymi metodami redukcji jest uwodornienie katalityczne oraz redukcja wodorkami
z zastosowaniem stechiometrycznych ilosci srodkéw redukcyjnych takich jak np. borowodorek sodu
NaBH4 [29].

NaBH, jest wysoce aktywnym srodkiem redukujgcym, preferencyjnie redukujgcym grupy
karbonylowe ketondw, aldehyddw, kwasow karboksylowych i ich estréw. Wykazuje niskg reaktywnos¢
w stosunku do wigzan podwdjnych, redukujgc wigzanie iminowe w przypadku niektérych substratéw.
Stosujac borowodorki jako reduktory wigzania iminowego dominujgcg role odegraty modyfikowane
odczynniki borowodorkowe, takie jak NaBH3CN [30] i NaBH(OAc); [31]. Cyjanoborowodorek sodu jest
tagodnym s$rodkiem redukujgcym, powszechnie stosowanym do redukcji jonu iminiowego [32],
Swietnie nadajgcym sie do redukcji hydrazonéw [33, 34], ktéry zapewnia dobrg chemoselektywnos¢
reakcji z pewnymi grupami funkcyjnymi w obecnosci innych. Jednakze odczynnik ten jest niebezpieczny
poprzez wytwarzanie toksycznych produktéw ubocznych takich jak HCN i NaCN, ktére nalezy
neutralizowac¢ podczas reakcji [35]. Szukajac alternatywy dla toksycznego NaBHsCN, do redukcji
wigzania iminowego zastosowano NaBH(OAc)s, ktdry jest rowniez wysoce selektywnym i tagodnym
Srodkiem redukujgcym, ponadto pozwalajgcym na eliminacje pozostatosci cyjanku z mieszaniny
reakcyjnej [31]. Do borowodorkow oraz ich modyfikowanych odmian bardzo czesto stosuje sie dodatki,
takie jak kwasy Lewisa (AcOH [32], p-TsOH [33], TiCls [33]) czy nikiel Ranneya [29], ktore poprawiajg
efektywnos¢ procesu redukcji [32].

Podczas reakcji z borowodorkami nalezy mie¢ na uwadze, ze zwigzki te sg wrazliwe na wilgoé
i rozktadajg sie w kontakcie z woda. Kolejng wadg stosowania borowodorkéw jest wytwarzanie sporych
ilosci odpaddw, ktére sg szczegdlnie ucigzliwe w przypadku prowadzenia proceséw przemystowych na
duzg skale [35]. Waznym aspektem dla przemystu chemicznego jest koncepcja ekonomii atomowej,
ktora zaktada, ze w idealnym procesie chemicznym, wszystkie atomy materiatu wyjsciowego s3
przeksztatcane w produkt, pozwalajagc w ten sposdéb na minimalizacje odpaddéw oraz oszczednosc
surowcéw [35]. W tym kontekscie odpowiednim srodkiem redukcyjnym wydaje sie by¢ wodoér
czagsteczkowy, H,. Podejscie to zaktada zastosowanie gazowego wodoru z uzyciem katalizatora
heterogenicznego zawierajgcego metale takie jak Pt, Pd, Ni, Ir czy Ru. Dobdr odpowiedniego
katalizatora metalicznego, warunkéw reakcji i Zzrédta wodoru zapewnia réznorodnos¢ metod tej
transformacji opisanych w literaturze [36]. Jednakze chociaz wydaje sie to by¢ wysoce efektywna
metoda redukcji, niejednokrotnie wymaga zastosowania drogich katalizatoréw i prowadzenia procesu
w warunkach wysokich cisnien.

W ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat znaczacg rewolucje przeszta dziedzina asymetrycznego
hydrosililowania jako efektywne podejscie do asymetrycznej redukcji wigzania C=N. Jedng z gtéwnych
zalet tego procesu s3 wyjgtkowo fagodne warunki reakcji [37, 38]. Przebieg hydrosillilowania
przedstawiono na schemacie 8.

AN R kat. LR R

| + R'—Si—H —— N

)\
W, Py P
R R, R R R R "R

R, Ry.R, = alkil, aryl,

benzyl, hetoreocykle RUR"R™ = alkil, aryl, CLH

Schemat 8. Reakcja asymetrycznego hydrosililowania.
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Jako uktady katalityczne stosuje sie rézne kombinacje metali przejsciowych i ligandéw.
Poczatkowo katalizatory bazowaty na kationowych prekursorach rodu(l) w pofaczeniu z chiralnymi
ligandami dwukleszczowymi, jednakze prezny rozwdj tej dziedziny doprowadzit do odkrycia
wszechstronnych liganddéw, z zastosowaniem takich metali jak tytan, cynk, miedz i cyna [37, 38].

Dobrg alternatywa dla istniejgcych metod redukcji wigzania iminowego, ktéra wpasowuje sie
w trend zielonej chemii, jest zastosowanie elektrochemii. Wykorzystanie elektronu jako $rodka
redukujacego, zapewnia wysoka chemoselektywnos¢ oraz wydajnos¢ redukcji [39, 40]. Jednakze nie
jest to rozpowszechniona metoda redukcji, gdyz wymaga ona specjalistycznego sprzetu [41].

2.4. Zabezpieczanie grupy aminowej

Rozwdj selektywnych i skutecznych metod zabezpieczania i odbezpieczania grup funkcyjnych
pozostaje znaczacym narzedziem w wieloetapowych syntezach organicznych. Szczegdlnie istotng
transformacjg jest zabezpieczenie grupy aminowej, powszechnie obecnej w syntezach pochodnych
aminokwasow, peptyddéw oraz zwigzkdw naturalnych, a takze w syntezie wielu farmaceutykéw. Wolna
grupa aminowa charakteryzuje sie wysoka nukleofilowoscig oraz polarnoscia, dlatego tez jej protekcja
pozwalajgca na ograniczenie reaktywnosci, jest powszechnym zabiegiem stosowanym w syntezie
wieloetapowej [42]. Ponizej na Rysunku 12 przedstawiono struktury wybranych grup protekcyjnych
stosowanych do zabezpieczania amin.

Jegy *?

grupa benzyloksykarbonylowa (Cbz) grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa (Fmoc)
(0]
0 I
s
0 I
grupa tert-butyloksykarbonylowa (Boc) grupa tosylowa (Ts)

Rysunek 12. Struktury chemiczne podstawowych grup zabezpieczajgcych stosowanych do protekcji
grupy aminowe;.

2.4.1. Grupa benzyloksykarbonylowa Cbz

X
R _H
co, + N7+ ©/ ,
R co, + RN Mo,
|
R

Schemat 9. Zabezpieczenie grupy aminowe za pomocg Cbz i odbezpieczenie jej z uzyciem kwasoéw lub
H./Pd.
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Grupa benzyloksykarbonylowa jest powszechnie stosowana do protekcji grupy a-aminowej
w syntezie oligopeptyddw, ze wzgledu na zdolno$¢ zapobiegania racemizacji, podczas tworzenia
wigzania peptydowego [42]. Konwencjonalng metodg zabezpieczania grup aminowych Cbz jest reakcja
amin z chloromréwczanem benzylu (Cbz-Cl) w obecnosci zasad [43]. Cbz wykazuje stabilnos$¢ zaréwno
w warunkach zasadowych oraz w wiekszosci medidow kwasowych, a takze charakteryzuje sie
wszechstronng deprotekcjg [42]. Cbz jest tatwo oraz skutecznie usuwana poprzez katalityczne
uwodornienie, w reakcji w podwyzszonej temperaturze z mocnymi kwasami takimi jak HBr, HF czy TFA
oraz za pomocg sodu w ciektym amoniaku [42].

2.4.2. Grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa Fmoc

Ry mio ™ /[zo
O D

-~z

R

| O
R J »

(6]
A " 7y
(0] Q zasada N—H + CO, + Q
] ‘ L
Schemat 10. Zabezpieczenie grupy aminowe]j za pomocg Fmoc i jej odbezpieczanie w warunkach
zasadowych.

Fmoc mozna wprowadzi¢ na drodze reakcji aminy z chloromréwczan 9-fluorenylometylu (Fmoc-Cl)
w rozpuszczalnikach organicznych takich jak benzen, eter [44]. Grupa 9-fluorenylometoksykarbonylowa
jest odporna na dziatanie kwasow i wykazuje cze$ciowg stabilnos¢ wobec katalitycznego uwodornienia.
Jednakze juz w warunkach lekko zasadowych ulega rozszczepieniu [42, 44]. Odbezpieczenie grupy Fmoc
mozna przeprowadzi¢ efektywnie w polarnych rozpuszczalnikach organicznych, w warunkach
zasadowych za pomocg ciektego amoniaku, dimetyloacetamidu (DMA), etanoloaminy badz przy uzyciu
drugorzedowych amin takich jak: piperydyna, piperazyna morfolina, dietyloamina [42, 44].
Preferowane jest zastosowanie amin drugorzedowych, gdyz pozwala to na wytworzenie stabilnego
adduktu z produktem ubocznym-dibenzofulwenem powstatym podczas odbezpieczenia grupy Fmoc.

2.4.3. Grupa tert-butyloksykarbonylowa Boc

(0]
R' zasada{
\ o o o kw.Lewisa R' + +
NH >‘/ \H/ \”/ \K kw.Lewisa ~n )J\O HO CO,
R o o R

Q kwas R'\ /k
+ +
R\ )k — N—H HO CO;
N~ o K
|
R

Schemat 11. Zabezpieczenie grupy aminowej za pomocg Boc i odbezpieczenie jej w warunkach
kwasnych.

Wsréd  wszystkich grup zabezpieczajgcych grupe aminowg, Boc cieszy sie najwieksza
popularnoscia, ze wzgledu na duzg stabilnosé, dostepnosé handlowg oraz niski koszt produkcji [45].
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Grupa tert-butyloksykarbonylowa wykazuje wysokg odpornos¢ na warunki zasadowe, odczynniki
nukleofilowe, a takze na uwodornienie katalityczne. Standardowa procedurg zabezpieczania N-Boc jest
zastosowanie diweglanu di-tert-butylu (Boc),O w obecnosci zasady takiej jak np. NaOH, DMAP badz
stosujac katalizatory kwasowe Lewisa (przyktadowo: Zn(ClO4),-6H-0, LiClO4, ZrCls, HClIO4/SiO,) [46, 47].
Deprotekcja Boc odbywa sie w $rodowisku kwasu: CFsCOOH, CH3COOH, HCl lub 10 % H,SO. [45, 48].

2.4.4. Grupa tosylowa Ts

R

O\/©/ kwas/Na/AlHz  \ + SO

R % N—H + 2
NN

! /
N o R

Schemat 12. Zabezpieczenie grupy aminowej za pomoca Ts i jej deprotekcja.

Grupa tosylowa charakteryzuje sie wyjgtkowgq stabilnoscig, niemalze w wiekszosci warunkéw
chemicznych. Sufonoamidy sg odporne na atak nukleofilowy i przydatne w syntezach, gdy czgsteczka
reaguje z odczynnikiem metaloorganicznym [49, 50]. Do deprotekcji Ts stosowane s metody
hydrolityczne oraz redukcyjne z zastosowaniem mocnych kwaséw, sodu w ciektym amoniaku,
wodorkéw glinu czy redukcji elektrochemicznych [49, 50].

2.5. Metabolizm komarki nowotworowej - Efekt Warburga

Komérki nowotworowe, aby promowaé proces proliferacji oraz przezycia, charakteryzujg sie
zmienionym przebiegiem metabolizmu glukozy w poréwnaniu z komdrkami prawidtowymi [51, 52, 53].
Objawia sie to anormalnym, wysokim zapotrzebowaniem na glukoze, ktéra w procesie glikolizy,
niezaleznie od dostepnosci tlenu, przebiega ze zwiekszonym wytwarzaniem mleczanu (Rysunek 13).
Zjawisko to odkryte w 1920 roku przez biochemika Otto Warburga jest znane jako , Efekt Warburga” lub
,glikoliza tlenowa” [52, 54, 55]. Warburg wykazat, ze komdrki nowotworowe preferujg proces
oddychania beztlenowego w warunkach normoksycznych, w przeciwienstwie do komdrek
prawidtowych, ktérych aktywnosé metaboliczna opiera sie gtéwnie na mitochondrialnej fosforylacji
oksydacyjnej. Fenotyp Warburga zaobserwowano w wielu typach nowotwordw, w tym w nowotworach
jelita grubego, czerniaka, piersi, ptuc, trzustki, szyi, gtowy, prostaty i glejaka wielopostaciowego [52, 53,
54, 56].

W ostatnich latach stwierdzono rowniez, ze wzmozony proces glikolizy tlenowej zaangazowany
jest w progresje nowotwordw ztosliwych oraz w opornos¢ na konwencjonalne terapie
przeciwnowotworowe [51]. Pomimo tego, ze glikoliza tlenowa jest procesem energetycznie mniej
efektywnym niz fosforylacja oksydacyjna, proliferujgce komérki preferencyjnie wykazujg metabolizm
opisany przez Warburga [51, 55]. Wedtug przeprowadzonych badan naukowych, podczas glikolizy
beztlenowej w trakcie przemiany jednej czasteczki glukozy do pirogronianu, generowane sg dwie
czasteczki ATP (adenozyno-5'-trifosforanu), natomiast fosforylacja oksydacyjna zapewnia maksymalnie
okoto 36 czgsteczek ATP z utlenienia jednej czasteczki glukozy [54]. Udowodniono, ze metabolizm
glukozy do mleczanu poprzez tlenowg glikolize zachodzi 10—-100 razy szybciej niz catkowite utlenianie
glukozy w mitochondriach [55]. Wynika z tego, ze Efekt Warburga gwarantuje iloSciowo znacznie wyzsze
dostarczenie czgsteczek ATP na jednostke czasu, w pordéwnaniu z oddychaniem tlenowym [51].
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Przeprogramowanie metabolizmu glukozy szybko proliferujgcych komérek nowotworowych, mozna
wyttumaczy¢ zwiekszonym zapotrzebowaniem na wysokoenergetyczne prekursory wymagane do
biosyntezy nowych nukleotyddéw, lipidow, biatek i heksozoaminy [52, 53, 55, 57] oraz wptywem na
zmiane sygnalizacji komorkowej, ktéra wspiera w ten sposdb procesy onkogenezy [55, 58].

i Glikoliza

Fasfarylaffa bertlenoma Glikoliza tlenowa
oksydacyjna (Efekt Warburga)

Glukoza  7rs3nicowana Glukoza Glukoza IMhank

Nowotwdr/Tkanka
tkanka J
+0, 0, -/+0, proliferujaca
GLUT GLUT GLUT

Glukoza cytoplazma Glukoza cytoplazma Glukoza

Pirogronian Pirogronian Pi )
irogronian

MCT
Mleczan

\ Mleczan l

Mileczan

Co, CO,
MCT

Rysunek 13: Réznice miedzy metabolizmem glukozy w prawidtowych komadrkach oraz
w komoérkach nowotworowych. Zdrowe tkanki metabolizujg glukoze do pirogronianu na drodze
glikolizy, a nastepnie mitochondria utleniajg powstaty pirogronian do CO; w procesie fosforylacji
oksydacyjnej. W przypadku niedoboru O,, prawidtowe komérki moga skierowac pirogronian na szlak
glikolizy beztlenowej, gdzie jest redukowany do mleczanu. Natomiast komérki szybko proliferujgce
majg tendencje do czerpania energii z procesu glikolizy, przeksztatcajgc wiekszos¢ pirogronianu
w mleczan, nawet w obecnosci prawidtowego stezenia tlenu [54].

Szczegobtowy przebieg reakcji biochemicznych glikolizy tlenowej w komérkach nowotworowych
przedstawia Rysunek 14. Proces glikolizy zachodzi w cytozolu komarki, dlatego tez wzmozony import
glukozy do wnetrza komérki zachodzi za pomoca transporteréw GLUT. Kolejno w nastepujgcych po
sobie reakcjach biochemicznych przebiega katabolizm czasteczki glukozy do dwdch czasteczek
pirogronianu. Powstajacy w glikolizie pirogronian ulega w wiekszosci fermentacji do mleczanu, ktéry
jest eksportowany do przestrzeni zewnatrzkomérkowej z udziatem transporteréw MCT. Poszczegdlne
etapy szlaku metabolicznego glikolizy sg kontrolowane przez konkretne enzymy glikolityczne, miedzy
innymi takie jak: HK (heksokinaza), PGI (izomeraza glukozo-6-fosforanowa), PFK-1 (fosfofruktokinaza),
PK (kinaza pirogronowa). Zahamowanie tych enzymdow moze zatrzymac proces wytwarzania energii
w komaorkach nowotworowych.
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Rysunek 14. Gtdwne etapy biochemiczne zachodzgce w fenotypie Warburga.

2.6. Heksokinaza jako istotny enzym procesu glikolizy

Kluczowg role w glikolizie odgrywa enzym z klasy transferaz - heksokinaza (HK), uczestniczac
w pierwszym, nieodwracalnym etapie glikolizy jakim jest fosforylacja glukozy. (Schemat 13) [59].

H OH
Glukoza Glukozo-6-fosforan

Schemat 13. Fosforylacja glukozy do glukozo-6-fosforanu z udziatem heksokinazy.

Reakcja polega na przeniesieniu grupy fosforanowej z czgsteczki ATP na czgsteczke glukozy za
pomocg biokatalizatora jakim jest heksokinaza, z wytworzeniem glukozo-6-fosforanu (G6P). W procesie
tym uczestniczy jon Mg?* badZ inny dwuwartoéciowy jon metalu, ktéry jest potrzebny do aktywacji HK.
Fosforylowana glukoza, ktéra w przeciwienstwie do glukozy nie moze swobodnie opusci¢ komdrki,
poddawana jest dalszym etapom przemian szlaku metabolicznego, otwierajac dziatanie anaboliczne
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w komérkach nowotworowych [59]. Heksokinaza, ze wzgledu na swojg istotng role w glikolizie,
uwazana jest m.in. za wazny cel terapii przeciwnowotworowe;.

Istniejg cztery izoenzymatyczne formy ludzkiej heksokinazy: heksokinaza 1 (HK1),
heksokinaza 2 (HK2), heksokinaza 3 (HK3), heksokinaza 4 (HK4). Kazda z izoform posiada rézna
lokalizacje subkomdrkowa oraz funkcje fizjologiczne i inne wiasciwosci regulacyjne [60, 61, 62].
Wykazujg takze odrebne wifasciwosci kinetyczne, takie jak wartosci Km i Vma, ktére swiadczg
o odmiennym powinowactwie do substratéw [60, 61, 62].

HK1 oddziatuje z zewnetrzng btong mitochondrialng wigzac sie z nig poprzez N-koncowy region
hydrofobowy enzymu [63]. Wystepuje we wszystkich tkankach, szczegélnie w mdzgu i w krwinkach
czerwonych [61, 62]. HK1 jest homodimerem sktadajgcej sie z dwodch podjednostek o masie
czagsteczkowej rownej 50 kDa, z jedng aktywng domeng katalityczng [64].

HK2 zwykle jest rdwniez umiejscowiona na zewnetrznej btonie mitochondrialnej, wigzac sie
z nig, tak jak HK1 poprzez N-korcowy region hydrofobowy. HK2 znajduje sie rowniez w cytozolu [63,
64, 65]. Podobierstwo strukturalne dwdch izoform HK1 oraz HK2 jest duze, poniewaz sg one w 73%
identyczne, a w 87% podobne [62]. HK2 jest takze homodimerem sktadajacym sie z dwdch podobnych
podjednostek o masie czgsteczkowej 50 kDa, jednakze w przeciwienstwie do HK1 posiada dwa miejsca
aktywne [66]. HK2 rzadko ulega ekspresji w prawidtowych tkankach, z wyjatkiem niektérych tkanek
wrazliwych na insuline takich jak: miesief sercowy, miesien szkieletowy oraz tkanka ttuszczowa [61,
62].

HK3 zlokalizowana jest w przedziale okoto jgdrowym [61, 67] . Podobnie jak w przypadku HK1,
HK3 jest homodimerem o masie czgsteczkowej 100 kDa i ma tylko jedna domene o zdolnosciach
katalitycznych [64]. Dystrybucja HK3 jest stosunkowo niska w wiekszosci tkanek, wystepuje gtéwnie
w watrobie i nerkach [67].

HK4 zwana glukokinazg, umiejscowiona jest w cytozolu i wystepuje gtéwnie w watrobie
i trzustce [68, 69]. Glukokinaza to biatko o masie czgsteczkowe]j réwnej 50 kDa, co odrdznia je od reszty
izoenzymoéw [64]. HK4, tak jak HK2 posiada dwa miejsca wigzace glukoze [66].

Izoformy HK1, HK2 i HK3 majg duze powinowactwo do glukozy, z Km rzedu 1-100 uM (Tabela 1),
w odréznieniu od glukokinazy dla ktdrej Kn, dla glukozy wynosi 8 mM [61, 64, 66, 68, 70]. Produkt
reakcji enzymatycznej G6P, poprzez ujemne sprzezenie zwrotne, hamuje trzy izoenzymy: HK1, HK2,
HK3 (Tabela 1). Réwniez podwyzszony poziom nieorganicznego fosforanu (PO;*) inhibuje te same
izoformy. Jednakze w przypadku HK1, niski poziom PO,* stymuluje dziatanie tego enzymu [71].

Tabela 1. Parametry kinetyczne charakterystyczne dla izoenzymoéw ludzkiej heksokinazy.

Km dla Km dla Kidla GP6
Izoenzymy glukozy ATP [mM] [nM]
[nM] [68] [61] [61]
HK1 =10 =0,5 =20
HK2 =100 =0,7 =20
HK3 =1 =1,0 =100
HK4 782?“?3")) ~0,6[18]  Brak inhibicji
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2.7. Heksokinaza 2 - cel molekularny w terapii przeciwnowotworowej

Z posrdd czterech izoenzymow ludzkiej heksokinazy, HK2 wykazuje nadekspresje w komdrkach
nowotworowych [54, 56, 69, 65, 72]. Ze wzgledu na duze zainteresowanie tym izoenzymem, jako
waznym celem molekularnym w terapiach nowotworowych, struktura krystalograficzna tej izoformy
zostata juz poznana i opisana (Rysunek 15).

Rysunek 15. Struktura krystaliczna ludzkiej heksokinazy 2 wraz z dokowaniem substratu oraz
produktu. Struktura zostata zaczerpnieta z bazy PDB (ang. Protein Data Bank), numer ID: 2NZT.
Kolorem zielonym zaznaczono podjednostke A, natomiast brgzowym kolorem podjednostke B,

kolorem rézowym oznaczono glukoze, a niebieskim 6GP.

Wedtug doniesien naukowych HK2 jest markerem nowotwordw takich jak: rak piersi, ptuc,
prostaty, glejaka wielopostaciowego, raka watrobowokomorkowego, zotadka i watroby [54, 56, 72].
Udowodniono, ze HK2 jest zwigzana z agresywnym fenotypem nowotworu, sprzyjajac inwazji
i rozwojowi przerzutéw w szybko rosngcych komadrkach raka [66, 72]. Nadekspresja HK2 warunkuje
rowniez odpornos¢ na chemioterapie oraz radioterapie [73]. Powigzanie HK2 ze ztym rokowaniem
choroby nowotworowej przewaznie opiera sie na wystepowaniu w guzach litych stref niedotlenienia,
co pocigga za sobg przeprogramowanie metabolizmu glukozy na glikolize tlenowa, gdzie heksokinaza
odgrywa znaczaca role [74].

Waznym aspektem kwalifikujgcym HK2 jako cel molekularny w terapii nowotworowej jest
utworzenie kompleksu miedzy enzymem HK2, a zaleznym od napiecia kanatem anionowym 1 (VDAC1)
[66, 70, 75, 76]. Liczne badania naukowe udowodnity nadekspresje VDAC1 w komdrkach
nowotworowych [76, 77]. VDAC1, biatko zlokalizowane na zewnetrznej btonie mitochondrialnej, jest
transporterem jondw i czasteczek miedzy cytozolem a mitochondriami [66] [70]. Mitochondria to
wewnatrzkomdrkowe organelle odpowiedzialne miedzy innymi za produkcje energii w postaci
adenozyno-5'-trifosforanu (ATP). W ten sposob utworzenie kompleksu VDAC1-HK2 zapewnia
heksokinazie tatwy dostep do wewngatrzmitochondrialnego ATP, substratu wykorzystywanego w reakcji
fosforylacji glukozy, co powoduje, ze komérki nowotworowe mogg zwiekszy¢ tempo glikolizy [69].
Ponadto potgczenie HK2 z VDAC1 pozwala na wydalanie produktu reakcji fosforylacji — G6P,
zapobiegajgc w ten sposdb hamowaniu enzymu poprzez ujemne sprzezenie zwrotne [75]. Oprocz
enzymatycznych funkcji kompleksu HK2 z VDAC1 wspomagajgcych progresje nowotworu, takie
potgczenie biatek chroni komdrki nowotworowe przed zaprogramowang Smiercig komarki. Interakcja
HK2 z VDAC1 uniemozliwia dostarczanie i uwalnianie czynnikéw apoptycznych z mitochondriow do
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cytozolu, zaktécajagc w ten sposdb szlak apoptozy, pozwalajagc na dalszg proliferacje komodrek
nowotworowych [76].

2.8. Terapia skojarzeniowa w onkologii

Opieranie sie na tradycyjnym profilu cytotoksycznosci pojedynczego srodka w walce
z nowotworem wydaje sie niewystarczajgcym podejsciem w leczeniu onkologicznym. Odpowiedzi
kliniczne w monoterapii sg na ogoét krétkotrwate [78]. U wiekszo$ci pacjentow z guzami litymi, podczas
leczenia, rak rozwija sie szybko i staje sie oporny w ciggu kilku miesiecy [1]. Chemo- i radioopornos¢
staty sie powszechnym problemem monoterapii. Wynika to z tego, ze state leczenie tym samym
srodkiem powoduje, ze komérki nowotworowe, charakteryzujace sie heterogenicznoscia, poszukuja
alternatywnych szlakéw przezycia. Terapie skojarzone zapewniajgce ulepszong forme leczenia,
stanowig potencjalne rozwigzanie zagadnienia zwigzanego z opornoscia nowotwordéw. Terapia
skojarzeniowa (kombinowana) polega na wykorzystaniu potgczenia dwdch lub wiecej cytostatykdw
o odrebnym mechanizmie dziatania, ukierunkowanych na odmienne cele molekularne lub jest to
kombinacja réznych strategii terapeutycznych, miedzy innymi takich jak [1]:

e Chemioterapia - uszkodzenie komdrek nowotworowych za pomocy naturalnych badz
syntetycznych cytostatykow,

e Radioterapia - miejscowe naswietlanie nowotworu promieniowaniem jonizujgcym,

e |Immunoterapia - modulacja uktadu odpornosciowego w celu wykorzystania go do walki
z komérkami nowotworowymi,

e Hormonoterapia - zmiana S$rodowiska hormonalnego w celu zahamowania wzrostu
nowotworow hormonozaleznych,

e Leczenie chirurgiczne - wykonanie zabiegdw chirurgicznych majgcych na celu usuniecie badz
zniszczenie zmiany nowotworowe;j.

Terapia skojarzeniowa zapewnia skuteczng i ulepszong forme leczenia nowotworéw. Wynika to
z wykorzystania odrebnych mechanizméw dziatania wielu srodkéw terapeutycznych, zdolnosci do
celowania w wiele szlakdw biochemicznych komérek nowotworowych, zapewniajagc w ten sposéb
addytywny efekt dziatania [79].

2.8.1. Zastosowanie inhibitorow HK2 w terapii kombinowanej

taczenie inhibitorow HK2 z typowymi lekami przeciwnowotworowymi pozwala na jednoczesne
oddziatywanie na komérki tlenowe oraz niedotlenione, zapewniajac synergistyczny efekt dziatania na
komérki nowotworowe, np. w przypadku leczenia pacjentéw z zaawansowanymi guzami litymi
docetakselem w skojarzeniu ze znanym inhibitorem HK2: 2-deoksy-D-glukozg [80]. Taka forma leczenia
onkologicznego réwniez zasadniczo minimalizuje radio- oraz chemoopornos$¢, poniewaz komorki
nowotworowe czesto nie sy w stanie przystosowac sie do réwnoczesnych toksycznych skutkéw dwdch
Srodkdéw terapeutycznych, ukierunkowanych na rdézne $ciezki dziatania. Dla przyktadu, stosowanie tylko
typowych lekdéw przeciwnowotworowych powodujgcych uszkodzenia DNA, po czasie sprawia, ze
komaorki mogg stac sie oporne na leczenie ze wzgledu na wigczenie mechanizméw naprawy DNA.
Wykorzystujgc inhibitory HK2, ktére hamujg proces glikolizy, aktywacja proceséw naprawczych
komdrek nowotworowych jest utrudniona z powodu obnizonego poziomu ATP w komdérkach,
dostarczajgcego energii w systemie naprawczym [81].

Udowodniono, ze lekooporno$¢ bardzo czesto wigze sie z duzym zapotrzebowaniem
energetycznym komdrek nowotworowych, a co za tym idzie zwiekszonym tempem glikolizy
i nadekspresjg HK2. W przypadku ludzkiej linii raka piersi MCF-7 typu dzikiego oraz wywodzacej sie
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z niej lekoopornej linii komdérkowej MCF-7, 3-krotnie wiekszg szybkos¢ glikolizy przypisuje sie
chemoopornej linii komérkowej [82]. Obnizenie poziomu ATP przez inhibitory HK2 wykazato
synergistyczny efekt w terapii skojarzonej w zakresie hamowania wzrostu i zapobiegania nawrotom
kilku typdw komérek nowotworowych [79, 83, 84, 79, 85].

Niedotlenienie komdrek nowotworowych w guzach litych jest takze przyczyng opornosci
w radioterapii. Hipoksja powoduje zmniejszenie poziomu reaktywnych form tlenu, a co za tym idzie
ograniczenie uszkodzen DNA spowodowanych promieniowaniem jonizujgcym. Inhibitory HK2
pozwalajg na odwrdécenie tego efektu i poprawe w skutecznosci prowadzenia radioterapii [86].
Przeprowadzono badania kliniczne z zastosowaniem inhibitoréw HK2 takich jak: 2-deoksyglukoza oraz
lonidamid w skojarzeniu z radioterapig, wykazujac selektywng wrazliwo$¢ na promieniowanie
jonizujace, wydtuzenie czasu przezycia pacjenta oraz poprawe jakosci zycia chorego [83, 84, 87].

Ponadto, dzieki addytywnym efektom wystepujgcym w leczeniu skojarzeniowym, mozliwe jest
zastosowanie mniejszych dawek terapeutycznych, pozwalajgc w ten sposdb ograniczy¢ toksycznosé
leczenia onkologicznego. Zastosowanie doustnej dawki 200 pg/ml metforminy (inhibitor HK2)
z wstrzyknieciem 1 mg/kg doksorubicyny spowodowato taki sam efekt przeciwnowotworowy jak
w przypadku monoterapii doksorubicyng z uzyciem leku w dawce 4 mg/kg. W tym przypadku terapia
kombinowana pozwala na 4-krotne zmniejszenie dawki doksorubicyny, co przektada sie na
zniwelowanie skutkéw ubocznych podczas leczenia [88].

Liczne badania potwierdzajg, ze zastosowanie inhibitoréow HK2 w terapii skojarzeniowej
zapewnia skuteczng i ulepszong forme leczenia onkologicznego, znacznie poprawiajgc wyniki
terapeutyczne, pozwalajgc na dtugoterminowa kontrole choroby.

2.9. Inhibitory Heksokinazy 2

W literaturze opisano kilkanascie potencjalnych inhibitoréw HK2, ktére bezposrednio lub
posrednio wptywajg na aktywnos$¢ heksokinazy 2 (Rysunek 16) [62, 77]. Pierwsza grupa zwigzkéw
wplywa na centrum aktywne enzymu poprzez oddziatywanie z miejscem wigzania glukozy badz
nasladujac produkt fosforylacji G6P. Druga grupa inhibitoréow zaktdca oddziatywanie kompleksu HK2-
VDAC1 wskutek oddysocjowania enzymu od zaleznego od napiecia kanatu anionowego [89]. Niektdre
zwigzki, takie jak lonidamid (LD) i metformina (Met), wykazuja dwojaki sposéb dziatania: bezposredni
wplyw na aktywnosé HK2 oraz interakcje z kompleksem HK2-VDAC1. Pomimo dtugoletnich badan nad
inhibitorami HK2, zaden z nich nie spetnia podstawowych kryteridw, takich jak: wysoka selektywnos¢
dziatania, znaczaca aktywnosc inhibicyjna oraz niska toksycznos¢ ogdélnoustrojowa.
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Rysunek 16. Potencjalne inhibitory HK2 zgtaszane w literaturze.
Ponizej przedstawiono opisy powszechnie znanych inhibitoréw HK2.

2-Deoksy-D-glukoza (2-DG)
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2-Deoksy-D-glukoza (2-DG)

2-DG jest mimetykiem glukozy, gdzie grupa hydroksylowa w pozycji 2 zostata zastgpiona
wodorem. Zracji duzego podobienistwa do naturalnego substratu heksokinazy, charakteryzuje sie
wysokim powinowactwem do HK (Kn=27 uM), konkurujagc o miejsce aktywne z glukozg [90].
Mechanizm dziatania inhibitora zostat przedstawiony na Rysunku 17. 2-DG hamuje HK na skutek
inhibicji niekompetencyjnej. 2-DG jest transportowana za pomocg GLUT (transportery glukozy) do
wnetrza komérki, gdzie ulega fosforylacji przez HK do 2-deoksy-D-glukozo-6-fosforanu. Produkt tej
reakcji, ze wzgledu na brak grupy 2-OH, nie moze by¢ dalej metabolizowany, co prowadzi do jego
akumulacji w komérce, zatrzymania metabolizmu glukozy i w konsekwencji smierci komérki [57].
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Rysunek 17. Mechanizm dziatania 2-DG w komoérce.

Z uwagi na hamowanie wzrostu komérek nowotworowych przez 2-DG, prowadzone sg had nim
badania kliniczne jako leku do zastosowania w terapii przeciwnowotworowej oraz terapii
kombinowanej [57, 83, 84]. Krotkotrwate podawanie 2-DG jest nietoksyczne dla ludzi i zwierzat, jednak
dtugotrwate leczenie tym sSrodkiem moze by¢ toksyczne w szczegdlnosci dla mdzgu, powodujac
hiperglikemie. Niska selektywnosé, staby profil farmakokinetyczny i farmakodynamiczny ograniczajg
aktywnos¢ terapeutyczng 2-DG [91].

Lonidamid (LD)

o
OH

-

Cl

Lonidamid (LD)

Lek przeciwnowotworowy stosowany w niektdrych krajach europejskich jako inhibitor glikolizy,
jednakze nie zostat jeszcze zatwierdzony przez Agencje Zywnosci i Lekéw FDA (ang. Food and Drug
Administration) [92]. Mechanizm hamowania glikolizy opiera sie na bezposrednim obnizeniu
aktywnosci HK2 oraz zaktdceniu wigzania kompleksu HK2 z VDAC1 [93]. Ostatnie badania wykazaty, ze
LD moze mieé¢ wiecej celéw molekularnych poza HK2, takich jak: kompleks poréw przejscia
przepuszczalnosci (PT), transporter monokarboksylanu (MCT), mitochondrialny nosnik pirogronianu
(MPC) [94]. Jego obiecujgce wtasciwosci przeciwnowotworowe i stosunkowo niska toksycznos$é wobec
komoérek zdrowych sktonity naukowcéw do przeprowadzenia badan klinicznych:

e |l faza badan klinicznych w leczeniu glejaka ztosliwego z nadekspresjg HK2 [95],

o |l faza badaid klinicznych w leczeniu raka jajnika w terapii kombinowanej
z cisplatyng/paklitakselem [96],
e Il faza badan klinicznych w leczeniu nowotwordw gtowy i szyi w skojarzeniu z radioterapig [87].

Badania kliniczne nad LD wykazaty, ze skojarzenie LD z chemioterapig i radioterapig jest
stosunkowo bezpieczne i potencjalnie skuteczne, zastosowanie LD w monoterapii potwierdzity
ograniczong aktywnosc¢ terapeutyczng [87, 95, 96].
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Jest to lek zatwierdzony przez FDA stosowany w leczeniu cukrzycy typu 2. Charakteryzuje sie
dobrym profilem bezpieczeristwa z ograniczonymi skutkami ubocznymi takimi jak: niedobdr witaminy
B12, dolegliwosci zotgdkowo-jelitowe [97]. Lek ten wykazuje réwniez dziatanie przeciwnowotworowe,
przez obnizenie aktywnosci HK2, wigzgc sie w miejsce produktu reakcji G6P oraz dodatkowo
oddysocjowujgc enzym z zewnetrznej btony mitochondrialnej [98]. Badania wykazaty, ze stosowanie
Met w skojarzeniu ze znanymi cytostatykami zapewnia skuteczng forme terapii przeciwnowotworowej
dla raka jajnika, piersi, prostaty i ptuc, przyspieszajac regresje nowotworu oraz przedtuzajac jego
remisje [88, 99].

Kwas 3-bromopirogronowy (3-BrPa)

(o}

Br/\H)kOH

(0]
Kwas 3-bromopirogronowy (3-BrPa)

3-BrPa  to analog kwasu pirogronowego, wykazujacy obiecujagce  dziatanie
przeciwnowotworowe wobec réznych typow nowotwordow zaréwno in vivo jak i in vitro
[100][101][102][103]. Udowodniono, ze 3-BrPa powoduje kowalencyjng modyfikacje heksokinazy
poprzez reakcje z reszty cysteiny w tancuchu biatkowym, znaczaco indukuje rozszczepienie kompleksu
HK2-VDAC, inicjujagc w ten sposdb apoptoze [102]. Ograniczona skuteczno$¢ zastosowania 3-BrPa
wynika z jego silnych wtasciwosci alkilujgcych. Cecha ta powoduje, ze 3-BrPa moze mie¢ wiele celéw
molekularnych, czynigc zwigzek cytotoksyczny. Przyktadowo, 3-BrPA wykazuje zalezng od dawki
toksycznos$¢é wobec watroby i dwunastnicy [104].

Jasmonian metylu (JM)

o}

0
/

Jasmonian metylu (JM)

JM to pochodna cyklopentanonu nalezgca do roslinnych hormondw stresu [105]. Badania
potwierdzajg przeciwnowotworowe dziatanie JM dla licznych typéw nowotwordow, miedzy innymi
czerniaka, raka prostaty, sutka, biataczki limfoblastycznej oraz chtoniaka [106]. Cytotoksyczna dawka
JM przyjmuje wartosci milimolowe, preferencyjnie wptywajac na komdrki nowotworowe. Wedtug
Federalnej Agencji Ochrony Srodowiska Stanéw Zjednoczonych JM, jako substancja powszechnie
spozywana w owocach, jest bezpieczna dla ludzi [105]. Udowodniono, ze JM ma wiele celéw
molekularnych, w tym wptyw na kompleks HK2-VDAC1. Mechanizm dziatania JM polega na wigzaniu
sie z mitochondrialnym HK1 oraz HK2, wptywajgc w ten sposéb na interakcje enzymu z kanatem VDAC,
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powodujgc dysocjacje HK z kompleksu. Odfgczenie enzymu od VDAC powoduje utrate funkcji
mitochondriéw, prowadzac do martwicy i apoptozy komérek [107].

Pochodne glukozaminy

Rysunek 18. Podstawowa struktura glukozaminy

Glukozaminy (Rysunek 18) sg to pochodne glukozy, w ktérych grupa hydroksylowa w pozycji 2
zostata zastgpiona grupg aminowa. Na podstawie wysokoprzepustowych badan przesiewowych (ang.
High-throughput screening HTS) pochodne glukozaminy okreSlono jako selektywne inhibitory HK2
[108]. Zwigzki te zostaty zgtoszone w patencie jako inhibitory heksokinazy 2 [109]. Optymalizacja ich
struktury w oparciu o analize SAR (ang. Structure-activity relationship) doprowadzita do odkrycia
obiecujgcej pochodnej glukozaminy 4'-chloro-N-((2S,3R,4R,5S,6S)-6-((2,3,-dichlorofenylosulfonylo)-
metylo)2,4,5-trihydroksytetrahydro-2H-pirano-3-ylo)bifenylo-3-sulfonamidu  (Rysunek 19), ktéra
wykazuje wartos¢ ICspdla HK2 i HK1 odpowiednio: ICso = 0,0079 uM i 1,0 uM. Badania krystalograficzne
wykazaty, ze zwigzek ten dopasowuje sie do centrum aktywnego HK2, nasladujgc zaréwno glukoze jak
i G6P [108].

4'-chloro-N-((2S,3R,4R,5S,6S)-6-((2,3,-dichlorofenylosulfonylo)metylo)2,4,5-
trinydroksytetrahydro-2H-pirano-3-ylo)bifenylo-3-sulfonamid

Rysunek 19. Struktura chemiczna pochodnej glukozaminy, zgtoszonej jako obiecujacy inhibitor HK2.

Steryd z Ganodermy

Steryd z Ganodermy

Na podstawie wirtualnych badan przesiewowych (ang. Virtual screening, VS) stwierdzono, ze
jeden ze steroli bedacy sktadnikiem szczepu grzybdw Ganoderma sinense, nalezy do grupy
potencjalnych silnych inhibitoréow HK2, o ICsop réwnym 2,06 £ 0,15 uM. Wykazuje réwniez silne
powinowactwo do enzymu, ze statg K40 wartosci 114,5 + 2,7 uM. Hamuje progresje nowotworu, z 4-
krotng selektywnoscig wobec komdrek nowotworowych wzgledem normalnych [110].
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2.10. Identyfikacja potencjalnych inhibitorow HK2 o najwiekszej skutecznosci

W 2017 roku na podstawie badan przesiewowych (VS), wykorzystujgc baze danych lekéw
zatwierdzonych przez FDA, zidentyfikowano nowy potencjalny inhibitor HK2: 2-amino-3-hydroksy-N'-
(2,3,4-trihydroksybenzylo)propanohydrazyd - benserazyd. Zastosowana metoda obliczeniowa VS
oparta na strukturze (ang. Structure-based virtual ligand screening) polega na okresleniu sity
oddziatywania matoczgsteczkowego zwigzku do struktury celu molekularnego, w tym przypadku biatka
HK2 i nastepnie ocenia ich potencjalng interakcje/komplementarnos$¢ z miejscem wigzania. Benserazyd
(Benz) jako inhibitor DOPA-dekarboksylazy jest lekiem powszechnie stosowanym w leczeniu Parkinsona
w skojarzeniu z lewodopa. Ze wzgledu na to, ze Benz jest lekiem zatwierdzonym przez FDA, ma
zweryfikowang odpowiednig farmakodynamike i farmakokinetyke oraz niskg toksycznos¢, co znacznie
utatwia opracowanie nowego inhibitora HK2 na bazie struktury benserazydu [16].

Ta sama grupa badawcza, ktdra zidentyfikowata benserazyd jako inhibitor HK2, w 2020 roku
wytonita nowy potencjalny inhibitor HK2: 4-nitro-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd
(benitrobenrazyd, BNBZ). W swoich badaniach, na podstawie metod obliczeniowych, okreslita ona
fragment (E)-N’-2,3,4-trihydroksybenzylidenoarylohydrazydowy podstawowg strukturg zwigzku
wiodacego [27, 111].

Miedzy dwoma potencjalnymi inhibitorami BNBZ i Benz istnieje duze podobienstwo
strukturalne (co zaznaczono na rysunku kolorem czerwonym). Jednakze Benitrobenrazyd
w odrdznieniu od Benz zawiera w swoim faidcuchu gtdwnym, charakterystyczne ugrupowanie
azometinowe -N=CH-, co kwalifikuje BNBZ do grupy N-acylohydrazondw, natomiast benserazyd
posiadajgcy pojedyncze wigzanie -NH-CH,- do hydrazyddw.

OH
HO OH

I
{ N/N\
H HO
O,N

Benitrobenrazyd

Benserazyd

Rysunek 20. Potencjalnie skuteczne inhibitory HK2 wytonione na podstawie wirtualnych badan
przesiewowych [111] [27] [16].

2.10.1. Analiza wynikéw literatury dokowania molekularnego dla benserazydu oraz
benitrobenrazydu

Ze wzgledu na duze podobienstwo strukturalne Benz i BNBZ udowodniono, ze przewidywany
spos6b wigzania zwigzkéw w miejscu aktywnym HK2 jest podobny. Wedtug dokowania molekularnego
fragment pierscienia trihydroksybenzenowego potencjalnych inhibitoréow, zajmuje doktadnie takie
samo miejsce w centrum katalitycznym heksokinazy 2 jak pierscien cukrowy D-glukozy, ktéra jest
naturalnym substratem enzymu [16, 111]. Benserazyd nie wykazat Zzadnych oddziatywan
hydrofobowych w wysoce polarnym miejscu wigzania substratu z glukoza, w ten sposdb dobrze
wpasowujac sie w centrum aktywne HK2 [16]. Z analizy dokowania molekularnego benitrobenrazydu
wynika, ze podstawnik aromatyczny ugrupowania acylohydrazonowego obniza swobodng energie
czasteczki dla pewnej konformacji BNBZ, sprawiajac ze wigze sie ona skuteczniej z celem molekularnym
niz benserazyd [111].
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Rysunek 21. Odziatywania glukozy (a), BNBZ (b), Benz (c) z miejscem wigzgcym HK2, opracowane na
podstawie modelowania molekularnego przedstawionego w literaturze [77].

Na Rysunku 21 przedstawiono interakcje pomiedzy aminokwasami biatka HK2 a glukoza (a),
BNBZ (b), Benz (c), wigzacych sie z domeng N-koncowa enzymu. Liczne oddziatywania polarne miedzy
naturalnym substratem, a enzymem sugerujg wysoce polarny charakter miejsca aktywnego, co jest
zgodne z innymi badaniami [16, 111]. Jak mozna zauwazy¢ wszystkie sposrdd trzech przedstawionych
ligandoéw oddziatujg z tym samym aminokwasem: kwasem asparaginowym ASP:209, odpowiednio dla
glukozy oraz Benz przez 2 wigzania wodorowe oraz dla BNBZ przez 3 wigzania wodorowe. Oprocz tego,
BNBZ wykazuje takze oddziatywania pomiedzy ugrupowaniem acylohydrazonowym, a GLY:233 oraz
LYS:173. Podstawnik aromatyczny BNBZ, wykazuje interakcje z aminokwasem ILE:229. Mozna takze
zauwazy¢, ze ugrupowanie pirogalowe BNBZ jest silnie powigzane z aminokwasami w miejscu
aktywnym HK2. Natomiast w przypadku Benz, jego piersScien aromatyczny oddziatuje hydrofobowo
z aminokwasem ILE:229, grupa aminowa pochodzgca od seryny tworzy wigzania wodorowe z GLU:294.
Dodatkowo wigzania wodorowe wystepujag miedzy ugrupowaniem acylohydrazydowym Benz,

a aminokwasem GLY:233.

2.10.2. Poréwnanie aktywnosci biologicznej BNBZ oraz Benz

Udowodniono, ze Benz oraz BNBZ wykazujg aktywnos¢ przeciwnowotworowsg in vitro i in vivo.
Potwierdzono takze specyficzne ukierunkowanie tych dwdch zwigzkéw na heksokinaze 2, poprzez
wykonanie testow hamowania aktywnosci HK2 oraz okreslenie statej oddziatywania (Kq) ligand-HK2 za
pomocg termoforezy mikroskalowej (MST), co przedstawiono ponizej w tabelach [27, 16, 111]. Jak
wynika z danych przedstawionych w Tabeli 2 zaréwno BNBZ i Benz charakteryzujg sie znaczaca
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aktywnoscig hamujacg heksokinaze 2, przy czym BNBZ prezentuje sie troche korzystniej w tych
badaniach, wykazujgc o rzad nizszg wartos¢ ICso w poréwnaniu z Benz. Obydwa zwigzki cechuja sie
umiarkowang, podobng selektywnoscig wobec réznych izoform heksokinazy. Tak samo jak BNBZ, Benz
przejawia 8-krotnie wyzszg selektywnos¢ wobec HK2 w poréwnaniu z HK4 oraz okoto 5-krotnie lepsza
selektywnos¢ wobec HK2 w poréwnaniu z HK1 dla Benz i okoto 4-krotng dla BNBZ. Selektywnos¢
w stosunku do jednej izoformy heksokinazy 2 jest wainym aspektem podczas projektowania
inhibitoréw HK2, gdyz potencjalne leki nie powinny wptywaé na inne izoenzymy heksokinazy, ktére sg
potrzebne do utrzymania prawidtowych funkcji komdrkowych. Stwierdzono, ze inhibitory o wysokiej
specyficznosci dla jednej izoformy HK2 zmniejszajg skutki uboczne terapii przeciwnowotworowej.

Tabela 2. Okreslenie hamowania aktywnosci izoenzymdw heksokinazy wobec Benz oraz BNBZ.

Izoforma HK ICso (1M ) dla BNBZ ICs0 (1M ) dla Benz
HK1 2,20 +0,12 (4 razy) 25,13 +0,24 (5 razy)
HK2 0,53+0,13 5,52+0,17
HK4 4,17 + 0,16 (8 razy) 40,53 + 2,94 (8 razy)

Dla BNBZ oraz Benz wyznaczono state réwnowagi dysocjacji K4 okreslajgce warto$é stezenia
potencjalnych inhibitoréw, przy ktdrym potowa miejsc wigzgcych na enzymie jest zajeta. Do
przeprowadzenia badania wykorzystano metode MST (ang. MicroScale Thermophoresis), poréwnujac
dane z wartosciami otrzymanymi dla dwdch innych, dobrze znanych inhibitoréow HK2 takich jak
bromopirogronian oraz metformina. Przedstawione ponizej wyniki pokazujg, ze BNBZ oraz Benz
wykazujg najsilniejsze powinowactwo do wigzania sie z HK2 w porédwnaniu z wczesniej zgtaszanymi
inhibitorami HK2, przy czym BNBZ jest lepszym inhibitorem wykazujac najnizszg wartos¢ statej K.

Tabela 3. Wartosci parametréw Ky uzyskane z testu MST.

Inhibitor Ka [uM]
Benz 149+ 49
BNBZ 4,99 +0,41
3-BrPA 742 +£96.8
Met 3930 +282

BNBZ oraz Benz jako inhibitory glikolizy, powodujg zmniejszenie wychwytu glukozy
i wytwarzanie mleczanu oraz zwiekszenie produkcji reaktywnych form tlenu (ROS), co skutkuje
zahamowaniem proliferacji komérek nowotworowych i indukowanie apoptozy. Bardzo podobne
aktywnosci hamowania heksokinazy 2 przez BNBZ i Benz, jak rowniez ich zblizone powinowactwa do
enzymu i poréownywalne dokowanie molekularne sugeruja, ze oba te zwigzki przejawiajg podobny
mechanizm inhibicji.
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Tabela 4. Wartosci ICso dla BNBZ oraz BENZ wobec nowotworowych linii komérkowych oraz
prawidtowych linii komérkowych (LO2, VERO).

Linia komérkowa ICs0 (LM) dla BNBZ ICs0 (uM) dla Benz
SW480 7,13 +1,12 143,0+7,0
Lovo - 151,0+4,5
HCT116 = 181,4+ 11,5
MCF-7 - 186,0+ 12,5
SMMC-7721 - 210,4+7,9
Aspc-1 43,10+ 3,12 -
SW1990 24,00 + 8,45 -
PANC-1 >100 -
MIApaca-2 28,58 £ 1,46 -
LO2 >400 >500
Vero >400 >500

Wedtug przeprowadzonych badan in vitro [27, 16, 111] zaréwno BNBZ, jak i Benz nie
wykazywaty cytotoksycznosci wobec prawidtowych linii komdérkowych tkanek LO2 i Vero. Jednoczesnie
wykazywaty one dziatanie cytotoksyczne wobec linii komérkowych réinych typéw nowotwordw,
szczegllnie tych z nadekspresjg HK2 (Tabela 4). W badaniach in vivo, udowodniono, ze wstrzykniecie
BNBZ lub Benz znaczgco hamuje wzrost guza u myszy z nowotworem SW480 (w przypadku Benz) oraz
u myszy znowotworem SW1990 i SW480 (w przypadku BNBZ). Nie zaobserwowano przy tym
toksycznosci dla zdrowych tkanek.

2.10.3. Okreslenie struktur wiodacych inhibitorow HK2

Na podstawie doniesien literaturowych benserazyd oraz benitrobenrazyd wydajg sie by¢
najbardziej obiecujacg grupa inhibitorow heksokinazy 2. Benz jako lek zatwierdzony przed FDA
charakteryzuje sie juz okreslong, zdefiniowang niska toksycznoscig i ustalonym metabolizmem leku
w ustroju po wprowadzeniu do organizmu, czyli wtasciwosciami w zakresie: wchtaniania, dystrybucji,
wydalania i toksycznosci. Wedtug badan zmian histomorfologicznych myszy leczonej BNBZ, ktére nie
wykazaty nieprawidtowosci, mozna przypuszczaé, ze benitrobenrazyd réwniez charakteryzuje sie
obiecujaca niskg toksycznoscig. W oparciu o dotychczasowe wyniki badan in vitro i in vivo mozna
whnioskowa¢, ze pochodne obu zwigzkéw wyjsciowych Benz i BNBZ stanowig podstawe do dalszych
modyfikacji ich struktury w celu otrzymania zwigzkéw o polepszonych wtasciwosciach inhibicyjnych.
W niniejszej pracy podjeto sie transformacji strukturalnej scharakteryzowanych wczesniej w literaturze
inhibitoréw HK2: benitrobenrazydu oraz benserazydu, w celu zoptymalizowania struktury zwigzku
wiodgacego.
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3. Czes¢ badawcza

3.1. Uzasadnienie tematu badan, zatozenia i cel pracy

Przytoczone w przegladzie literaturowym liczne badania naukowe, wskazujg na to, ze enzym
glikolityczny — HK2 stanowi potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu onkologicznym, szczegdlnie
w przypadku nowotwordw ztosliwych. W literaturze znanych jest kilkanascie potencjalnych inhibitorow
HK2, ktére przedstawiono w czesci literaturowej w rozdziale: 2.9. Inhibitory heksokinazy 2. Pomimo
tego, ze niektdre z tych zwigzkdéw zostaty dobrze poznane izbadane, nadal zaden ze zgtaszanych
inhibitoréw HK2, nie wywotuje znaczgcego efektu terapeutycznego. Pewne nadzieje wigzano
z dopuszczonym w niektorych krajach europejskich lekiem przeciwnowotworowym o nazwie
lonidamid. Nie zostat on jednak jeszcze zatwierdzony przez FDA ze wzgledu na ograniczong
selektywnos¢ i skutecznosé. Przeprowadzono badania kliniczne wsrdd najczedciej postulowanych
w literaturze inhibitorow heksokinazy, takich jak 2-DG oraz 3-BrPa [57, 112]. Jednakze staby profil
farmakokinetyczny i farmakodynamiczny 2-DG [57] oraz toksyczno$¢ ogdlnoustrojowa 3-BrPA [112] jest
gtéwng przyczyng ich niewystarczajacej aktywnosci terapeutycznej [112]. Wykonanie licznych badan
przedklinicznych oraz klinicznych nad inhibitorami glikolizy potwierdza istotnos¢ zwigzkéw
wplywajacych na aktywnos$¢ HK2. Niemniej jednak, ze wzgledu na stabe dziatanie i skutki uboczne tych
zwigzkow, opracowanie nowych, matoczgsteczkowych substancji o skutecznej aktywnosci inhibicyjnej
HK2 pozostaje nadal silng potrzebg w dziedzinie chemii medycznej.

Celem moich badan byto zaprojektowanie i synteza N-acylowych pochodnych hydrazonéw
aldehydéw mono- oraz polihydroksybenzoesowych, ktérych atom azotu N-2 byt acylowany kwasami
benzoesowymi, kwasem propionowym lub aminokwasami. Otrzymane zwigzki, ze wzgledu na swoje
podobienstwo strukturalne do Benz i BNBZ, mogg stanowi¢ skuteczne inhibitory heksokinazy 2 (HK2)
o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym. Zsyntezowane pochodne poddano ocenie ich
zdolnosci pod katem hamowania heksokinazy 2 oraz wstepnych badan biologicznych pod wzgledem
aktywnosci przeciwnowotworowe;j.

Realizacja tego celu wymagata:

e Dokonania przegladu literaturowego na temat znaczenia heksokinazy 2 w komdrkach
nowotworowych oraz inhibitoréw HK2,

e  Optymalizacji struktury znanych inhibitoréw HK2 jakim sg benserazyd oraz benitrobenrazyd,

e Zaprojektowanie w oparciu o przeglad literatury naukowej, biblioteki nowych pochodnych
hydrazonéw i hydrazydéw aldehyddw mono- oraz polihydroksybenzoesowych w celu
okreslenia zaleznosci SAR (Structure-Activity Relationship),

e Opracowanie nowych metod syntezy zwigzkdéw organicznych zawierajgcych w swojej budowie
ugrupowanie hydrazonowe i hydrazydowe oraz scharakteryzowanie ich pod wzgledem
fizykochemicznym (NMR, HRMS),

e Badania efektu inhibicyjnego wybranych, otrzymanych pochodnych w odniesieniu do HK2,

e Przetestowanie najbardziej obiecujgcych inhibitorow sposréd syntezowanych zwigzkow
w kierunku aktywnosci antyproliferacyjnej.

Zakres badan obejmujgcy synteze zwigzkéw poddanych ocenie aktywnosci hamowania HK2
dotyczyt:

e Zmiany ilosci oraz potozenia grup hydroksylowych we fragmencie aromatycznym,
e Zastgpienia grupy nitrowej w strukturze BNBZ innymi grupami funkcyjnymi,
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e Syntezy analogéw benserazydu, w ktorych seryna w benserezydzie zostata zastgpiona
odmiennymi aminokwasami,

e Woprowadzenia réznych objetosciowo podstawnikdow aromatycznych oraz grupy etylowej
w strukturze N-acylowych pochodnych hydrazonéw 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu,

e Redukcji wigzania iminowego w wybranych pochodnych N-acylowanych hydrazondw.

Wyselekcjonowane w badaniach zwigzki mogg stac sie punktem wyjscia do przysztego opracowania
nowych lekéw, ktére mogg usprawnic terapie przeciwnowotworowg, zwtaszcza w przypadku szybko
proliferujgcych nowotwordéw ztosliwych.

3.2. Opracowanie metody syntezy 2,3,4-trihydroksybenzaldhydrazonéw
pochodnych kwasow aromatycznych oraz kwasu propionowego.
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R = etyl, fenyl, 1-naftyl, 9-antracenyl, 4-fluorofenyl,
4-aminofenyl, 4-nitrofenyl, 4 merkaptofenyl
Schemat 14. Schemat reakcji otrzymywania N-acylowych pochodnych hydrazonéw
2,3,4-trihydroksybenzaldehydu.

3.2.1. Otrzymywanie estrow kwasow aromatycznych

SOCly,

R = 1-naftyl, 4-fluorofenyl, 4-aminofenyl
Schemat 15. Synteza odpowiednich estréw za pomocg reakcji z chlorkiem tionylu.

1-naftoesan metylu otrzymano w reakcji odpowiedniego kwasu z alkoholem wobec chlorku
tionylu w temp. pokojowej lub wrzenia, metodg one-pot opisang w literaturze [113]. Po 24 godzinach
metanol odparowano z mieszaniny reakcyjnej, a pozostatos¢ wylano do wodnego roztworu NaHCOs. Po
wykonanej neutralizacji wytracit sie brunatny olej. Z tego wzgledu, wykonano ekstrakcje octanem etylu.
Warstwe organiczng suszono nad bezwodnym MgSQO, i nastepnie odparowano rozpuszczalnik uzyskujac
ester z 97% wydajnoscig jako brunatny olej. Ester metylowy kwasu 4-fluorobenzoesowego otrzymano
wedtug tej samej metody, jednakze po dodaniu chlorku tionylu reakcje prowadzono w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika przez 24 godziny. Produkt wydzielono, po neutralizacji roztworem NaHCO3;
i ekstrakcji octanem etylu, jako bezbarwny olej o charakterystycznym zapachu z wydajnoscig 73%. W
ten sam sposéb, prowadzac reakcje w temperaturze pokojowej, otrzymano 4-aminobenzoesan metylu.
W tym wypadku, w trakcie neutralizacji mieszaniny poreakcyjnej wytracit sie osad produktu, ktéry po
odsgczeniu suszono pod zmniejszonym ci$nieniem, pomijajac etap ekstrakcji. Otrzymano
4-aminobenzoesan metylu jako zéttawy osad z 85% wydajnoscia. Czystos¢ otrzymywanych produktéw
potwierdzono analizg NMR i TLC (ukfad rozwijajgcy 100% CHCls).
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Schemat 16. Synteza estru kwasu antraceno-9-karboksylowego.

Reakcje estryfikacji z uzyciem chlorku tionylu prébowano zastosowaé w syntezie estru kwasu
antraceno-9-karboksylowego, jednakze wydajnos¢ uzyskanego estru byta niska (5%). Antraceno-9-
karboksylan metylu otrzymano w dwuetapowej syntezie, w pierwszym etapie otrzymano chlorek kwasu
antraceno-9-karboksylowego [114], w obecnosci nadmiaru chlorku tionylu i niewielkiej ilosci
dimetyloformamidu jako katalizatora. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej w atmosferze
argonu przez 4 godziny. W trakcie trwania reakcji, po dodaniu DMF kwas catkowicie sie rozpuscit,
a klarowny roztwdr przybrat z26ttg barwe. Po 4 godzinach usunieto SOCI; pod zmniejszonym ci$nieniem
i przemyto pozostatosé¢ toulenem. Otrzymany pomaraiczowy osad chlorku acylu estryfikowano
etanolem w obecnosci trietyloaminy w temperaturze pokojowe] 24 godziny. Po zakoriczonej reakcji,
nadmiar etanolu usunieto pod zmniejszonym cisnieniem. Sél trietyloamoniowg, DMF oraz pozostatosci
kwasu usunieto, przemywajgc roztwor estru w chloroformie wodg. Czysty produkt otrzymano stosujac
kolumne chromatograficzng wypetniong zelem krzemionkowym, stosujgc 50% AcOEt:n-heksan, v/v
jako eluent. Otrzymano ester etylowy kwasu antraceno-9-karboksylowego jako czerwony osad
z wydajnoscig 90%.

MeOH,
H2804 O/
O
1

OH
/g
R o) R/g
R = 4-merkaptofenylo, 4-nitrofenylo

Schemat 17. Synteza wybranych estrow metodg estryfikacji Fishera.

4-merkaptobenzoesan metylu otrzymano poprzez estryfikacje z uzyciem chlorku tionylu oraz
metanolu. Poczatkowo reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 12 godzin, jednakze
z powodu braku konwersji kwasu do estru, reakcje kontynuowano przez nastepne 12 godzin
w temperaturze wrzenia. Ester otrzymano z niskg wydajnoscig 40%. W kolejnej prébie syntezy estru
metylowego kwasu 4-merkaptobenzoesowego wykorzystano metode estryfikacji Fishera opisang
w literaturze [115], ktdra jest prostg oraz wydajng metodg otrzymywania estréw podstawionych
kwasow aromatycznych. W tym celu do zawiesiny kwasu 4-merkaptobenzoesowego w metanolu
wkroplono katalityczng ilo$¢ H.SO4. Mieszanine ogrzewano w temperaturze wrzenia metanolu przez 24
godziny. W takcie ogrzewania zawiesina kwasu powoli roztwarzata sie, a po 12 godzinach catkowicie
zanikta. Po zakoniczonej reakcji odparowano metanol, do pozostatosci dodano octan etylu i otrzymany
roztwar przemywano roztworem NaHCQOs, a nastepnie wodg. Warstwe organiczng suszono nad Na,SO,,
kolejno odparowano uzyskujgc biatawy osad bedacy oczekiwanym estrem z wydajnoscia 90%.
4-Nitrobenzoesan metylu réwniez otrzymano metodg estryfikacji Fishera. Metode zmodyfikowano na
etapie wydzielania produktu, gdzie mieszanine reakcyjng po zakornczeniu reakcji wylano do
mieszajgcego sie wodnego roztworu K;COs, neutralizujgc w ten sposdéb kwasy, ktdérych sole
nieorganiczne tatwo rozpuszczajg sie w wodzie. W tych warunkach ester wytrgca sie w postaci osadu,
ktéry tatwo mozna odsaczy€. Czysty ester otrzymano z wydajnoscig 98%.
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3.2.2. Otrzymywanie N-acylohydrazyn

~

0 NH,
NoHgH,0  HNT
—_—
R S MeOH R o)
1
2a: R =etyl,
2b: R = fenyl,

2c: R = 4-fluorofenyl,
2d: R = 4-nitrofenyl,
2e: R = aminofenyl,
2f: R = 1-naftyl.

Schemat 18. Reakcja otrzymywania N-acylohydrazyn.

N-Acylohydrazyny (hydrazydy) 2 syntezowano z dobrg wydajnoscig (60-89%) w reakcji
odpowiednich estréw z nadmiarem monohydratu hydrazyny w roztworze metanolu [116].

W przypadku otrzymywania hydrazydu kwasu propionowego 2a, do roztworu propionianu
metylu w metanolu dodano 98% monohydratu hydrazyny (4 ekw.). Mieszanine reakcyjng poczatkowo
mieszano w temperaturze pokojowej, jednak po 12 godz. stwierdzono znikomy przyrost produktu,
reakcje kontynuowano w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez kolejne 24 godziny. Po
zakonczonej reakcji metanol odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, uzyskujac oleistg pozostatosc.
Hydrazyd kwasu propionowego 2a oczyszczono za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym, eluujac 3% MeOH/CHCls (v/v). Metoda ta pozwolita w tatwy sposob oddzieli¢
pozostatos¢ estru metylowego kwasu propionowego oraz nadmiar hydrazyny, ktéra jako ciecz polarna,
tak silnie oddziatuje z powierzchnig sorbentu fazy stacjonarnej, ze zastosowany uktad elucyjny nie jest
w stanie wymy¢ hydrazyny z kolumny. Frakcje z produktem odparowano i suszono pod zmniejszonym
cisnieniem 12 godzin, uzyskujac biaty osad z 89% wydajnoscia.

Podczas syntezy benzohydrazydu 2b, komercyjnie dostepny benzoesan etylu rozpuszczony
w etanolu traktowano 98% monohydratem hydrazyny (4 ekw.), w temperaturze pokojowej przez 24
godziny. Analiza TLC wskazywata nadal na obecnos$¢ estru, dodano jeszcze jeden ekwiwalent hydrazyny
i mieszano kolejne 24 godziny. Po tym czasie mieszanine odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a
pozostatosc¢ krystalizowano z mieszaniny etanol:woda (1:2 v/v). Czysty produkt 2b otrzymano w postaci
biatych ptatkdéw z wydajnoscig 77%.

Fluorobenzohydrazyd 2c otrzymano przez mieszanie roztworu estru i 98% monohydratu
hydrazyny (4 ekw.) w metanolu, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika przez 24 godz. Podczas
monitorowania postepu reakcji za pomocg TLC (uktad rozwijajacy 10% MeOH/CHCIs) zaobserwowano,
ze w miare uptywu czasu powstaje produkt uboczny o wyzszym niz docelowy produkt wspdtczynniku R¢
(Rf = 0,5). Wspodtczynnik R¢ produktu reakcji wynosi 0,25. Po zakoriczonej reakcji odparowano czes¢
metanolu z mieszaniny reakcyjnej i przesgczono wytrgcony osad, oceniajgc na podstawie TLC, ze jest to
gtéwnie produkt uboczny o R¢ = 0,5. Biatawy osad zanalizowano za pomocg spektroskopii NMR,
stwierdzajac ze jest to N,N’-bis(4-fluorobenzoilo)hydrazyna, powstajgca w reakcji hydrazydu z estrem
(Schemat 19).
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Schemat 19. Schemat mozliwej reakcji ubocznej zachodzacej podczas syntezy 4-Fluorobenzhydrazydu.

Strukture produktu ubocznego potwierdzajg na widmie *H NMR (Rysunek 22) dwa multiplety
protonéw pochodzgcych od symetrycznych, pierscieni aromatycznych: 7.27-7.30 ppm i 7.88-7.90 ppm,
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a takze singlet przy przesunieciu 9.80 ppm, dwdch protonéw grup amidowych oraz brak sygnatu
w okolicy 4.50 ppm pochodzacy od protondw wolnej grupy NH, 4-fluorobenzohydrazydu. Dodatek
4-krotnego nadmiaru hydrazyny powinien zapobiec konkurencyjnej reakcji diacylowania. Powstanie
produktu diacylowania mogto by¢ spowodowane zastosowang podwyziszong temperaturg reakcji.
Préba otrzymania hydrazydu w temperaturze pokojowej zakofczyta sie jednak niepowodzeniem, po 72
godz. analiza TLC wykazata brak produktu. Ostatecznie hydrazyd 2c otrzymano w wyniku ogrzewania
reagentow przez 24 godziny, wydzielajgc go z mieszaniny poreakcyjnej poprzez dwukrotna krystalizacje
z mieszaniny rozpuszczalnikéw H,O:EtOH (2:1, v/v) uzyskujac biaty osad z wydajnoscig 60%.

o OO PN WOOO WM O N—=-O n
® SR0RBRBEANN ® =ihihil R
[e)} NINININEARNINNNNDN o™ MmAaNANN
| ———— | I~ I
(
/
/ / f b
F
o
,NH
NH
o
F
A
A
b‘w JU\,A R\_JU\ J.
) & & & £ &
) - S) 2 N 3
S - - 3 IS S
11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 0 3.0 2.0 1.0 0.0

0 5.0
f1 (ppm)
Rysunek 22. Widmo *H NMR (DMSO) N,N'-bis(4-fluorobenzoilo)hydrazyny.

Hydrazyd kwasu 4-nitrobenzoesowego 2d otrzymano z wydajnoscig 65%, poprzez traktowanie
trzykrotnym nadmiarem hydrazyny metanolowego roztworu 4-nitrobenzoesanu, w temperaturze
pokojowej. Zastosowano tagodniejsze warunki reakcji niz przedstawiane w literaturze [111], prowadzac
reakcje w temperaturze pokojowej oraz ograniczajac ilos¢ hydrazyny. Ponadto, ustalono maksymalny
czas prowadzenia reakcji na 4 godziny, stwierdzajac po wykonaniu dwodch réwnolegtych
eksperymentodw, ze wydtuzenie czasu nie wptywa znaczaco na konwersje substratu, a jedynie generuje
powstawanie produktéw ubocznych.

Zgodnie z danymi literaturowymi reakcje otrzymywania 4-aminobenzohydrazydu 2e nalezy
prowadzi¢ przez 4 godziny we wrzgcym etanolu z zastosowaniem 1,5 ekwiwalentu hydrazyny [117].
Niestety, w tych warunkach syntezy otrzymano produkt z wydajnoscig jedynie 24%. W celu
optymalizacji metody syntezy, wydtuzono czas ogrzewania mieszaniny reakcyjnej do 24 godzin oraz
zastosowano 4 ekwiwalenty hydrazyny. Jednakze dtuzszy czas reakcji, w podwyzszonej temperaturze
spowodowat powstanie produktéw ubocznych, trudnych do usuniecia poprzez krystalizacje
w metanolu. Ostatecznie, do roztworu 4-aminobenzoesanu metylu w metanolu dodano
6 ekwiwalentdw monohydratu hydrazyny i mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej
przez 6 dni. Po 5 dniach z roztworu wypadt biatawy osad. Stwierdzajgc brak jakichkolwiek zmian oraz
brak dalszej konwers;ji substratu, odparowano rozpuszczalnik i mieszanine krystalizowano. Poczatkowo
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krystalizowano mieszanine z metanolu, jednakze w wyniku duzych strat produktu, ktéry przechodzit do
przesaczu, zmieniono rozpuszczalnik na mieszanine etanolu z woda w stosunku objetosciowym 2:1,
apo krystalizacji mieszanine umieszczono w zamrazalniku (-20°C), w celu catkowitego
wykrystalizowania produktu. Otrzymano 4-aminobenzohydrazyd 2e jako biaty osad z wydajnoscig 60%.

W syntezie 1-naftohydrazydu 2f zastosowano w jednej porcji 5 ekwiwalentéw monohydratu
hydrazyny. Reakcje prowadzono w metanolu przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Analiza TLC
wykazata niskg konwersje substratu, reakcje kontynuowano w temperaturze wrzenia metanolu. Po 24
godzinach stwierdzono prawie catkowite zuzycie 1-naftoesanu metylu i powstawanie produktéw
ubocznych. Odparowano mieszanine reakcyjng pod zmniejszonym ci$nieniem, pozostatosé
krystalizowano z mieszaniny rozpuszczalnikéw etanol:woda 1:1 (v/v). Z powodu dalszego
zanieczyszczenia produktu nadmiarem hydrazyny i pozostatoscig estru oraz sporymi stratami produktu
podczas krystalizacji, podjeto prébe oczyszczania produktu za pomocg kolumny chromatograficznej na
zelu krzemionkowym. Poczatkowo, do momentu zejscia z kolumny pozostatosci estru, jako eluent
zastosowano 100% CHCls;, nastepnie zastosowano uktad rozpuszczalnikow 10% CHCls:MeOH (v/v).
Zebrana frakcja z oczekiwanym produktem zostata poddana analizie NMR. Na podstawie widma
'H NMR oszacowano ilo$¢ 1-naftohydrazydu 2f na 40%, ale nadal byt on zanieczyszczony,
prawdopodobnie hydrazyng oraz produktem ubocznym zawierajgcym protony aromatyczne. Frakcje te
oczyszczano jeszcze raz za pomocg PHPLC w uktadzie faz odwréconych z wykorzystaniem MeOH jako
eluentu. Zebrano dwie frakcje, ktdre analizowano za pomocg NMR. Jedna z frakgji byta oczekiwanym
hydrazydem z matymi zanieczyszczeniami niewiadomego pochodzenia. Druga frakcja zawierata produkt
uboczny, ktdry zidentyfikowano jako N,N’-bis(1-naftobenzoilo)hydrazyne (Rysunek 23). Co jest zgodne
z wczesniejszymi rozwazaniami na temat mozliwej reakcji dipodstawienia estréw hydrazyna
w warunkach reakcji prowadzonej w podwyzszonej temperaturze.
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Rysunek 23. Fragment widma *H NMR (DMSO) przedstawiajacy produkt uboczny: N'-(1-naftoilo)-1-
naftohydrazyd, powstajgcy w trakcie syntezy 1-naftohydrazydu.

Reakcje powtdrzono, 1l-naftoesan metylu rozpuszczono w metanolu, dodano monohydrat
hydrazyny (4 ekw.) i mieszano w temperaturze pokojowej 4 dni. Tym razem nieco ograniczono ilo$¢
dodawanej hydrazyny, ktéra wptywa na dalsze oczyszczenie produktu. Obnizona temperatura reakcji
zminimalizowata powstawanie produktow ubocznych, co mozna byto zaobserwowac po analizie TLC
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mieszaniny reakcyjnej. Po tym czasie odparowano metanol i pozostatos¢ krystalizowano dwukrotnie
z EtOH:H,0 w stosunku objetosciowym 1:2, pozostawiajgc mieszanine na 3 godziny w temp. -20°C do
wykrystalizowania osadu. Otrzymano 1-naftohydrazyd 2f jako biaty osad z wydajnoscig 81%.

r NH;
(e) (0] (o] NH
NoH,-H,0

2g
Schemat 20. Synteza antraceno-9-karbohydrazydu.

Synteza antraceno-9-karbohydrazydu 2g wymagata zastosowania ostrzejszych warunkdéw
prowadzenia reakcji. Poczgtkowo roztwér antraceno-9-karboksylanu metylu w metanolu zawierajgcy
4 ekwiwalenty hydrazyny mieszano w temperaturze pokojowej przez 2 dni. Po stwierdzeniu braku
postepu reakcji dodano kolejne 4 ekwiwalenty hydrazyny i ogrzewano 3 dni w temperaturze wrzenia
metanolu. Po tym czasie roztwér odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatosc
krystalizowano z wody. Otrzymano osad, ktory byt w wiekszosci nieprzereagowanym antraceno-9-
karboksylanem metylu, natomiast nieznaczna ilo$¢ produktu znajdowata sie w przesgczu.

Kolejng prébe syntezy hydrazydu wykonano bez uzycia metanolu. Ester zmieszano z hydrazyng
i mieszano w temperaturze pokojowej przez 3 dni. Na podstawie analizy TLC mozna byto stwierdzi¢
Sladowe ilosci powstajgcego produktu. W konsekwencji mieszanine ogrzewano w temperaturze
wrzenia hydrazyny przez kolejne 3 dni. Po tym czasie mieszanine zatezono, a wypadniety osad
przesaczono. Uzyskany osad oczyszczano za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym. Poczatkowo jako eluent zastosowano 100% CHCl;, wymywajac pozostatosci
nieprzereagowanego estru, kolejno eluowano mieszaning rozpuszczalnikéw 20% MeOH/CHClz (v/v).
Frakcje z oczekiwanym produktem analizowano za pomocg NMR, identyfikujgc antraceno-9-
karbohydrazyd z czystoscig na poziomie okoto 90%, uzyskujac produkt 2g z wydajnoscia 60%.
Doczyszczanie hydrazydu przeprowadzono za pomocg HPLC w uktadzie faz odwrdconych stosujac
MeOH jako eluent.

~
Q e
N,H4H,0
0O — o
1-butanol
HS hs
Schemat 21. Synteza 4-merkaptobenzohydrazydu.

4-Merkaptobenzoesan metylu poddano reakcji z 3 ekwiwalentami monohydratu hydrazyny
w metanolu. Poczgtkowo roztwdr mieszano w temperaturze pokojowej przez 5 godzin, jednakze na
podstawie TLC nie zauwazono zadnego postepu reakcji. W konsekwencji dodano kolejne 3 ekwiwalenty
hydrazyny i kontynuowano ogrzewanie mieszaniny reakcyjnej w temperaturze wrzenia metanolu. Po
12 godzinach z roztworu wypadt osad, ktéry przesgczono. Na podstawie analizy TLC okazato sie, ze
wytrgconym osadem jest czysty substrat reakcji, natomiast docelowy produkt znajduje sie w przesaczu.
Po odparowaniu przesgczu, uzyskano $ladowe ilosci oczekiwanego hydrazydu. W kolejnej prébie
otrzymywania 4-merkaptobenzohydrazydu 2h do reakcji zastosowano 8 ekwiwalentow hydrazyny,
ogrzewajgc mieszanine w temperaturze wrzenia metanolu przez 5 dni. Niestety, w mieszaninie
reakcyjnej nadal byt obecny w wiekszosci ester. Wykonano kolejny eksperyment otrzymywania
hydrazydu zgodnie z procedurg przedstawiong w literaturze [118]. 4-merkaptobenzoesan metylu
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(1,78 mmol) rozpuszczono w nadmiarze hydrazyny (201,64 mmol) i ogrzewano w 100°C przez 3 godziny.
Jednakze po uptywie tego czasu na ptytce TLC nadal mozna byto zaobserwowac nieprzereagowany
substrat. Z tego powodu mieszanine ogrzewano kolejne 21 godzin. Po tym czasie roztwdr ochtodzono,
dodano 10 ml wody, dodano roztwdr 1M HCI do uzyskania pH okoto 6. Po kilku godzinach z roztworu
wypadt osad, ktory zgodnie z literaturg miat by¢ oczekiwanym produktem, jednakze okazat sie by¢
mieszaning produktu oraz substratu. Osad przesgczono i oczyszczano za pomocg chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym z uzyciem mieszaniny rozpuszczalnikéw 5% MeOH/CHCls (v/v)
jako eluentu. Udato sie wydzieli¢ produkt 2h, ktéry wedtug analizy NMR, nie byt catkowicie czysty.
Ztego powodu otrzymany hydrazyd krystalizowano zwody. Powstaty osad zawierat
4-merkaptobenzoesan metylu oraz jego kwas, natomiast w przesgczu znajdowat sie czysty
4-merkaptobenzohydrazyd. Przesgcz pozostawiono do odparowania na powietrzu uzyskujgc biatawy
osad z wydajnoscia 40%. W kolejnej prébie otrzymywania 4-merkaptobenzohydrazydu,
4-merkaptobenzoesan metylu (1,78 mmol) rozpuszczono w 1-butanolu, dodano hydrazyne
(201,64 mmol) i ogrzewano w 115°C przez 48 godzin. Po zakonczonej reakcji wydzielono produkt 2h
w ten sam sposob jak opisano powyzej, pomijajgc proces ostatniej krystalizacji, uzyskujgc czysty,
oczekiwany produkt 2h z wydajnoscia 64%.

3.2.3. Otrzymywanie hydrazonéw

OH
a2 o HO OH
/g (HO);ArCHO

R 0O ——» )-L N~

MeOH RO N

2a: R = etyl, 3a: R =etyl,
2b: R = fenyl, 3b: R = fenyl,
2c:R= 4-f|gorofeny|, 3c: R = 4-fluorofenyl,
2d:R = 4—n|trpfenyl, 3d: R = 4-nitrofenyl,
2e: R = 4-aminofenyl, 3e: R = 4-aminofenyl,
2f: R = 1-naftyl, 3f: R = 1-naftyl,
2g: R = 9-antracenyl, 3g: R = 9-antracenyl,
2h: R = 4-merkaptofenyl. 3h: R = 4-merkaptofenyl.

Schemat 22. Synteza odpowiednich hydrazondéw.

Finalnym  etapem  reakcji byta  kondensacja  otrzymanych  hydrazydéw 2
z 2,3,4-trihydroksybenzaldehydem w celu otrzymania docelowych hydrazonéw 3 jako analogéw
benitrobenrazydu.

(E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propionohydrazyd 3a poczatkowo prébowano otrzymac
w temperaturze pokojowej. Analiza TLC po 24 godzinach wskazywata na obecnos¢ substratow, z tego
wzgledu reakcje zaprzestano. W kolejnym eksperymencie 2,3,4-trihydroksybenzaldehyd (1,20 ekw.)
dodano do mieszanego roztworu hydrazydu w bezwodnym metanolu. Roztwdér mieszano
w temperaturze 50°C przez 5 godzin, a nastepnie mieszano w temperaturze pokojowej przez 12 godzin.
Roztwor przez caty czas trwania reakcji byt klarowny w kolorze brunatnym. Juz po 5 godzinach trwania
reakcji, na postawie analizy TLC stwierdzono prawie catkowity zanik substratow. Rozpuszczalnik
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem, a pozostatos¢ oczyszczano na  kolumnie
chromatograficznej wypetnionej zelem krzemionkowym. Podczas chromatografii zastosowano elucje
gradientowg polegajgcg na zwiekszaniu sity elucyjnej fazy ruchomej w trakcie oczyszczania (3-90%
MeOH/CHCIl3). Po odparowaniu rozpuszczalnikow z frakcji z oczekiwanym produktem, otrzymano osad
w kolorze ciemnobrgzowym hydrazonu 3a w minimalnej ilosci. Produkt w trakcie rozdziatu
chromatograficznego ulegt zanieczyszczeniu, prawdopodobnie roztozyt sie na kolumnie
chromatograficznej, badz tez silnie zwigzat sie z powierzchnig sorbentu. W konsekwencji podjeto probe
krystalizacji (E)-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propionohydrazydu z etanolu. W temperaturze -20°C
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z etanolowego roztworu nie wykrystalizowat oczekiwany produkt. Do roztworu dodano chloroform do
catkowitego wytrgcenia osadu. Przesgczony, bezowy osad okazat sie by¢ produktem z matg iloscig
zanieczyszczen. Ulepszono metode oczyszczania hydrazonu 3a, ktéra polegata na rozpuszczeniu osadu
w matej ilosci mieszaniny rozpuszczalnikédw EtOH:H,0 2:1 (v/v), w temperaturze pokojowe;j i nastepnie
wytragcenie produktu czterokrotnie wiekszg objetoscig chloroformu w stosunku do objetosci
mieszaniny etanolu z wodg. Roztwdr schtodzono do -20°C na 5 godzin, a uzyskany osad przesgczono.
Zrezygnowano z klasycznej krystalizacji, gdzie stosuje sie temperature wrzenia rozpuszczalnikow, gdyz
podwyzszona temperatura powoduje rozpad (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propionohydrazydu
3a do wyjsciowego aldehydu i hydrazydu. Zasady Schiffa charakteryzujg sie stosunkowo tatwg hydroliza,
ktorej szybkos¢ zalezy od struktury iminy. W szczegdlnosci zasady Schiffa zawierajgce podstawniki
alkilowe wykazujg mniejszg trwatosé, co ttumaczy trudnosci w otrzymaniu zwigzku 3a.

W przypadku hydrazonu 3b, benzohydrazyd rozpuszczono w bezwodnym metanolu, nastepnie
wprowadzono 2,3,4-trihydroksybenzaldehyd (1,0 ekw.) i mieszano w temperaturze pokojowej 48
godzin. Po uptywie 2 godzin, z klarownego zéttego roztworu zaczat wypadac z6tty osad. Po 48 godzinach
trwania reakcji stwierdzono prawie catkowity zanik aldehydu. Roztwér zatezono i przesgczono pod
zmniejszonym ci$nieniem, a nastepnie osad krystalizowano z mieszaniny rozpuszczalnikéw EtOH:H,0
1:1 v/v, otrzymujac osad (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu 3b z wydajnoscig 85%.

Wedtug metody syntezy (E)-4-fluoro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu 3c
opracowanej przez Kim i zespot [119], reakcja prowadzona byta w temperaturze 30°C z 1,5 krotnym
nadmiarem aldehydu, w stosunku do hydrazydu, przez 12 godz. Po odtworzeniu tych warunkéw reakcji,
na podstawie analizy TLC (uktad rozwijajacy 10% MeOH/CHCIs), stwierdzono obecnosc¢
nieprzereagowanych substratow. Z tego powodu powtdrzono eksperyment w podwyzszonej
temperaturze, prowadzac reakcje w 50°C przez 5 godz. Ustalono, ze hydrazyd wcigz nie ulegt catkowitej
konwers;ji, dlatego tez temperature reakcji podwyzszono do 60°C, prowadzac jg przez 12 godz. Po tym
czasie klarowna, brunatna mieszanina reakcyjna, zmienita barwe na ciemnobrazowa oraz powstat
czarny, lepki osad. Prébowano wydzieli¢ z mieszaniny produkt reakcji poprzez krystalizacje, poczgtkowo
W mieszaninie rozpuszczalnikow EtOH:H,O (1:1, v/v), jednak skutkowato to otrzymaniem osadu
o barwie brgzowej zanieczyszczonego aldehydem oraz prawdopodobnie produktami jego rozktadu.
Powtérzono krystalizacje wydzielonego osadu z zastosowaniem eteru naftowego, jednakze w tych
warunkach osad sie nie rozpuscit.

Podjeto kolejng prébe syntezy (E)-4-fluoro-N’'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu
3¢ w zmienionych warunkach. 4-Fluorobenzohydrazyd rozpuszczono w bezwodnym metanolu, dodano
2,3,4-trihydroksybenzaldehyd (1,2 ekw.) i mieszano w temperaturze pokojowej w atmosferze argonu
przez 24 godziny. Zastosowano nieco mniejszy nadmiar aldehydu ze wzgledu na trudnosci zwigzane
z usuwaniem pozostatosci nieprzereagowanego odczynnika podczas procesu oczyszczania. W miare
trwania reakcji z brunatnego klarownego roztworu mieszaniny wytracat sie bezowy osad. Po
zakonczonej reakcji odparowano metanol i pozostatos¢ krystalizowano z mieszaniny rozpuszczalnikéw
EtOH: H,O (1:1; v/v). Proces krystalizacji przeprowadzano dwukrotnie, ze wzgledu na obecnosé
w osadzie po pierwszej krystalizacji pozostatosci aldehydu. Otrzymano bezowy osad produktu 3c
z wydajnoscig 85%. Analiza 'H NMR potwierdzita strukture produktu po krystalizacji oraz obecnosé
jednego izomeru geometrycznego E. Na przedstawionym ponizej widmie (Rysunek 24) mozina
zaobserwowac pojedynczy singlet przy 8.43 ppm, pochodzacy od protonu potaczonego z weglem
iminowym N=CH oraz rozmyty singlet przy przesunieciu réwnym 11.45 ppm, ktéry pochodzi od grupy
hydroksylowe] potozonej w pozycji orto, co potwierdza wystepowanie pojedynczego izomeru E.
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Rysunek 24. Widmo *H NMR (DMSO) (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-4-fluorobenzohydrazydu.

Poniewaz Fluor-19, posiada podobnie jak wodér i wegiel spin jagdrowy réwny 0.5, na widmie
13C NMR wida¢ sprzezenia °F - 13C. Prawdopodobnie sg to sprzezenia przez 2 lub przez 2 i 3 wigzania,
gdyz stata sprzezenia J(*°F - 3C) wynosi okofo 22 Hz, a druga okofo 10 Hz. Sprzezenie J(*°F - 13C)
przyjmuje wartosci 160-400 Hz, wiec trudno okresli¢ czy piki pochodzg od sygnatdw konkretnych wegli,
czy s3 to sprzezenia miedzy weglem a fluorem. Na widmie *H NMR trudno stwierdzi¢ wystepowanie
konkretnych sprzezenn wodoru z fluorem, poniewaz w tym obszarze, gdzie przypuszczalnie wystepujg
sprzezenia °F -'H mozna zaobserwowaé multiplety pochodzgce od protondw aromatycznych.
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Rysunek 25. Widmo 3C NMR (DMSO) (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-4-fluorobenzohydrazydu
3c.

Kondensacja hydrazydu kwasu 4-nitrobenzoesowego 2d z aldehydem 2,3,4-
trihydroksybenzoesowym nie zachodzi w temperaturze pokojowej, tak jak podajg to autorzy publikacji
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grupy badawczej Liu [111], koniecznym byto zastosowanie podwyzszonej temperatury reakcji. Reakcje
prowadzono w temperaturze 50°C przez 24 godziny. Otrzymano oczekiwany BNBZ 3d z wydajnoscia
53% oczyszczajgc go poprzez dwukrotng rekrystalizacje z etanolu.

W celu otrzymania 4-amino-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu 3e, 2,3,4-
trihydroksybenzaldehyd rozpuszczono w bezwodnym metanolu i dodano 4-aminobenzohydrazyd 2e,
mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Po dwukrotnym
przeprowadzeniu syntezy docelowej pochodnej 3e stwierdzono, ze wydtuzenie czasu reakcji nie wptywa
na konwersje substratu, natomiast uzycie mniejszej objetosci rozpuszczalnika moze nieco podwyzszy¢
wydajnos¢ otrzymywania hydrazydu. Powstaty brunatny osad przesgczono, a na podstawie analizy TLC
stwierdzono, ze ciemnobrazowy przesgcz zawiera wiekszos¢ nieprzereagowanych substratéw. Produkt
3e oczyszczono przez rekrystalizacje z EtOH:H,O (2:1, v/v) otrzymujac 4-amino-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu 3e, w postaci bezowego ciata statego z wydajnoscig 72%.

(E)-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-1-naftohydrazyd 3f otrzymano w reakcji
1-naftohydrazydu z 2,3,4-trihydroksybenzaldehydem (1,2 ekw) w roztworze metanolowym
i mieszanym w temperaturze pokojowej 3 dni. Po odparowaniu metanolu z roztworu otrzymano zielony
osad. Otrzymang pozostatos¢ probowano oczysci¢ za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym, przepuszczajgc mieszanine przez matg warstwe zelu krzemionkowego z uzyciem 10%
MeOH/CHCl; jako eluentu. Niestety, nawet pochodne 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu, ktére posiadajg
w swojej strukturze dwa pierscienie benzenowe, obnizajgc w konsekwencji polarno$é catej czgsteczki,
trudno jest oczysci¢ na kolumnie chromatograficznej. Po elucjji uzyskano matg ilos¢ zanieczyszczonego
produktu 3f w formie brunatnego osadu. W kolejnej probie syntezy (E)-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylideno)-1-naftohydrazydu, hydrazyd rozpuszczono w bezwodnym metanolu oraz
dodano réwnomolowsg ilo$¢ 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu (1,0 ekw.). Klarowny, brunatny roztwor
mieszano w temperaturze pokojowej 24 godziny. Po 5 godzinach trwania reakcji zaczat wypadad
kremowy osad. Analiza TLC wskazata na prawie catkowity zanik substratow, wytworzony podczas reakcji
osad przesgczono. Stwierdzono, ze wiekszo$¢ pozostatos$ci nieprzereagowanych substratéw pozostato
w przesgczu. Uzyskany osad jeszcze raz zawieszono w bezwodnym metanolu i mieszano w temperaturze
pokojowej 24 godziny, nastepnie przesgczono uzyskujgc czysty (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-1-
naftohydrazyd 3f z wydajnoscig 69% w formie zéttawego ciata statego.

W przypadku otrzymywania (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)antraceno-9-karbohydrazydu
3g wstepnie sprawdzono, czy reakcja kondensacji trihydroksybenzaldehydu z antraceno-9-
karbohydrazydem zachodzi w temperaturze pokojowej. Na podstawie analizy TLC, po 24 godzinach
trwania reakcji, stwierdzono, Zze hydrazon 3g praktycznie nie powstaje. W rezultacie reakcje
prowadzono w podwyzszonej temperaturze. W tym celu antraceno-9-karbohydrazyd rozpuszczono
w metanolu ikolejno dodano 2,3,4-trihydroksybenzaldehyd (1,2 ekw.). Mieszanine mieszano
i ogrzewano przez 24 godziny. Po tym czasie, pomimo braku catkowitego przereagowania substratow,
w mieszaninie reakcyjnej zaczeta sie wydzielaé zywiczna, ciemnobrgzowa maz, ktéra prawdopodobnie
wynikata z roztozenia 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu. Przerwano reakcje i roztwér zdekantowano,
oddzielajgc ciemnobrazowa maz z mieszaniny reakcyjnej, a nastepnie odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym ci$nieniem, uzyskujgc pozostatos¢ w formie brgzowej pianki. Podjeto probe wydzielania
(E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)antraceno-9-karbohydrazydu 3g poprzez krystalizacje otrzymane;j
pozostatosci w etanolu lub mieszaninie etanolu z wodg. Najlepszg metoda krystalizacji, powodujgca
najmniejsze straty oraz pozwalajacg na uzyskanie najczystszego produktu reakcji, byta krystalizacja
z mieszaniny EtOH:H,0 1:2 (v/v). Zwigzek po wstepnej krystalizacji dodatkowo oczyszczono za pomocy
HPLC z odwréconym uktadem faz ODS, stosujgc 100% metanol jako eluent z natezeniem przeptywu
14 ml/min. Procedura ta pozwolita na otrzymanie czystego (E)-N"-(2,3,4-
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trihydroksybenzylideno)antraceno-9-karbohydrazydu 3g w postaci bezowego osadu z wydajnoscig
50%.

4-Merkaptobenzohydrazyd (0,9 mmol) kondensowano z 1,2 ekw. 2,3,4-trihydroksy-
benzaldehydem w metanolu w temperaturze pokojowej w celu zyskania hydrazonu 3h. Po 1 godzinie
trwania reakcji wytracit sie bezowy osad, natomiast juz po 3 kolejnych godzinach, powstata
ciemnobrunatna zywiczna, lepka substancja. Podejrzewajac rozktad trihydroksybenzaldehydu
zakoniczono reakcje, metanol wraz z bezowym osadem przeniesiono do osobnej kolby i odparowano,
pozostawiajgc zywiczng substancje w kolbie reakcyjnej. Na podstawie NMR, stwierdzono, ze
odparowana pozostato$é zawiera docelowy produkt 3h, jednakze w bardzo matej ilosci, reszte stanowit
aldehyd. Zbadano réwniez zywiczng substancje za pomocg spektroskopii NMR, stwierdzajgc, ze jest to
2,3,4-trihydroksybnezaldehyd wraz z produktami jego rozktadu. W nastepnym eksperymencie
4-merkaptobenzohydrazyd rozpuszczono w THF, dodano 2,3,4-trihydroksybnezaldehyd (1,2 ekw.)
i reakcje prowadzono w atmosferze argonu przez 6 godzin. Po tym czasie odparowano THF, otrzymujac
brunatng pozostatosé, ktdrg oczyszczano za pomocg HPLC z odwrdconym ukfadem faz ODS, stosujac
metanol jako eluent. Na podstawie spektroskopii rezonansu jgdrowego oszacowano wydajnos¢
otrzymanego produktu na poziomie 15%, jednakze nie udato sie wydzieli¢ czystego produktu 3h.

3.3. lzomeria geometryczna oraz tautomeria keto-enolowa
w syntezowanych zasadach Schiffa

Otrzymane hydrazony ze wzgledu na obecnos¢ w strukturze wigzania iminowego (-N=CH-)
blokujacego swobodng rotacje, mogg wystepowac w postaci dwdch izomeréw geometrycznych E i Z.
Pod wptywem swiatta oraz temperatury wigzanie podwdjne N=C zmniejsza swdj charakter podwdjnego
wigzania iminowego, co sprzyjajg izomeryzacji E/Z [120], [121]. W przypadku hydrazonéw
posiadajgcych grupe hydroksylowg w pozycji orto fragmentu benzenowego zwigzek przyjmuje
konformacje E, stabilizowang utworzonym wewnatrzczasteczkowym wigzaniem wodorowym pomiedzy
grupga hydroksylowg 2-OH, a atomem azotu iminy [122] (Rysunek 26).

Rysunek 26. Oddziatywanie wewnatrzczasteczkowe w hydrazonie aldehydu
2,3,4-trihydroksybenzoesowego.

Hipoteze te potwierdzono obliczeniami chemicznymi oraz analizg NMR. Za pomocg obliczen
kwantowo chemicznych opartych o teorie funkcjonatu gestosci elektronowej (DFT) zbadano, czy
istnieje rownowaga pomiedzy konformerami E i Z dla (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-
propionohydrazydu 3a. Symulacje z utworzeniem wigzania wodorowego wykazaty wyzszg stabilnos¢
izomeru E niz Z. W przypadku izomeru E wewnatrzczasteczkowe wigzanie wodorowe pomiedzy
protonem grupy hydroksylowej, a azotem wystepujgcym w wigzaniu iminowym (N=C) ma dtugos¢ 2,1
A, a sita wigzania wodorowego w konfiguracji £ (wartoéé¢ entalpii Gibbsa dla izomeru E: -500421,1050
kcal/mol) jest o okoto 7 kcal/mol korzystniejsza niz izomeru Z (warto$¢ entalpii Gibbsa dla
izomeru Z: -500414,3093 kcal/mol), co jest zgodne z umiarkowang sitg wigzah wodorowych opisanych
w literaturze [123]. Na tej podstawie mozna przypuszczaé preferencyjne powstawanie konformeru E
dla N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propionohydrazydu.

Spektroskopia 'H NMR wykonana dla syntezowanych pochodnych hydrazonéw 2,3,4-
trihydroksybenzaldehydu potwierdzita wyniki obliczen teoretycznych. Protony grup 3-OH i 4-OH daja
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sygnaty w postaci singletéw przy & 8.4-9.6 ppm, podczas gdy sygnat protonu grupy 2-OH jest
przesuniety w strone nizszego pole i wystepuje w obszarze 6 11.0-12.4 ppm. Zmiane przesuniecia
chemicznego dla grupy 2-OH w kierunku nizszego pola przypisano utworzeniu sie
wewnatrzczasteczkowego wigzania wodorowego.
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Rysunek 27. Widmo *H NMR oraz *C NMR (DMSO) sugerujgce wystepowanie dwdch izomerdéw
konstytucyjnych hydrazonu 3a.
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Na widmie *H NMR hydrazonu 3a w DMSO zaobserwowano podwdjne sygnaty chemiczne dla
protonu iminowego (N=CH) odpowiednio przy 8.09 i 8.17 ppm, natomiast protony grupy etylowej
(-CH2CHs) wystepowaty w postaci dwdch trypletéw w zakresie 1.05-1.09 ppm i dwéch kwartetéw
w zakresie 2.19-2.23 i 2.51-2.54. Na widmie *C NMR zidentyfikowano podwojone sygnaty przy
przesunieciu 173.71 i 168.70 ppm pochodzace od atomu wegla amidowej grupy karbonylowej
(-C(O)NHN-). Sygnaty dla wegla z grup etylowych (CH,CHs) wystepowaty odpowiednio przy 8.47 i 9.41
ppm oraz 25.24 i 26.97 ppm. Widma te sugerujg istnienie innej cechy strukturalnej hydrazonu 3a,
a mianowicie tautomerii keto-enolowej (Schemat 23).

OH OH
OH O
HoN HO OH HO OH
NH HO [¢] OH
%\/ + H @ —> \)k N B \/k N
X
(@) H/ AN N NS
HO keto enol

Schemat 23. Rownowaga keto-enolowa w (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propionohydrazydzie.

Do ilosciowego okreslenia energii wolnej Gibbsa dla konstytucyjnych izomerédw hydrazonu 3a
wykorzystano obliczenia chemii kwantowej z wykorzystaniem DFT. Zgodnie z obliczeniami wykonanymi
na danych zebranych bez uwzgledniania rozpuszczalnika, tautomer ketonowy jest bardziej preferowany
niz tautomer enolowy, jest termodynamicznie bardziej stabilny niz posta¢ enolowa o okoto 11 kcal/mol.
Jednak z obliczen przeprowadzonych z uwzglednieniem obecnosci DMSO wynika, ze proces solwatacji
zmienia energie swobodng Gibbsa obu tautomerdw. Przeprowadzone obliczenia wyraznie wskazujg, ze
w polarnym rozpuszczalniku aprotycznym, takim jak DMSO, forma enolowa jest bardziej stabilna
o 5 kcal/mol w poréwnaniu z formg ketonows, ze wzgledu na oddziatywanie enolowej grupy OH
z atomem tlenu sulfotlenku dimetylu.

3.4. Opracowanie metody syntezy 2,3,4-trihydroksybenzaldhydrazonéw
pochodnych N-benzyloksykarbonyloaminokwaséw.
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Rysunek 28. Planowana optymalizacja benserazydu poprzez zastgpienie uktadu seryny
w benserazydzie odmiennymi aminokwasami.
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W ramach przeprowadzanych badan syntezowano 2,3,4-trihydroksybenzaldhydrazony
pochodnych aminokwasow, ktére stanowity substraty w nastepnym etapie badan jakim byta redukcja
wigzania azometinowego hydrazondw, w celu otrzymania analogdw znanego inhibitora
HK2 - benserazydu (Rysunek 28). Seryna bedaca aminokwasem obecnym w strukturze benserazydu
zostata wymieniona na inne aminokwasy, znacznie rdznigce sie tancuchem bocznym, zawierajgcym w
swojej strukturze ugrupowania alifatyczne lub aromatyczne, heterocykliczne badz zawierajgce
charakterystyczne uktady takie jak pierscier imidazolowy lub grupa tiolowa. Ponizej przedstawiono
schemat otrzymywania 2,3,4-trihydroksybenzaldhydrazonéw pochodnych N-benzyloksykarbonylo-
aminokwasow.
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Schemat 24. Ogdlna synteza 2,3,4-trihydroksybenzaldhydrazonéw pochodnych aminokwaséw.

3.4.1. Otrzymywanie estrow aminokwasow

o socl, 0
R MeOH
NH, NH5*CI

4

R - fancuch boczny aminokwasoéw: L-seryny, glicyny, L-alaniny, L-cysteiny,
L-tyrozyny, L-proliny, L-histydyny, L-treoniny, L-izoleucyny

Schemat 25. Synteza estrow aminokwaséw.

Wszystkie estry metylowe odpowiednich aminokwaséw syntezowano wedtug znanej metody
estryfikacji aminokwaséw [124] z wykorzystaniem chlorku tionylu i metanolu. Aminokwasy
w nieodwracalnej reakcji z SOCI, przeksztatcajg sie w bardziej reaktywne chlorki kwasowe, ktére szybko
reagujg z obecnym w mieszaninie reakcyjnej alkoholem, tworzac odpowiednie estry. Reakcje
prowadzono w bezwodnym metanolu (33,3 ekw. wzgledem aminokwasu), stosujgc maty nadmiar SOCl,
w stosunku do aminokwasu (1,1 ekw.). Chlorek dodawano porcjami do roztworu aminokwasu
w metanolu w 0°C, po czym mieszanie kontynuowano w temperaturze pokojowej przez 24 godz. Po
zakonczeniu reakcji nadmiar metanolu odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Chlorowodorki
estru metylowego aminokwasu otrzymano w postaci ciata statego.

Otrzymany osad rozpuszczono ponownie w bezwodnym metanolu i odparowano. Ten proces
powtdrzono 3-krotnie w celu wstepnego usuniecia kwasnych produktéw ubocznych reakgji takich jak:
SO, i HCI. Chlorowodorek estru metylowego aminokwasu suszono pod zmniejszonym cisnieniem przez
12 godzin i nastepnie uzyto w kolejnym etapie reakcji bez dodatkowego oczyszczania. Powyisza
procedura otrzymania estru metylowego w temperaturze pokojowej, nie jest mozliwa w przypadku
otrzymania estru metylowego glicyny oraz proliny, gdzie podczas syntezy konieczne byto prowadzenie
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reakcji w temperaturze wrzenia metanolu przez dwa dni. Dla estru metylowego tyrozyny konieczne byto
wydtuzenie czasu reakcji do 72 godzin. Po 24 godzinach w temperaturze pokojowej kwas nie
przereagowat catkowicie, a w wyniku ogrzewania mieszaniny reakcyjnej powstawaty produkty uboczne.

3.4.2. Otrzymywanie estrow N-Cbz-aminokwasow

o TEA
o
DCM Ho 5
NH,*CI
4 5

R - fancuch boczny aminokwasoéw: L-seryny, glicyny, L-alaniny, L-cysteiny,
L-tyrozyny, L-proliny, L-histydyny, L-treoniny, L-izoleucyny
Schemat 26. Zabezpieczenie grupy aminowej estréw aminokwasdéw za pomoca grupy
benzyloksykarbonylowe].

Kolejnym etapem reakcji byto zabezpieczenie nukleofilowej grupy aminowej estru metylowego
aminokwasu. Jest to istotny etap syntezy N-acylohydrazondéw, poniewaz atom azotu wolnej grupy NH,
estru aminokwasu, jako nukleofil, moze atakowad karbonylowy atom wegla aldehydu, w konsekwencji
dajagc niepozgdane produkty uboczne. Do zabezpieczenia grupy aminowej estrow metylowych
zastosowano tatwo odchodzacg grupe benzyloksykarbonylowg (Cbz). Przy wyborze tej grupy
protekcyjnej kierowano sie mozliwoscig rdwnoczesnego jej usuniecia, podczas ostatniego etapu
syntezy analogdéw benserazydu, jakim jest katalityczna redukcja wigzania podwdéjnego C=N w obecnosci
katalizatora. Jak wiadomo rozszczepienie grupy benzyloksykarbonylowej w karbaminianach zachodzi
z wysoka wydajnosciag w warunkach katalitycznego uwodornienia. Zabezpieczenie grupy aminowej
przeprowadzono za pomocg chloromréwczanu benzylu na podstawie znanej metody opisanej
w literaturze [124]. Procedure zabezpieczania grupy aminowej estru seryny, zmodyfikowano stosujac
zamiast wody dichlorometan (DCM), ktéry dobrze rozpuszcza substraty reakcji, nie powodujgc rozktadu
chloromréwczanu benzylu, ulegajgcego hydrolizie w wodzie. Zastgpiono takze nieorganiczng zasade
wodoroweglan sodu, organiczng zasadg jaka jest trietyloamina (TEA).

Chlorowodorek estru metylowego aminokwasu 4 (25,0 mmol) w dichlorometanie
zawierajagcym trietyloamine (2,5 ekiw.), ochtodzono do 0°C i dodano chloromréwczan benzylu
(1,2 ekw.). Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej przez 12 godzin, nastepnie
dodano do niej wode w celu zatrzymania reakcji, rozpuszczenia wszystkich soli i hydrolizy pozostatosci
chloromréwczanu benzylu. Warstwe organiczng zawierajgcg produkt przemyto nasyconym roztworem
NaHCOs, kolejno wodg i suszono nad bezwodnym Na,SO.. Nastepnie zatezono pod zmniejszonym
cisnieniem. Pozostato$¢ oczyszczono na kolumnie z zelem krzemionkowym, stosujac mieszanine
AcOEt:n-heksan, 1:1 v/v, otrzymujgc przewazinie bezbarwne oleje jako estry metylowe Cbz-L-
aminokwasow 5.

Zabezpieczenie grupy aminowe] potwierdzono spektroskopiag NMR. Na widmie *H NMR dla
estru metylowego Cbz-L-seryny pojawit sie singlet przy przesunieciu 5.12 ppm pochodzgcy od dwdch
protonéw metylenowych grupy benzylowej oraz sygnaty protondéw pierscienia aromatycznego
w obszarze 7.31-7.36, potwierdzajac obecnos$é grupy Cbz. Natomiast na widmie *C NMR mozna
zaobserwowac sygnat nalezacy do wegla grupy karbonylowej Cbz przy przesunieciu 156.22 ppm oraz
4 sygnaty pochodzacych od wegli uktadu aromatycznego: 128.11, 128.24, 128.53, 136.03 ppm.
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Rysunek 29: Widmo *H NMR (CDCls) zabezpieczonego estru L-seryny potwierdzajgce obecnos¢ grupy
protekcyjnej Cbz.
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Rysunek 30: Widmo *C NMR (CDCl;) zabezpieczonego estru L-seryny potwierdzajgce obecnosé grupy
protekcyjnej Cbz.

W przypadku syntezy estru metylowego Cbz-glicyny reakcja w temperaturze pokojowej
zachodzi powoli, co potwierdzono analizg TLC. Mieszanine nalezato podgrza¢ do 40°C, juz po 5
godzinach kontynuowania reakcji mozna byto zauwazy¢ przyrost produktu i znaczny ubytek substratow.
Dalej podazano za ogdlng procedurg otrzymujgc produkt z wydajnoscig 58%. Podczas zabezpieczania
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estru histydyny, z powodu ciggtej obecnosci substratéw w mieszaninie reakcyjnej, wydtuzono czas
reakcji do 3 dni. Po tym czasie, po wydzieleniu produktu z mieszaniny reakcyjnej za pomocg ekstrakc;ji,
wykonano analize TLC warstwy organicznej. Na ptytce TLC, oprécz pozostatosci nieprzereagowanych
substratéw zidentyfikowano dwie plamki o podobnym R¢, z ktérych jedna pochodzita od docelowego
produktu. R¢ dla tych dwdch substancji w uktadzie rozpuszczalnikéw AcOEt:n-heksan 1:1 (v/v) wynoszg
odpowiednio R = 0,24 oraz R, = 0,37. Za pomoca kolumny chromatograficznej (eluent: AcOEt:n-heksan
1:1 v/v) rozdzielono te dwie substancje i analizowano za pomocg spektrometrii mas w celu
zidentyfikowania produktu ubocznego. Na podstawie widma MS przedstawionego ponizej, mozna byto
stwierdzi¢, ze jedna z frakcji o R, = 0,37 oprécz docelowego produktu (pik o masie: m/z [M+H]* =
304,1299) zawiera rowniez ester histydyny, gdzie oprdcz grupy aminowej zacylowany zostat atom azotu
NH pierscienia imidazolowego (pik o masie: m/z [M+H]*= 438,1662).
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Rysunek 31. Fragment widma MS frakcji wydzielonej z kolumny podczas oczyszczania estru
metylowego Cbz-L-histydyny.

Histydyna oprécz wolnej grupy NH», posiada réwniez grupe NH w heterocyklicznym tancuchu
bocznym aminokwasu. Pieciocztonowy piersciert imidazolowy, z dwoma atomami azotu, tworzy uktad
aromatyczny, w ktérym uczestniczy wolna para elektronowa atomu azotu typu pirolu, wolna para
elektronowa drugiego atomu azotu tzw. pirydynowego jest skierowana na zewnatrz pierScienia.
W uktadzie imidazolowym wystepuje prototropia, w niepodstawionym na azocie pierscieniu
imidazolowym, atom wodoru jest labilny i moze sie przemieszczaé na drugi atom azotu, tworzgc dwie
rownowazne formy tautomeryczne. Z tego wzgledu mozliwe jest acylowanie jednego z atomodw azotu,
przy czym pozycja acylowania moze zaleze¢ od uwarunkowan przestrzennych przy obu atomach azotu.
Rdéznica pomiedzy pKa grupy aminowe] (pKa = 9,33) i azotu pirydynowego (pKa = 6,04) w histydynie
powoduje preferencyjny atak nukleofilowy grupy aminowej. Jednakze wydtuzony czas reakcji mogt
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spowodowad przebieg reakcji konkurencyjnej, acylowania w pierscieniu imidazolowym. Z tego wzgledu
kolejng synteze estru metylowego Cbz-L-histydyny prowadzono w temperaturze pokojowej przez 12
godzin. Podczas ekstrakcji, wykonano analize TLC warstwy wodnej, stwierdzajgc w niej obecnosc
produktu. Pierscien imidazolowy, z uwagi na znaczny moment dipolowy (u=3,8-5,6 D), istotnie zwieksza
polarnosé¢ estru metylowego Cbz-L-histydyny, co powoduje, ze zwigzek zdecydowanie lepiej rozpuszcza
sie w wodzie. Z tego powodu warstwe wodng ekstrahowano octanem etylu. W ten sposdéb udato sie
otrzymac docelowy produkt z wydajnoscig 50%.

Ester metylowy Cbz-L-tyrozyny otrzymano z wydajnoscia 20% stosujgc ogdlny przepis.
Wydtuzenie czasu reakcji i podwyzszenie temperatury do 40°C powoduje powstanie produktéw
ubocznych znacznie utrudniajacych izolacje czystego produktu. W trakcie ekstrakcji, podczas
wydzielania produktu zneutralizowano faze wodng (pH-7-8) za pomocg nasyconego wodnego roztworu
NaHCOs. Prébowano oczyscié ester metylowy Cbz-L-tyrozyny za pomoca chromatografii kolumnowej
na zelu krzemionkowym z zastosowaniem 5% MeOH/CHCl; lub 10% MeOH/CHCl; v/v jako eluentow.
Niestety, nie udato sie wydzieli¢ czystego produktu. Podobnie krystalizacja produktu z eteru naftowego
(zakres temperatury wrzenia: 40-60°C), prowadzi do czeSciowego oczyszczenia produktu
(prawdopodobnie podwyzszona temperatura podczas krystalizacji generowata powstawanie innych
produktéw ubocznych).

W kolejnej prébie produkt oczyszczano za pomocg HPLC z uktadem faz normalnych, a jako
eluent zastosowano DCM (natezenie przeptywu: 6ml/min). Zebrano 4 frakcje, ktére wedtug
interpretacji widma *H NMR pozwolity na wydzielenie $ladowych ilosci produktu w ostatniej frakgiji,
o najdtuzszym czasie retencji. Po wykonaniu kolejnych préb syntezy estru metylowego Cbz-L-tyrozyn,
ustalono, ze do reakcji nalezy zastosowad uprzednio oczyszczony ester tyrozyny, a reakcje powinno sie
prowadzié¢ w temperaturze pokojowej przez 2 dni. Podczas etapu ekstrakcji warstwy organicznej nalezy
mieszanine reakcyjng ekstrahowac poczatkowo NaHCOs, nastepnie przemy¢ dwukrotnie solankg
i woda. Najlepsza metoda oczyszczania estru metylowego Cbz-L-tyrozyny jest przeprowadzenie
chromatografii kolumnowej z zastosowanie eluentu AcOEt:n-heksan, 1:1 v/v. Nastepnie frakcje
zawierajgce oczekiwany produkt odparowywano i przemyto eterem naftowym. Przemywanie polegato
na intensywnym mieszaniu otrzymanej, zéttej, oleistej pozostatosci weterze naftowym, w temperaturze
pokojowej przez 5 godzin, a nastepnie zdekantowaniu rozpuszczalnika. Procedure nalezato powtdrzy¢
2 razy, uzyskujac biaty osad docelowego produktu z wydajnoscia 87%.

3.4.3. Otrzymywanie hydrazydéw N-Cbz-aminokwaséw
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R - tancuch boczny aminokwasoéw: L-seryny, glicyny, L-alaniny, L-cysteiny,

L-tyrozyny, L-proliny, L-histydyny, L-treoniny, L-izoleucyny
Schemat 27. Synteza hydrazydéw odpowiednich aminokwasow.

Hydrazydy odpowiednich aminokwaséw otrzymano w reakcji estréw metylowych N-Cbz-
aminokwaséw 5 z 98% monohydratem hydrazyny (4 ekw.) w bezwodnym metanolu. Mieszanine
reakcyjng mieszano przez 24 godziny w temperaturze pokojowej [125]. Wydzielanie odpowiednich
hydrazydéw 6 z mieszaniny reakcyjnej réznito sie w zaleznosci od uzytego estru aminokwasu. Hydrazydy
N-Cbz aminokwasdw takich jak: seryna, tyrozyna, treonina, cysteina, glicyna, podczas reakcji wytracaty
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sie z roztwordow w postaci biatawych osadéw. W tym przypadku po zakorczonej reakcji, otrzymany osad
odsgczono, w przesgczu pozostaje nadmiar hydrazyny oraz nieprzereagowane substraty. Hydrazydy
seryny, cysteiny oraz treoniny oczyszczano za pomocg rekrystalizacji z etanolu. Analog glicyny
krystalizowano dwukrotnie z mieszaniny rozpuszczalnikéw EtOH:H,O (1:1, v/v). Hydrazyd tyrozyny
poczatkowo réwniez krystalizowano z takiej mieszaniny rozpuszczalnikéw, po czym stwierdzono na
podstawie analizy TLC, ze w przesgczu znajduje sie produkt. W konsekwencji przy kolejnej krystalizacji
zastosowano samg wode, ktéra pozwolita na catkowite usuniecie pozostatosci hydrazyny z osadu
produktu. Hydrazydy proliny, histydyny, alaniny oraz izoleucyny nie wytracaty sie z metanolu podczas
reakcji. Jedynie hydrazyd histydyny udato sie oczyscié za pomoca krystalizacji z uzyciem mieszaniny 10%
MeOH:CHCls. Z tego powodu po zakonczeniu reakcji odparowano metanol z mieszaniny reakcyjnej,
a pozostatosé oczyszczano za pomocg chromatografii kolumnowej na Zzelu krzemionkowym. Dla
hydrazydu proliny, w pierwszej probie zastosowano elucje gradientowg z uzyciem poczgtkowo 100%
CHCls, zwiekszajac site elucji z czasem, stosujgc 5-50% MeOH/CHCl; v/v uzyskujgc hydrazyd z niska
wydajnoscig 30%. W kolejnej prébie oczyszczania zastosowano jako eluent mieszanine 3% MeOH/CHCls
v/v, co pozwolito wyizolowaé produkt z najwiekszg wydajnoscig rowng 67%. W przypadku hydrazydu
alaniny najlepszym eluentem zapewniajgcym dobrg izolacje produktu byta mieszanina 5% MeOH/CHCl;
v/v. Ten sam uktad rozpuszczalnikéw w chromatografii kolumnowej zastosowano dla pochodnej
izoleucyny, wydzielajgc docelowy produkt z wydajnoscig 14%. Z powoddéw trudnosci w wydzielaniu
produktu za pomoca klasycznej chromatografii kolumnowej, hydrazyd izoleucyny sprébowano
oczyszczac za pomocg HPLC z odwrdconym uktadem faz ODS, uzywajac jako eluentu 70% MeOH/CHCl3
v/v, jednakze tg metoda réwniez wydzielono oczekiwany produkt w bardzo matej ilosci.

3.4.4. Otrzymywanie hydrazonéw
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7: R - fancuch boczny aminokwasoéw: L-cysteiny 7a, glicyny 7b, L-alaniny
7c, L-seryny 7d, L-histydyny 7e, L-proliny 7f, L-treoniny 7g, L-tyrozyny 7h.

Schemat 28. Synteza hydrazonéw N-benzyloksykarbonyloaminokwasdéw.

Hydrazony 7 zsyntetyzowano w reakcji kondesacji hydrazydow 6 2z 2,3,4-
trihydroksybenzaldehydem, otrzymujgc zwigzki o konfiguracji E, co potwierdzono metoda spektroskopii
NMR.

N-(N-Benzyloksykarbonylo-L-cysteino)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydrazon/ (E)-benzylo(3-
merkapto-1-okso-1-(2-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)hydrazynylo)propan-2-ylo)karbaminian 7a
otrzymano w reakcji 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu (16,92 mmol) z zawiesing hydrazydu N-Cbz-L-
cysteiny (14,10 mmol) w metanolu w temperaturze pokojowej, prowadzgac reakcje przez 48 godzin. Po
godzinie reakcji nierozpuszczalny osad hydrazydu rozpuscit sie, a roztwor przybrat barwe z6tto-brazowa.
Po kolejnych kilku godzinach wytrgcita sie mata ilos¢ brgzowego osadu. Metanol odparowano pod
zmniejszonym ciSnieniem i przystgpiono do oczyszczania produktu. Poczatkowo hydrazon 7a
krystalizowano z etanolu, nastepnie umieszczono mieszanine w zamrazarce (-20°C) wcelu
wykrystalizowania produktu. W trakcie dwdch dni wykrystalizowata bardzo mata ilo$¢ osadu bedaca
mieszaning hydrazonu 7a i substratow. Przesgcz z osadem zawrdcono i krystalizowano ponownie
z etanolu, do klarownego roztworu dodano wode. Po ochtodzeniu roztworu natychmiast krystalizuje
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spora ilos¢ zéttawego osadu. Proces powtdrzono kolejny raz uzyskujac czysty produkt z wydajnoscia
49%.

Podobnie otrzymano (E)-benzylo(2-okso-2-(2-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-hydrazynylo)-
etylo)karbaminian 7b. Roztwér metanolowy 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu mieszano z hydrazydem N-
Cbz-glicyny w temperaturze pokojowej przez 24 godziny, nastepnie ogrzewano mieszanine reakcyjna
w 40°C przez kolejne 72 godziny. Po tym czasie zakoriczono reakcje, poniewaz na podstawie TLC
zaobserwowano rozktad aldehydu i ciggta obecnos¢ hydrazydu. Odparowano rozpuszczalnik
z mieszaniny reakcyjnej i podjeto probe krystalizacji pozostatosci z mieszaniny rozpuszczalnikéw
EtOH:H,0 (1:1, v/v). Uzyskany osad po krystalizacji zawierat docelowy produkt 7b, aldehyd oraz
hydrazyd. Ten sam osad sprébowano oczysci¢ za pomocg HPLC z uktadem faz odwrdconych ODS
z zastosowaniem eluentu 70% MeOH/H,0 (natezenie przeptywu eluentu 6ml/min). Podjeta préba
oczyszczenia okazata sie nieskuteczna, poniewaz nie udato sie wyizolowaé czystego produktu 7b.
Podczas obserwacji widma z detektora, w drugim cyklu mozna byto zauwazy¢ wzrost absorbancji dla
frakcji zawierajgcej aldehyd. Swiadczyé to moze o hydrolizie zwigzku, powodujgcym rozpad hydrazonu
7b z powrotem do pierwotnego aldehydu oraz hydrazydu. W kolejnym eksperymencie otrzymywania
N-(N-benzyloksykarbonyloglicyno)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydrazonu reakcje prowadzono przez
dwa dni w temperaturze pokojowej, ograniczajac ilo$¢ uzytego metanolu do 1/3 uzytej w poprzedniej
probie. Po zakonczonej reakcji z roztworu wypadta spora ilos¢ biatego osadu. Otrzymany osad
przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem, przemywajac go schtodzonym etanolem. Ta metoda
syntezy hydrazonu 7b doprowadzita do otrzymania czystego produktu z wydajnoscig 85%, bez
koniecznosci dalszego jego oczyszczania, ktdre moze powodowacd rozpad docelowego produktu.

Hydrazon analogu L-alaniny 7c otrzymano w reakcji 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu
z odpowiednim hydrazydem w metanolu. Roztwér reakcyjny mieszano w temperaturze pokojowe;j.
Wobec braku postepu reakcji po trzech godzinach, mieszanine reakcyjng ogrzewano w 50°C przez 5
godzin, a nastepnie kontynuowano w temperaturze pokojowej przez noc. Po tym czasie metanol
odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Pozostato$¢ oczyszczono metodg chromatografii
kolumnowej na zelu krzemionkowym, stosujagc poczgtkowo jako eluent mieszanine 50%
n-heksan/octan etylu (v/v), anastepnie zwiekszajgc polarno$¢ rozpuszczalnikédw uzywajac 50%
metanol/octan etylu v/v. Udato sie wydzieli¢ czystg frakcje produktu, z umiarkowang wydajnoscig 60%.
Znacznie lepszym sposobem oczyszczania finalnego produktu okazata krystalizacja z mieszaniny
EtOH:H,0 (1:1 v/v) pozwalajgca na uzyskanie czystego hydrazonu 7c¢ z wydajnoscig 80%.

W przypadku reakcji hydrazydu N-Cbc-L-seryny z aldehydem 2,3,4-trihydroksybenzoesowym
w temperaturze pokojowej, synteza hydrazonu 7d zachodzi z niewystarczajacg wydajnosciag rzedu 20%.
Dlatego w kolejnym eksperymencie podniesiono temperature reakcji do 50°C, kontrolujgc postep
reakcji na ptytkach TLC. Po uptywie 24 godz. stwierdzono zanik substratu i odparowano metanol.
Podjeto prébe oczyszczania pozostatosci dwoma metodami: wykorzystujgc chromatografie kolumnowg
na zelu krzemionkowym z uzyciem eluentu: MeOH/CHCl; (v/v) w réznym gradiencie stezen oraz
krystalizacje z mieszaniny rozpuszczalnikéw etanol:woda 1:1. Na podstawie tych prob mozna stwierdzic,
Ze proces oczyszczania pochodnych aldehydu trihydroksybenzoesowego przez krystalizacje jest lepszy
niz chromatografia kolumnowa, gdyz pozwala uzyska¢ czysty produkt jako bezowy osad z wydajnoscig
67%.

Hydrazon analogu histydyny 7e otrzymano w reakcji hydrazydu N-Cbz-L-histydyny
z 2,3,4-trihydroskybenzladehydem w bezwodnym metanolu w temperaturze pokojowe;j.
Reakcje prowadzono w atmosferze argonu przez 12 godzin. Poniewaz analiza TLC nie wykazata postepu
reakcji, mieszanine ogrzewano w temperaturze wrzenia metanolu przez 12 godzin. Rozpuszczalnik
odparowano otrzymujac ztocistg pianke jako pozostatos¢. Po analizie NMR stwierdzono obecnosc
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produktu w mieszaninie, ale w bardzo matej ilosci. Proba krystalizacji produktu z etanolu, zakoriczyta
sie niepowodzeniem. Hydrazon 7e sprébowano wydzieli¢ za pomocg chromatografii kolumnowej na
zelu krzemionkowym z uzyciem mieszaniny 20% MeOH/CHCIs v/v jako eluentu. Udato sie wydzieli¢
$lady produktu, ktéry posiadat zanieczyszczenia. Na widmie *H NMR zauwazono réwniez sygnaty o duzej
powierzchni piku pochodzace od wody, co moze swiadczy¢ o higroskopijnych wtasciwosciach produktu.

Podczas otrzymywania hydrazonu analogu proliny 7f réwniez napotkano problemy. Poczatkowo
zastosowano standardowg procedure kondensacji hydrazydu z 1,2 réwnowazinika 2,3,4-
trihydroskybenzladehydu rozpuszczonych w metanolu i mieszaniu w temperaturze pokojowej.
Jednakze w tych warunkach reakcja nie zachodzi. W konsekwencji reakcje ogrzewano w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika przez 2 dni. Na podstawie spektroskopii rezonansu magnetycznego
stwierdzono obecnosé produktu w mieszaninie, jednak w niewielkiej ilo$ci. Prébowano wydzieli¢
hydrazon 7f z mieszaniny reakcyjnej, odparowujgc rozpuszczalnik i krystalizujgc pozostato$é z EtOH:H,0
(1:1 v/v), jednakze osad nie wypadat z roztworu. Z tego powodu produkt oczyszczano za pomocg HPLC
z odwréconym uktadem faz ODS, z uzyciem jako eluentu mieszaniny rozpuszczalnikéw 70% MeOH/H-0.
Po zebraniu dwdch gtéwnych frakcji i ich analizie TLC ustalono, ze produkt w catosci ulegt hydrolizie do
pierwotnego aldehydu i hydrazydu.

W kolejnej probie syntezy hydrazonu proliny 7f stopiono oba substraty, ogrzewajgc kolbe
ptaszczem grzejnym, jednocze$nie odprowadzajgc powstajgcg w reakcji wode za pomoca obnizonego
ci$nienia. Po 4 godzinach trwania reakcji mieszanina zmienita barwe. Po kolejnych 4 godzinach analiza
TLC potwierdzita obecno$é oczekiwanego produktu, jednakze mieszanina reakcyjna zawierata dalej
sporg ilos¢ nieprzereagowanych substratéw. Ostatecznie zrezygnowano z tej metody syntezy, gdyz po
24 godzinach ogrzewania, nie zauwazono dalszych zmian reakcji. Kondensacje aldehydu z hydrazydem
przeprowadzono réwniez w temperaturze wrzenia tetrahydrofuranu, co pozwolito uzyska¢ produkt 7f
z wydajnoscig 15%, bez wydzielenia hydrazonu z mieszaniny reakcyjnej. Niemniej jednak, nalezy
zoptymalizowac zaréwno metode otrzymywania, jak i proces wydzielania hydrazonu 7f.

Podjeto préby otrzymania hydrazonu analogu treoniny 7g standardowg metoda mieszania
substratow w metanolu, poczatkowo w temperaturze pokojowej nastepnie, stwierdzajgc brak
przereagowania substratéw, w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Po zakonczonej reakcji
zidentyfikowano $lady produktu 7g w mieszaninie reakcyjnej oraz znaczng zawartos¢ aldehydu
i produktu jego rozktadu. Kolejng prébe otrzymywania hydrazonu przeprowadzono w warunkach
wspomagania promieniowaniem mikrofalowym w reaktorze mikrofalowym (Rysunek 32).
Zastosowanie promieniowania mikrofalowego umozliwia szybsze i bardziej efektywne ogrzewanie
reakcji w poréwnaniu z tradycyjnymi metodami ogrzewania konwekcyjnego. Wedtug mechanizmu
dziatania czasteczki absorbujg promieniowanie elektromagnetyczne mikrofal, co wprawia je w rotacje,
a w konsekwencji tarcie i kolizje miedzy czgsteczkami, generujgc w ten sposdb ciepto wewnatrz prébki.
Reakcje prowadzono w etanolu z temperaturg maksymalng 100°C, z zastosowaniem mocy 200 W przez
4 godziny. Podczas reakcji wytracit sie czerwony osad, a roztwér przybrat ciemnobrgzowa barwe.
Analizowano mieszanine reakcyjng za pomocg NMR, jednakze z powodu licznej obecnosci sygnatéw
trudno byto stwierdzi¢ co zawiera. Kolejng synteze z zastosowaniem promieniowania mikrofalowego
przeprowadzono przez godzine, bez zastosowania rozpuszczalnika, stosujgc moc 200 W. Niestety
reakcja w tych warunkach nie zachodzi. Finalnie nie udato sie wydzieli¢ czystego (E)-2-amino-3-
hydroksy-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)butanohydrazydu 7g.
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Rysunek 32. Reaktor mikrofalowy.

Podczas otrzymywania N-(N-Benzyloksykarbonylo-L-tyrozyno)-2,3,4-trihydroksybenzalde-
hydrazonu 7h napotkano trudnosci, zwigzane z tworzeniem sie produktéw ubocznych podczas reakcji
oraz wydzielenia produktu z mieszaniny poreakcyjnej. Pierwszg prébg syntezy hydrazonu analogu
tyrozyny 7h byta reakcja hydrazydu N-benzyloksykarbonylo-L-tyrozyny z trihydroksybenzaldehydem
prowadzona w bezwodnym metanolu, poczatkowo w temperaturze pokojowej przez 48 godzin.
W trakcie trwania reakcji, nierozpuszczalny w metanolu substrat roztwarzat sie, a roztwor przyjat barwe
76tt3. Kolejno, ustalajgc obecno$é substratéw w mieszaninie reakcyjnej, stosowano temperature
wrzenia rozpuszczalnika przez 24 godziny. Nastgpita zmiana barwy roztworu z koloru zéttego na
ciemnobrgzowa. Analiza TLC wykazata produkty rozktadu aldehydu, wiec zakoriczono reakcje. Produkt
izolowano z mieszaniny reakcyjnej przez krystalizacje w etanolu, a nastepnie dodawano wody w celu
wykrystalizowania docelowego hydrazonu 7h. Podczas procesu krystalizacji wypadt osad oraz powstata
ciemno brazowa substancja o konsystencji lepkiej mazi. W konsekwencji zlano przesacz wraz
z uzyskanym brgzowym osadem, pozostawiajgc zywiczng maz przyklejong do kolby. Otrzymanym
ciemnobrgzowym osadem byt gtéwnie produkt 7h, jednakze zanieczyszczony substratami. Kolejna
krystalizacja z EtOH:H,O 1:1 v/v, ponownie data wcigz zanieczyszczony produkt. Z tego powodu
postanowiono oczysci¢ produkt za pomocg kolumny chromatograficznej na zelu krzemionkowym
z uzyciem mieszaniny 10% MeOH/CHCl; v/v. Udato sie wydzieli¢ hydrazon 7h, jednakze bez grupy
zabezpieczajgcej Cbz oraz z niewielkimi zanieczyszczeniami pochodzgcymi od substratéow reakcji.
Problemy podczas syntezy i oczyszczania hydrazonu pochodnej tyrozyny mogg wynikaé z zastosowania
do reakcji nieco zanieczyszczonego hydrazydu N-benzyloksykarbonylo-L-tyrozyny.
W konsekwencji w kolejnej prébie otrzymywania hydrazonu 7h zastosowano dodatkowo oczyszczony
hydrazyd oraz trihydroksybenzaldehyd (1,2 ekw.), poczatkowo prowadzac reakcje przez 48 godzin
w temperaturze pokojowej, nastepnie 3 dni w temperaturze wrzenia metanolu. Reakcja bylta
prowadzona pod argonem bez dostepu $wiatta w celu ograniczenia rozpadu trihydroksybenzaldehydu.
Roztwdr po zakonczonej reakcji byt klarowny o barwie zottej, jednakze na podstawie analizy TLC
w mieszaninie zidentyfikowano sygnaty pochodzace od nieprzereagowanych substratéw. Z powodu
obawy o duze straty produktu podczas procesu krystalizacji od razu przystgpiono do wydzielania
produktu z mieszaniny reakcyjnej za pomocg HPLC z uzyciem 70% MeOH/H,0. Na widmie z detektora
pojawity sie trzy sygnaty pochodzace od aldehydu, hydrazydu oraz hydrazonu 7h (Rysunek 33).
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Rysunek 33. Chromatogram przedstawiajacy rozdziat N-(N-Benzyloksykarbonylo-L-tyrozyno)-2,3,4-
trihydroksybenzaldehydrazonu z mieszaniny reakcyjne;j.

Udato sie wyizolowac czysty hydrazon pochodnej tyrozyny 7h z wydajnoscig 39%. Przystgpiono
do optymalizacji metody syntezy hydrazonu 7h. Poniewaz produktem ubocznym kondensacji jest woda,
postanowiono przesungé rownowage reakcji w kierunku tworzenia sie produktéw przez zastosowanie
$rodkdw odwadniajacych, ktére usuwatyby powstajagca w trakcie reakcji wode. Srodkami
odwadniajgcymi stosowanymi do reakcji bylty bezwodne sole Na,SO4 oraz CuSO4. Przed uzyciem
siarczanu (VI) miedzi (Il) przygotowano Swiezg porcje bezwodnej soli wygrzewajgc pentahydrat w 250°C
przez 4 godziny, do uzyskania biato-szarego proszku. Hydrazyd oraz aldehyd (1,10 ekw.) zawieszono
w bezwodnym metanolu i po chwili dodano okoto 100 mg odpowiedniego srodka suszgcego. llos¢
dodawanego srodka suszgcego obliczono na podstawie stechiometrii reakcji oraz zatozono nadmiar
okoto 50 mg ze wzgledu na wode zawartg w rozpuszczalniku. W przypadku reakcji z uzyciem CuSO4 na
podstawie TLC, po godzinie trwania reakcji w temperaturze pokojowej, zidentyfikowano powstajgcy
produkt reakcji, jednakze po uptywie 24 godzin plamka pochodzaca od produktu znikta. Przypuszczalnie
powstajacy hydrazon 7h modgt utworzyé zwigzek kompleksowy z jonami miedzi. Hipoteza ta
potwierdzitaby rozwazania na temat koordynujgcych wtasciwosci zasad Schiffa [2]. Dla eksperymentu
z zastosowaniem Na,SO4, synteza N-(N-Benzyloksykarbonylo-L-tyrozyno)-2,3,4-trihydroksybenzalde-
hydrazonu zachodzi, jednakze nie zauwazono poprawy wydajnosci otrzymywanego hydrazonu.

Kolejng probg optymalizacji tej reakcji byta zmiana rozpuszczalnika z MeOH na THF. Ogrzewano
mieszanine reakcyjng przez 72 godziny w obojetnej atmosferze argonu, bez dostepu swiatta. Podczas
tego eksperymentu zastosowano substraty na poziomie czystosci okoto 95-100%. Po zakoriczonej
reakcji rozpuszczalnik odparowywano, pozostato$é krystalizowano z roztworu MeOH:H,O (1:1, v/v).
Uzyskany osad oczyszczano dodatkowo za pomocg HPLC (kolumna ODS, eluent 70%MeQH/H,0)
uzyskujac docelowy hydrazon 7h jako biatawy osad z wydajnoscig 55%.
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Tabela 5. Optymalizacja syntezy N-(N-Benzyloksykarbonylo-L-tyrozyno)-2,3,4-

Czas oraz
temp reakcji

48 godz. ->R.T.

24 godz. ->Twrz

48 godz. ->RT.

72 godz. ->Twrz

24 godz., R.T.

24 godz., RT.

72 godz., Twrz

Rozpuszczalnik

MeOH

MeOH

MeOH

MeOH

THF

Uwagi

Zastosowanie
zanieczyszczonego N-
benzyloksykarbonylo-L-
tyrozyny

Reakcja prowadzona
pod Ar bez dostepu
Swiatta, Zastosowanie
czystego
N-benzyloksykarbonylo-
L-tyrozyny

Zastosowanie Na;SO4

Zastosowanie CuSO4

Reakcja prowadzona
pod Ar, bez dostepu
Swiatta,

zastosowanie czystego
N-benzyloksykarbonylo-
L-tyrozyny

trihydroksybenzaldehydrazonu.

Wydzielenie

Krystalizacja
EtOH:H,0 1:1 v/v.
krystalizacja z EtOH,
nastepnie dodano
H,0 do wytracenia.

Chromatografia
kolumnowa (eluent:
10% MeOH/CHCI3
v/v)

HPLC z ODS (eluent:
70% MeOH/H,0)

HPLC z ODS (eluent:
70% MeOH/H,0)

Krystalizacja z
MeOH:H,0 1:1 v/v.
HPLC z ODS (eluent:

70% MeOH/H,0)

Obserwacje

Wydzielono slady
hydrazonu bez grupy
zabezpeiczajgcej Cbz

Uzyskano czysty produkt
z wydajnoscig 39%

Wydzielono slady
produktu oraz liczne
zanieczyszczenia
pochodzace od aldehydu
i produktow jego
rozktadu

Na podstawie analizy TLC
po godzinie powstat
produkt, ktéry nastepnie
zanikt w czasie,
stwierdzajgc
niepowodzenie reakcji

Uzyskano czysty produkt
z wydajnoscig 55%

Z powodu trudnosci w otrzymywaniu hydrazonu 7h podjeto prébe metody syntezy tej
pochodnej poprzez kondesacje estru tyrozyny z (E)-hydrazonem aldehydu 2,3,4-
trihydroksybenzoesowego (Schemat 29). Ta droga syntezy wydaje sie by¢ obiecujaca ze wzgledu na
mozliwo$¢é pominiecia reakcji zabezpieczania i odbezpieczania grupy aminowej.

OH
HO OH
o) OH N 0
>
eO H
NH
HO z OH HO NH;

Schemat 29. Préba otrzymania (E)-2-amino-3-(4-hydroksyfenylo)-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylideno)propanohydrazydu.
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Rysunek 34. Widmo *H oraz 3C NMR (DMSO) (E)-4-(hydrazonometylo)benzeno-1,2,3-triolu
potwierdzajgce czysto$¢ otrzymanego hydrazydu.

W pierwszym etapie otrzymano (E)-hydrazon 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu w reakgji
2,3,4-trihydroksybenzaldehydu (3,73 mmol) z réwnomolowg iloSci3 monohydratu hydrazyny
w metanolu. Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 3 dni. W trakcie reakcji wypadt 26tty
osad, ktory po zakonczeniu syntezy przesgczono i krystalizowano z mieszaniny etanolu i wody
w stosunku objetosciowym 1:9. Tak, otrzymany hydrazon, ktdrego czystos¢ potwierdzono za pomoca
NMR, (Rysunek 34) kondensowano z estrem tyrozyny. W tym celu zawieszono ester metylowy tyrozyny
(0,120 g), dodano 2 ekwiwalenty hydrazonu i mieszano poczagtkowo w temperaturze pokojowej jeden
dzied. Po tym czasie na podstawie analizy TLC nie zaobserwowano postepu reakcji. Reakcje
kontynuowano w temperaturze wrzenia metanolu przez 48 godzin. Na podstawie analizy NMR trudno
byto zidentyfikowaé obecnosé produktu w mieszaninie reakcyjnej, ze wzgledu na obecno$¢ licznych
sygnatdw w obszarze przesunieé charakterystycznych dla protonéw aromatycznych. W konsekwencji
probke poddano analizie MS, poszukujgc sygnatu od docelowego produktu. Z powodu stwierdzenia
braku sygnatu w okolicach m/z 332 pochodzgcego od oczekiwanego hydrazonu 7h na widmie MS,
zrezygnowano z tej metody syntezy. Prébowano jeszcze doktadnie tg samg metodg otrzymac hydrazyd
analogu alaniny, jednakze rowniez i w tym przypadku metoda okazata sie by¢ nieskuteczna.
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Dla niektérych analogédw aminokwasdw takich jak: prolina, histydyna, treonina, izoleucyna, nie
udato sie wydzieli¢ czystych hydrazondw, badz wydzielono tylko $lady produktu. Nalezatoby
udoskonali¢ ich metody syntezy oraz oczyszczania. Z tego wzgledu nie uwzgledniono ich w dalszych
etapach badan.

3.5. Opracowanie metody syntezy N-Acylohydrazonéw di-
i monohydroksybenzaldehydu

3.5.1. Otrzymywanie 4-nitrobenzoilohydrazonéow pochodnych dihydroksybenz-

aldehydow
R2
1 3
NH R R
HNT 2 0
(OH),ArCHO N
o ———> N
MeOH H
O,N O2N
2e 8a: Ry; R3=0OH; R, =H

8b: Ry; R, =OH; R3=H
8c: Ry=H; Ry; R3= OH

Schemat 30. Otrzymywanie pochodnych dihydroksybenzaldhydrazonéw pochodnych kwasu
4-nitrobenzoesowego.

Kondensacje hydrazydéw z hydroksylowymi pochodnymi benzaldehydu wykonano w roztworze
metanolowym stosujgc maty nadmiar odpowiedniego benzaldehydu (3,30 mmola) w odniesieniu do
hydrazydu (2,80 mmola). W przypadku pochodnych aldehydéw dihydroksybenzoesowych (2,4 2,3) 8a
oraz 8b reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Natomiast dla pochodnych
aldehydu 3,4-dihydroksybenzoesowego 8c analiza TLC po 24 godzinach nadal wykazywata obecnos¢
substratu, dlatego wydtuzono czas reakcji do 48 godzin.

Otrzymane dihydroksybenzaldhydrazony ze wzgledu na obecno$¢ w strukturze wigzania
iminowego (-N=CH-) mogg wystepowac w postaci dwdch izomeréw geometrycznych E i Z. Widmo
'H NMR sugeruje, ze w przypadku zwigzkéw 8a i 8b wystepuje tylko izomer E. Zwigzki posiadajgce
w uktadzie aromatycznym grupe OH w pozycji orto, czyli pochodne 2,3-dihydroksy i 2,4-dihydroksy
wykazujg sygnaty protondéw grup 3-OH i 4-OH jako szerokie singlety odpowiednio przy 6 8.5-10.0 ppm,
podczas gdy sygnat pochodzacy od protonu grupy 2-OH jest przesuniety w strone nizszego pola
w obszarze §10.9-11.3 ppm. Pojawienie sie sygnatdw przy nizszych wartosciach czestotliwosci,
przypisuje sie tworzeniu wigzania wodorowego miedzy atomem azotu iminowego i wodoru grupy
hydroksylowej [122] o czym pisano w rozdziale 3.3. Izomeria geometryczna oraz tautomeria keto-
enolowa w syntezowanych zasadach Schiffa. Ponadto obecnos¢ jednego izomeru geometrycznego
potwierdza wystepowanie pojedynczego singletu dla protonu pochodzgcego od wigzania iminowego
przy przesunieciu rownym okoto 8.5 ppm, co mozna zaobserwowac np. na widmie zwigzku (E)-N'-(2,3-
dihydroksybenzylideno)-4-nitrobenzohydrazydu 8b przedstawionym ponizej.
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Rysunek 35. WidmoH NMR (DMSO) zwigzku (E)-N'-(2,3-dihydroksybenzylideno)-4-
nitrobenzohydrazydu 8b.

W przypadku (E)-N'-(3,4-dihydroksybenzylideno)-4-nitrobenzohydrazydu 8c trudno jest
stwierdzi¢ obecnosé¢ tylko jednego izomeru. Brak grupy hydroksylowej w pozycji 2 pierScienia
benzenowego uniemozliwia utworzenie stabilizujagcego konfiguracje E wigzania wodorowego.
Poszerzenie sygnatdw przy 8.3 ppm sugeruje, ze zwigzek 8c wystepuje jako mieszanina obu izomeréw

E/Z.
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Rysunek 36. Widmo *H NMR N'-(3,4-dihydroksybenzylideno)-4-nitrobenzohydrazydu 8c.
W  przypadku pochodnych BNBZ (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-4-nitrobenzo-

hydrazydu zsyntezowano tylko serie pochodnych z dwiema grupa hydroksylowymi, gdyz
monohydroksylowe pochodne sg bardzo stabo rozpuszczalne w buforze wykorzystywanym do oceny

aktywnosci zwigzkéw, uniemozliwiajgc w ten sposéb ich badanie.
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3.5.2. Otrzymywanie di- oraz monohydroksybenzaldhydrazonéw pochodnych N-
benzyloksykarbonylo-L-seryny

e H (OH),ArCHO/ 9a: Ry Ry =H; Ry =0OH
)J\ N_ OHArCHO 9b: Ry; Ry = H; R, = OH
Y NH, \/\W 9c: Ry; Ry = OH; R, = H
H o MeOH 9d: Ry= H; Ry; R3= OH;

6d

Schemat 31. Otrzymywanie hydraznéw pochodnych di- oraz monohydroksybenzaldehydu.

Hydrazyd 6d kondensowano z hydroksy pochodnymi benzaldehydu, o réznej ilosci i potozeniu
grup hydroksylowych. Zwigzki syntezowano na podstawie procedury opisanej w literaturze [124].
Mieszanine hydrazydu L-seryny i odpowiedniego benzaldehydu (1,2 ekw.): 2-hydroksybenzaldehydu,
3-hydroksybenzaldeyhydu, 2,4-dihydroksybenzaldehydu, 3,4-dihydoksybenzaldehydu w metanolu,
mieszano w temperaturze pokojowej przez 24 godziny, obserwujgc w miare uptywu czasu roztworzenie
osadu pochodzacego od hydrazydu i ponowne wypadanie niewielkiej ilosci osadu. Postep reakcji
monitorowano metodg TLC z zastosowaniem uktadu 10% MeOH/CHCIls (v/v). Po stwierdzeniu
zakonczenia reakcji mieszanine reakcyjng odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. W przypadku
syntezy di- i monohydroksybenzaldehydrazonéw N-benzyloksykarbonylo-L-seryny wystarczajgca byta
temperatura pokojowa prowadzenia reakcji, a nie tak jak w przypadku analogicznej syntezy
trihydroksybenzaldehydrazonu, kiedy reakcje prowadzono w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Na
tej podstawie mozna stwierdzi¢ obnizong reaktywno$¢ grupy karbonylowej aldehydu
2,3,4-trihydroksybenzenowego w reakcji kondesacji z hydrazydem L-seryny. Wptyw ilosci grup
hydroksylowych na reaktywnos¢ hydroksylowych pochodnych benzaldehydu mozna réwniez zauwazy¢
podczas syntezy mono- i dihydroksy podstawionych pochodnych benserazydu, otrzymujac w tych
samych warunkach 2-(3-hydroksybenzylideno)hydrazyd L-seryny 9b z wyzszg wydajnoscig réwng 70%
w poréwnaniu z 2-(3,4-dihydroksybenzylideno)hydrazydem L-seryny 9d otrzymanym z wydajnoscig
59%.

Podjeto préobe oczyszczania produktow kondensacji dwoma metodami: wykorzystujac
chromatografie kolumnowg na zelu krzemionkowym z uzyciem eluentu: MeOH/CHCls (v/v) w réznym
gradiencie stezen oraz krystalizacje z mieszaniny rozpuszczalnikédw etanol:woda 1:1. Na podstawie tych
préb mozna stwierdzi¢, ze proces oczyszczania pochodnych aldehydu dihydroksybenzoesowych przez
krystalizacje jest lepszy niz chromatografia kolumnowa, poniewaz zapewnia znacznie wyzszg czystos¢
i wydajnos¢ produktu. Natomiast dla pochodnych monohydroksybenzaldehydu oczyszczanie produktu
jest efektywne zaréwno za pomocg chromatografii kolumnowej (10% MeOH/CHCls v/v) oraz
krystalizacji (EtOH:H,0 1:1 v/v). W ten sposdb zaobserwowano, ze im wiecej grup hydroksylowych jest
obecnych w pierscieniu benzenowym pochodnych benserazydu, tym bardziej utrudnione jest
oczyszczanie z zastosowaniem chromatografii kolumnowej. Prawdopodobnie ma to zwigzek
z wigzaniem sie grup hydroksylowych z powierzchnig zelu, poniewaz grupy OH, z racji swojej polarnosci,
moga tworzy¢ wigzania wodorowe lub oddziatywad sitami dipolowymi z powierzchnig zelu.

Na podstawie widm *H NMR syntezowanych N-acylohydrazondéw pochodnych benserazydu
zidentyfikowano dwa izomery geometryczne (E i Z) przy wigzania iminowym N=CH. Swiadczg o tym
podwdjne sygnaty dla protondw iminowych N=CH oraz podwdjne sygnaty dla labilnych protondéw
uktadu NH-N=CH. Na przedstawionym ponizej widmie mozna zauwazy¢, ze zabezpieczony hydrazon
N-(N-benzyloksykarbonylo-(S)-serynylo)-3,4-dihydroksybenzaldehydu 9d wykazuje dwie réine
konformacje w proporcji niemalze 1:1. Podobna sytuacja wystepuje takze dla pochodnej hydrazonu
N-(N-benzyloksykarbonylo-(S)-serynylo)-3-hydroksybenzaldehydu 9b.
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Rysunek 37. Fragment widma *H NMR 2-(3,4-dihydroksybenzylideno)hydrazydu L-seryny 9d
sugerujacy wystepowanie dwéch izomerdéw geometrycznych E i Z. Widmo wykonane w roztworze
DMSO.

Zsyntezowane di- i monohydroksybenzoesowe pochodne aldehydu, ktére nie posiadajg grupy
hydroksylowej w pozycji orto, nie majg mozliwosci utworzenia wigzan wodorowych pomiedzy grupa
hydroksylowg, a atomem azotu wigzania iminowego, co wyklucza jednoznaczne stwierdzenie
utworzenia izomeréw o preferencyjnej konfiguracji E. Udowadnia to réwniez widmo 'H NMR
przedstawione powyzej, gdzie przesuniecia dla grup hydroksylowych wystepujg w obszarze 9.2-
9.3 ppm, co potwierdza brak tworzenia sie wigzan wodorowych miedzy OH, a N=CH. Odmienna
sytuacja wystepuje w przypadku pochodnej hydrazonu z uktadem 2,4-dihydroksy 9c¢ oraz
2-hydroksybenzenowym 9a, gdzie w przewadze wystepuje jeden izomer geometryczny E zdefiniowany
na podstawie badarn NMR. Moje rozwazania dotyczace izomeréw geometrycznych hydrazonowych
pochodnych benserazydu pokrywaja sie z sugestig zawartg w publikacji Pinheiro i innych [126].

3.5.3. Otrzymywanie (E)-4-amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu

Podczas otrzymywania (E)-4-amino-N’'-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu zabez-
pieczono nukleofilowg grupe 4-aminowg, ktéra moze reagowac konkurencyjnie w reakcji kondesacji
aldehydu z hydrazydem. Jednakize grupa aminowa zlokalizowana w pozycji para pierscienia
benzenowego powinna reagowac znacznie wolniej niz grupa aminowa hydrazydu. Wynika to ze
zmniejszonej nukleofilowosci grupy 4-NH,, w ktérej wolna para elektronowa azotu jest zaangazowana
w sprzezenie z elektronami pierscienia benzenowego. Aby to przypuszczenie sprawdzi¢ wykonano dwie
roézne syntezy docelowych pochodnych aldehydu benzoesowego, z zabezpieczeniem grupy 4-aminowe;j
oraz bez zabezpieczania.
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Schemat 32. Otrzymywanie hydrazonu 13 z zabezpieczeniem grupy 4-aminowe;j.

Do zabezpieczenia grupy aminowej uzyto grupy Boc, jednej z najczesciej stosowanych grup do
tego typu protekcji, znacznie korzystniejszej pod wzgledem cenowym niz grupa Cbz. Grupe aminowa
w 4-aminobenzoesanie metylu (18,3 mmola) zabezpieczono w reakcji z diweglanem di-t-butylu
(1,2 ekw.) [127]. Poniewaz diweglan di-t-butylu jest higroskopijny, jako rozpuszczalnik w reakcji
zastosowano bezwodny DCM, uzywajgc (Boc),O rozpuszczonego w bezwodnym THF. Reakcje
prowadzono w obecnosci trietyloaminy (1,1 ekw.) w temperaturze pokojowe] przez 24 godziny. Po tym
czasie analiza TLC (uktad rozwijajacy 100% CHCIls) wykazata niskie przereagowanie substratu, dlatego
tez postanowiono ogrzewac¢ mieszanine reakcyjng w temperaturze wrzenia DCM przez kolejne 24
godziny. Niestety, podwyzszenie temperatury reakcji nie wptyneto widocznie na konwersje estru.
Dlatego dodano kolejny 1 ekwiwalent diweglanu di-tert-butylu i reakcje kontynuowano w temperaturze
wrzenia rozpuszczalnika przez kolejnych 12 godzin. Dodanie nadmiaru (Boc),0 spowodowato catkowite
przereagowanie 4-aminobenzoesanu metylu. Po zakonczonej reakcji mieszanine zneutralizowano
rozcienczonym kwasem solnym i przemyto woda. Warstwe organiczng suszono nad bezwodnym
siarczanem magnezu (VI). Po odparowaniu rozpuszczalnika pozostato$s¢ oczyszczano za pomoca
chromatografii na zelu krzemionkowym, eluujgc 100% chloroformem, otrzymujac 4-[(t-
butoksykarbonylo)amino]benzoesan metylu 10 z wydajnoscig 60%.

Zabezpieczony ester poddano reakcji z hydrazyng. Wedtug danych literaturowych [128, 129]
podczas otrzymywania 4-(t-butoksykarbonyloamino)benzohydrazydu, nalezato zastosowa¢ 10-krotny
nadmiar hydrazyny. W swoich badaniach nad syntezg hydrazydu 11 ograniczono ilos¢ dodawane;j
toksycznej hydrazyny do 4 ekwiwalentéw. Synteza polegata na ogrzewaniu w temperaturze wrzenia
roztworu 98% monohydratu hydrazyny (4 ekw.) i 4-[(t-butoksykarbonylo)amino]benzoesanu metylu
w metanolu przez 24 godziny. Po zakonczeniu reakcji rozpuszczalnik usunieto pod zmniejszonym
cisnieniem. Otrzymang surowg substancje statg oczyszczono metoda chromatografii na Zelu
krzemionkowym, eluujac 5% mieszaning rozpuszczalnikdéw MeOH/CHsCl (v/v). Eluent ten pozwolit na
dobre oddzielenie pozostatosci nieprzereagowanego estru oraz nadmiaru hydrazyny i wydzielenie
produktu z wydajnoscig 60%. Otrzymany hydrazyd kondensowano z 2,4-dihydroksybenzaldehydem.
W tym celu roztwér 4-(t-butoksykarbonyloamino)benzohydrazydu i 2,4-dihydroksybenzaldehydu
(1,2 ekw.) w metanolu mieszano w temperaturze pokojowe] przez 24 godziny. Wytracony podczas
reakcji osad przesgczono i dwukrotnie rekrystalizowano z roztworu etanol:woda (1:2, v/v). Uzyskano
z6ttawy osad z wydajnoscia 68%. Ostatnim etapem syntezy byto rozszczepienie grupy
tert-butoksykarbonylowe] z zastosowaniem znanej metody odbezpieczania grupy N-Boc za pomocy
kwasu trifluorooctowego [130]. Zawiesine 4-tert-Butoksykarbonyloamino-N’-(2,4-dihydroksy-
benzylideno)benzohydrazydu 12 w dichlorometanie, poddano dziataniu kwasu trifluorooctowego
(5 ekw.). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 72 godziny w temperaturze pokojowej. Po 15 minutach
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od dodania kwasu, bezowy osad pochodzgcy od hydrazydu roztworzyt sie, a roztwér przyjat z26itg
barwe, natomiast po godzinie trwania reakcji wypadt ponownie zétty osad. Na podstawie TLC,
stwierdzono catkowity zanik substratu, przesgczono osad pod zmniejszonym cisnieniem. Wytrgcony
w DCM osad jest trifluorooctanem amoniowym, z tego wzgledu osad rozpuszczono w metanolu
i neutralizowano go do uzyskania pH okoto 8 za pomoca trietyloaminy, nastepnie rozpuszczalnik
usunieto pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostato$¢ rozdzielono metodg chromatografii kolumnowe;j
na zelu krzemionkowym. Na podstawie TLC dobrano eluent, uzywajac mieszanine rozpuszczalnikéw
30% MeOH/CHCl; (v/v), ktéra pozwolita na dobry rozdziat mieszaniny reakcyjnej z rdinica
wspotczynnika podziatu Rf miedzy reagentami oraz produktami ubocznymi réwng 1. Zebrane frakcje
z oczekiwanym produktem zidentyfikowano za pomocg spektroskopii NMR. Na podstawie widma
'H NMR stwierdzono, e otrzymano (E)-4-amino-N’-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazyd,
jednakze z zanieczyszczeniami pochodzgacymi od trietyloaminy. W celu usuniecia zanieczyszczen
ponownie oczyszczono hydrazon 13 na kolumnie chromatograficznej w tych samych warunkach.
Docelowy produkt 13 otrzymano z wydajnoscig réwna 56%.

W kolejnym etapie badan reakcje otrzymywania 4-amino-N’-(2,4-dihydroksybenzylideno)-
benzohydrazydu 13, przeprowadzono bez zabezpieczania grupy aminowej we fragmencie
benzenowym. Schemat otrzymywania hydrazydu przedstawiono ponizej.

NH
HNT 2 o HO OH
ArCHO
0O ——» Ny
MeOH N
H,N
2 H,N
2f 13

Schemat 33. Schemat reakcji syntezy 4-amino-N’-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu bez
zastosowania zabezpieczania grupy aminowe;j.

W przypadku syntezy (E)-4-amino-N’-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu 13 opisanej
w literaturze, autorzy prowadzili reakcje poczatkowo przez 30 min. w temperaturze pokojowej,
nastepnie ogrzewajgc mieszanine przez 2 godziny w temperaturze 40°C. Wedtug innej grupy badawczej
ogrzewanie 4-amino-N'-(2-hydroksybenzylideno)benzohydrazydu wraz z aldehydem 2,4-
dihydroksybenzoesowym prowadzi do powstania (N')-4-((2,4-dihydroksybenzylideno)amino)-N'-(2-
hydroksybenzylideno)benzohydrazydu z wydajnoscia 71.3% (Schemat 34). W celu unikniecia
konkurencyjnej reakcji zrezygnowano z ogrzewania mieszaniny reakcyjnej.

H HO OH HO OH
o} (0]
HO OH
o + N/N N\ —_— N/N N\
H H
L NS
HO OH H,N AN

Schemat 34. Mozliwa reakcja uboczna zachodzaca podczas reakcji kondesacji p-aminobenohydrazydu
z pochodng benzaldehydu w warunkach podwyzszonej temperatury.

4-Aminobenzohydrazyd i 2,4-dihydroksybenzaldehyd (1,2 ekw.) rozpuszczono w bezwodnym
metanolu i mieszano w temperaturze pokojowej przez noc. Po tym czasie z klarownego zéttego
roztworu wytracita sie spora ilos¢ osadu. Na podstawie analizy TLC stwierdzono dalej obecnos¢
substratu w roztworze, wiec reakcje prowadzono jeszcze 12 godzin. Po tym czasie mieszanine zatezono,
odparowujac czes$¢ rozpuszczalnika, a nastepnie powstaty osad przesgczono pod zmniejszonym
cisnieniem. Osad rekrystalizowano z etanolu, jednakze cze$¢ produktu przeszta do przesaczu,
aotrzymany osad zawierat pozostatosci nieprzereagowanego aldehydu. Z powodu probleméw
z oczyszczaniem (E)-4-amino-N’-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu, podczas kolejnej reakcji
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jego otrzymywania do syntezy zuzyto 0,9 ekwiwalentna 2,4-dihydroksybenzaldehydu, ktéry prawie
catkowicie zuzyt sie podczas reakcji i nie wptywat istotnie na proces oczyszczania osadu. Do krystalizacji
zastosowano rowniez inny uktad rozpuszczalnikéw EtOH:H,0 (2:1, v/v), gdzie dodatek wody w znaczacy
sposéb ograniczyt rozpuszczalno$¢ produktu. (E)-4-Amino-N’-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzo-
hydrazyd otrzymano jako z6tty osad z wydajnoscig 65%. Zadawalajgca wydajnosc produktu, sugeruje,
ze ewentualne reakcje uboczne z udziatem grupy 4-amino pierscienia benzenowego zachodzg
w ograniczonym stopniu. Produkt syntezowany tg metodg uzyskano z zadawalajgcg wydajnoscig,
porownywalng do metody syntezy stosujgcej protekcje grupy aminowe]. Ponadto synteza ta pozwala
na uniknieciu dwéch dodatkowych etapdéw reakcji i wigze sie z tatwiejszym oczyszczaniem docelowego
produktu 13.

3.6. Opracowanie metody syntezy hydrazydow z N-acylowych pochodnych
hydrazonow

3.6.1. Badania nad redukcja wigzania podwdéjnego C=N hydroksyhydrazonéw jako
pochodnych N-benzyloksykarbonylo-L-seryny w celu otrzymania pochodnych
benserazydu.

W celu otrzymania pochodnych benserazydu dokonano optymalizacji redukcji wigzania
iminowego C=N oraz rownoczesnego odbezpieczenia grupy benzyloksykarbonylowej. Redukcje
hydrazonu N-(N-benzyloksykarbonylo-(S)-serynylo)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydu 7d do
2-(2,3,4-trihydroksybenzylo)hydrazydu L-seryny 14e opisano w patencie w 2019 roku (Synthesis
method of benserazide hydrochloride) [131], gdzie zastosowano gazowy wodoér pod cisnieniem okoto 2
baréw z uzyciem 10% Pd/C. Synteze benserazydu powtérzono wedtug procedury opisanej w patencie.
Na podstawie analizy NMR, stwierdzono catkowite odbezpieczenie grupy Cbz, jednakze konwersja
substratu z wigzaniem iminowym N=CH do produktu z wigzaniem pojedynczym NH-CH, byta niska.
Wspodtczynnik konwersji obliczono na podstawie stosunku sygnatéw analitycznych substratu (NH-N=CH,;
okoto 8.2 ppm) i produktu (NH-NH-CH,; okoto 3.8 ppm) (Rysunek 38), pamietajgc ze, powierzchnie
catkowania piku substratu nalezy odnies¢ do potowy powierzchni catkowania piku produktu, poniewaz
sygnat substratu reprezentuje jeden proton, ale sygnat produktu reprezentujg dwa protony.
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Produkt
Substrat

70.40
1.00

8.26 8.22 8.18 8.14 8.10 8.06 8.02 3.98 3.94 3.90 3.86 3.82
f1 (ppm)

Rysunek 38. Fragmenty widma *H NMR (DMSO) z reakc;ji redukcji hydrazonu
N-(N-benzyloksykarbonylo-(S)-serynylo)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydu 7d, wskazujgce sygnaty
analityczne substratu i produktu.
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W nowym patencie z roku 2021 [132] opisano ulepszong wersje redukcji wigzania podwdjnego
przy uzyciu urzadzenia do uwodornienia ze ztozem nieruchomym, z zastosowaniem katalizatora
Pd/Al,0s. Z racji braku odpowiedniego sprzetu wigzacego sie z mozliwoscig przeprowadzenia syntezy
wedtug tej procedury, przystgpiono do poszukiwania optymalnej metody redukcji wigzania iminowego
w celu uzyskania pochodnych benserazydu. W celu przeprowadzenia badan wykonano optymalizacje
finalnego etapu reakcji, wykonujac szereg eksperymentéw dla pochodnych hydrazonu zawierajgcych
jedng, dwie lub trzy grupy OH w pierscieniu benzenowym. W ten sposdb sprawdzajgc dodatkowo jak
ilos¢ grup hydroksylowych wptywa na efektywnos¢ redukcji wigzania podwdjnego.

Rysunek 39. Reaktor firmy Parr, w ktérym przeprowadzano redukcje katalityczna.

Pierwsze badania nad metodg redukcji wigzania iminowego polegaty na znalezieniu
optymalnych warunkéw reakcji uwodornienia z zastosowaniem gazowego wodoru (Schemat 35).
Redukcje katalityczng prowadzono w autoklawie firmy Parr (Rysunek 39) poprzez intensywne
wytrzgsanie roztworu hydrazonu z katalizatorem w atmosferze wodoru, pod zadanym cisnieniem. Do
reakcji zastosowano dwa rézne katalizatory palladowe: 10% palladu na weglu aktywnym oraz 10%
wodorotlenku palladu na weglu aktywnym.

R3
gkt 2y
_N
MeOH HO ” R
NH, R,

7d: Ry RyR, = 14a: Ry; Ry = H; R, = OH
9a: R,; Ry = H; R1 OH 14b: Ry; R3 = H; R, = OH
9b: Ry; Ry = H; R, = OH 14c: Ry; Ry = OH; R, = H
9¢c: Ry; Ry = OH; Ry = H 14d: Ry= H; Ry; Ry= OH
9d: R;= H; Ry; Ry= OH 14e: Ry RyRy= OH

Schemat 35. Reakcja katalitycznego uwodornienia hydrazonéw do hydrazyddw.

Procedura polegata na rozpuszczeniu 0,5 g danego hydrazonu w 20 mL bezwodnym metanolu,
nastepnie na dodaniu do roztworu 15% masowych w stosunku do substratu katalizatora (okoto 75 mg)
i umieszczeniu naczynia reakcyjnego w reaktorze cisnieniowym firmy Parr, ktory wypetniono gazowym
wodorem pod cisnieniem 1,8-2,3 bara. Mieszanine reakcyjng wytrzgsano w rdéznym czasie
i temperaturze. Po zakoriczonej reakcji staty katalizator odsgczono, a rozpuszczalnik odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. Nastepnie obliczono wydajnos¢, mierzac ilo$¢ utworzonego produktu
w stosunku do znanej ilosci substratu przy uzyciu spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego
NMR. Wyniki z badan nad reakcja redukcji odpowiednich hydrazondéw zebrano w tabeli ponize;j.
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Tabela 6. Optymalizacja warunkow redukcji wigzania iminowego hydrazonéw 7d i 9a-9d z uzyciem
wodoru jako srodka redukujacego.

Produkt Podstawienie czas | Temp. | | oo Cisnienie | Wydajnosé

Rt R2 R3 [h] [°C] [bar] [%]

14a OH H H 5 RT Pd/C 1,8 75

14a OH H H 7 RT Pd/C 2,3 100

14b H OH H 7 RT Pd/C 2,2 95%

14e OH OH OH 5 RT Pd/C 2 30

14e OH OH OH 5,5 50 Pd/C 2 50

14e OH OH OH 5,5 50 Pd(OH),/C 2 84

14d H OH OH 4 RT Pd/C 2 60

14c OH H OH 5,5 RT Pd(OH),/C 2 100

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 6, redukcja pochodnej aldehydu
2-hydroksybenzoesowego 9a z uzyciem katalizatora Pd/C w temperaturze pokojowe] przebiega z dobra
wydajnoscig. Wydtuzenie czasu reakcji z 5 godz. do 7 godz. oraz podniesienie cisnienia wodoru z 1,8
bara do 2,3 bara skutkowato otrzymaniem 2-(2-hydroksybenzylo)hydrazydu L-seryny 14a ze 100%
wydajnoscig. Redukcje dla pochodnej aldehydu 3-hydroksybenzoesowego 9b przeprowadzono
w analogicznych warunkach uzyskujac produkt 14b z wysoka wydajnosciag 95%. Redukcja wigzania
iminowego w przypadku trihydroksybenzoesowej pochodnej aldehydu jest utrudniona w temperaturze
pokojowej, dlatego tez podwyzszono temperature do 50°C, otrzymujgc produkt z nieco wiekszg
wydajnoscig. Zmiana katalizatora Pd/C na Pd(OH),/C powoduje znacznie wydajniejszg redukcje zwigzku
7d. Analizujac te wyniki, podczas redukcji 3,4-dihydroksybenzenowej pochodnej aldehydu zastosowano
tanszy katalizator palladowy Pd/C, ktéry swietnie sprawdzat sie podczas redukcji hydrazonu aldehydu
2- i 3-hydroksybenzoesowego, uzyskujac 2-(3,4-dihydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny 14d
zwydajnoscig 60%. Ta umiarkowana wydajnos¢ procesu redukcji wigzania iminowego dla
dihydroksybenzoesowej pochodnej aldehydu zadecydowata o uzyciu Pd(OH),/C w przypadku syntezy
2-(2,4-dihydroksybenzylo)hydrazydu L-seryny 14c, ktéry otrzymano z 100% wydajnoscia.

Przeprowadzone eksperymenty potwierdzajg, ze reakcja katalitycznego uwodornienia jest
dobra metoda rozszczepienia grupy N-Cbz oraz w znacznym stopniu jest selektywna wzgledem wigzan
podwadjnych, nie redukujac przy tym grupy karbonylowej. Z przedstawionych rezultatéw badan wynika
réwniez, ze katalizator Pd(OH),/C jest selektywny w przypadku syntezy di- oraz trihydroksylowych
pochodnych benserazydu, natomiast tanszy katalizator palladowy Pd/C zapewnia otrzymanie
monohydroksylowej pochodnej benserazydu ze znakomitg wydajnosci3. Na podstawie
przeprowadzonych préb mozna stwierdzi¢, ze redukcja wigzania iminowego badanych hydrazonéw za
pomocag gazowego wodoru wobec katalizatora Pd/C jest tym mniej skuteczna, im wiecej grup
hydroksylowych jest obecnych w pierscieniu benzenowym hydrazonu.

Jednakze katalityczne uwodornienie hydrazonéw w celu otrzymania benserazydu wymaga
specjalistycznego sprzetu, generujgcego wysokie koszty oraz istnieje potrzeba zapewnienia
wysokocisnieniowych reakcji, ktére stwarzajg zagrozenia dla bezpieczerstwa. Ponadto katalizatory
uzywane do redukcji rowniez charakteryzujg sie wysokg ceng, a ilos¢ dodawanego katalizatora jest
duza, co moze powodowaé sladowe zanieczyszczenia produktu, pogarszajace jego jakosé. Z tego
powodu postanowiono przetestowac inng metode redukcji. Zgodnie z przestankami literaturowymi [36]
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triacetoksyborowodorek sodu NaBH(OAc); uchodzi za tagodny i skuteczny s$rodek redukujacy
stosowany w redukcyjnym aminowaniu aldehyddéw i ketondéw. Przedstawione w literaturowe liczne
przyktady syntez z uzyciem NaBH(OAc); potwierdzajg jego selektywnos$¢ w redukcji wigzania iminowego
i tolerancje wobec wielu grup funkcyjnych.

NaBH(OAc),, Rs
100% AcOH, Ar H 0 H
DCMITHF/DME oO__N N N R
\ﬂ/ H 2
o} R
HO

9a: Ry = OH, R,R; = H 15a: R, = OH,R,Ry=H
7d: Ry Ry, Ry = OH 15b: R; R, R; = OH

Schemat 36. Redukcja wigzania iminowego za pomocg $rodka redukujacego NaBH(OAc)s.

Redukcje za pomoca triacetoksyborowodorku sodu przeprowadzono na podstawie jednej
z procedur opisanych w publikacji E. Podyacheva i innych [35], dokonujgc optymalizacji tej reakcji na
podstawie informacji zawartych w pracy przeglagdowej Ahmed F. Abdel-Magid [133]. Zgodnie z tym do
zawiesiny hydrazonu 9a w DCM dodano réwnomolowg ilos¢ lodowatego kwasu octowego. Po 15
minutach dodano NaBH(OAc)s (2,2 ekw.) i mieszano w atmosferze argonu, w temperaturze pokojowe;j
przez 24 godziny, zatrzymujgc reakcje poprzez dodanie NaHCOs. Uzyto nadmiar $rodka redukcyjnego
w celu skompensowania mozliwego rozktadu wodorku przez obecnos¢ wody w rozpuszczalniku lub
wilgoci z powietrza, ktéra rozktada triacetoksyborowodorek sodu [133]. Postep reakcji monitorowano
za pomocy spektroskopii NMR, stwierdzajgc niski stopien przereagowania substratu z wigzaniem
iminowym, otrzymujgc hydrazyd 15a z wydajnoscia 20%. Prawdopodobnie ma to zwigzek
z rozpuszczalnikiem stosowanym podczas reakcji, ktéry nie rozpuszcza zaréwno NaBH(OAc)s jak
i hydrazonu 9a, utrudniajgc w ten sposéb reakcje. Podczas doboru innego rozpuszczalnika zwrdcono
uwage na fakt, ze nalezy wykluczy¢ wode oraz metanol, ktére nie sg kompatybilne
z triacetoksyborowodorkiem, ktdory hydrolizuje w tych warunkach [133]. Postanowiono zastosowac
bezwodny THF, ktéry wedtug literatury zapewnia pomyslne wyniki w wielu reakcjach redukcji
z udziatem NaBH(OAc)s. W przypadku hydrazonu, pochodnej 2-hydroksybenzaldehydu, THF rozpuszcza
substrat 9a czes$ciowo, natomiast nie rozpuszcza triacetoksyborowodorku. Po 2 godz. reakcji, w tych
samych warunkach, zmieniajgc rozpuszczalnik, na podstawie NMR nadal stwierdzono niski stopien
przereagowania hydrazonu, produkt powstaje z wydajnoscig 29%. Z tego powodu reakcje prowadzono
dalej, przerywajac jg po 24 godzinach, ustalajgc brak jakiegokolwiek dalszego przereagowania substratu
po wydtuzonym czasie reakcji. Pochodna 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu 7d rozpuszcza sie catkowicie
w THF, dlatego tez zastosowanie tych samych warunkow reakcji, co w przypadku syntezy hydrazydu
14a, skutkowato otrzymaniem hydrazydu 15b z wydajnoscig réwng 58%.

Postanowiono réowniez sprawdzi¢ wptyw zastosowania wiekszego nadmiaru NaBH(OAc)s na
synteze pochodnej benserazydu 15a. W jednej porcji dodano 4 ekwiwalenty srodka redukujacego,
sprawdzajac po 24 godzinach postep reakcji, stwierdzajgc okoto 50% przereagowania substratu. Po tym
czasie dodano kolejny ekwiwalent NaBH(OAc)s i reakcje mieszano kolejne 24 godz., jednakze nie
wptyneto to w zaden sposdb na reakcje.

Z powodu dalszej niezadawalajgcej wydajnosci otrzymywania pochodnych benserazydu,
zmieniono stosowany rozpuszczalnik na DMF, ktory bardzo dobrze rozpuszcza wszystkie substraty,
zapewniajgc homogeniczng mieszanine reakcyjng. Poskutkowato to zwiekszeniem wydajnosci
otrzymywania hydrazydu 15a do 74%. Synteze 15a powtdrzono, jednakie w temperaturze 55°C
z uzyciem rurki chlorowapniowej, ograniczajgca kontakt z wilgocig. Spowodowato to wzrost wydajnosci
reakcji do 85%. Stosujac DMF oraz 4 ekwiwalenty NaBH(OAc)s w przypadku redukcji pochodnej 2,3,4-
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trihydroksybenzaldehydu 7d, produkt uzyskano z wydajnoscig 66%. Dane z optymalizacji warunkéw
redukcji z uzyciem triacetoksyborowodorku sodu jako $rodka redukujgcego przedstawiono w tabeli
ponizej.

Tabela 7. Optymalizacja warunkow redukcji wigzania iminowego z zastosowaniem NaBH(OAc)s.

Produkt ic;dstaR\:/ienlig C[zha]s Te[a:gio. Rozpuszczalnik NaB:((\s_AC)a Wvd[aoir;oéc'a
15a OH | H H 24 r.t. DCM 2,2 20
15a OH | H H 24 r.t. THF 2,2 29
15a OH | H H 48 r.t. THF 5 59
15a OH | H H 24 r.t. DMF 4 74
15a OH | H H 24 55 DMF 4 85
15b OH | OH | OH 24 r.t. THF 2,2 58
15b OH | OH | OH 24 r.t. DMF 4 66

aWydajnos¢ obliczono mierzac ilo$¢ utworzonego produktu w stosunku do znanej ilosci substratu przy uzyciu
pektroskopii magnetycznego rezonansu jgdrowego

Z powyzszych badan nad redukcjg wigzania iminowego wynika, ze podczas syntezy hydrazydéw
15 konieczne jest zastosowanie nadmiaru NaBH(OAc)s, rownego 4 ekwiwalenty. Wazne jest rowniez
zastosowanie odpowiedniego rozpuszczalnika, ktéry zapewni homogeniczno$é mieszaniny reakcyjnej.
W przypadku otrzymywania pochodnych benserazydu wtasciwym rozwigzaniem jest DMF, ktéry dobrze
rozpuszcza wszystkie hydrazony oraz NaBH(OAc)s. Podwyzszenie temperatury reakcji podczas syntezy
zabezpieczonej pochodnej 2-(2-hydroksybenzylo)hydrazydu L-seryny 15a, nieznacznie wptywa na
podwyzszenie wydajnosci otrzymanego produktu, natomiast dtuiszy czas reakcji nie wptywa na
podwyzszenie konwersji substratu. Synteza pochodnych benserazydu 15a z uktadem
monohydroksylowym oraz 15b z uktadem trihydroksylowym w tych samych warunkach, skutkowato
otrzymaniem 15a oraz 15b z wydajnoscia odpowiednio 74% i 66%, co sugeruje, ze redukcja wigzania
iminowego pochodnych benserazydu z uktadem monohydroksybenzenowym zachodzi nieco fatwiej niz
w przypadku benserazydu posiadajacego w pierscieniu trzy grupy hydroksylowe.

Z posréd borowodorkdédw sodu stosowanych do odbezpieczania grupy Cbz w obecnosci
katalizatora palladowego [134] zastosowano triacetoksyborowodorek sodu. Substrat 7d w roztworze
DMF, zawierajgcym kwas octowy (1 ekw.) i Pd/C (10% wagowych) potraktowano NaBH(OAc)s (4 ekw.).
Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowej, w atmosferze argonu przez 24 godziny. Na podstawie
widma *H NMR stwierdzono, ze grupa Cbz pozostata nienaruszona, a zatem triacetoksyborowodorek
sodu w obecnosci katalizatora palladowego nie rozszczepia grupy benzyloksykarbonylowej. Ze wzgledu
na brak odbezpieczenia Cbz tg metoda oraz nizszg wydajno$¢ otrzymywanych produktéw redukcji
wigzania iminowego z zastosowaniem NaBH(OAc)s jako czynnika redukujgcego, w poréwnaniu do
metody uwodornienia katalitycznego, nie podjeto préby wydzielania finalnych zwigzkéw z mieszaniny
poreakcyjnej, rezygnujac z tej metody redukcji w celu otrzymywania pochodnych benserazydu.

Otrzymane w wyniku redukcji wodorem w obecnosci katalizatora palladowego pochodne
benserazydu nalezato oczyscic. W tym celu nalezato opracowac efektywng metode izolacji tych
zwigzkéw. Pierwszg prébe podjeto z wykorzystaniem chromatografii kolumnowej na Zzelu
krzemionkowym z zastosowaniem polarnego uktadu eluujgcego 50% MeOH/CHCls. W przypadku 2-(2-
hydroksybenzylideno)hydrazydu L-seryny przy uzyciu tego eluentu udato sie zebrac¢ frakcje zawierajgce
produkt. Jednakze produkt po chromatografii kolumnowej przyjgt barwe ciemnobrunatng i wedtug
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analizy NMR zawierat nieznaczne zanieczyszczenia w obszarze przesunie¢ protondw alifatycznych.
Ponadto uzyskano matg ilos¢ produktu, co sugeruje, ze wiekszos¢ produktu pozostata na kolumnie
chromatograficznej, ze wzgledu na silne odziatywanie z wypetnieniem kolumny, badZ tez ulegta
roztozeniu podczas procesu oczyszczania. W przypadku oczyszczania macierzystego benserazydu,
rozdziat mieszaning rozpuszczalnikdw 50% MeOH/CHCl; nie byt mozliwy, dlatego do elucjii produktu
z kolumny chromatograficznej wykorzystano 100% metanol. Tym sposobem otrzymano $ladowe ilosci
czystej pochodnej benserazydu. Pochodne benserazydu ze wzgledu na obecnos¢ grup hydroksylowych
oraz wolnej grupy aminowej charakteryzujg sie wysoka polarnoscia, silnie oddziatujgc z polarnymi
centrami aktywnymi powierzchni sorbentu. Z tego powodu zrezygnowano z oczyszczania hydrazydéw
14 z uzyciem chromatografii kolumnowej i podjeto prébe krystalizacji pochodnej 14e z etanolu, zgodnie
z metodg oczyszczania benserazydu opisang w patencie [131]. Jednakze osad ktéry wykrystalizowat
zawierat zarowno 2-(2,3,4-trihydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny oraz nieprzereagowany substrat
i niemozliwym byto rozdzielenie obu zwigzkdéw poprzez krystalizacje z EtOH.

Benserazydowe pochodne 14 z powodzeniem udato sie oczyscic z wykorzystaniem
preparatywnej wysokosprawnej chromatografii cieczowej — PHPLC (ang. preparative high-performance
liguid chromatography) w uktadzie faz odwréconych na kolumnie ODS (ang. octadecyl-silica). Jako
eluent zastosowano metanol, dobierajac natezenie przeptywu eluentu rowng 7 ml/min, pozwalajgcy
na dobry rozdziat hydrazonéw od hydrazydéw.

3.6.2. Otrzymywanie analogédw aminokwasowych benserazydu w wyniku redukcji
hydrazonéw pochodnych N-benzyloksykarbonyloaminokwasow

o] R H OH 0 OH
H
)k N~ OH —» R N
H
0
oH NH, OH

7: R - fafncuch boczny aminokwasow: 16: R - tancuch boczny aminokwaséw:
L-cysteiny 7a, glicyny 7b, L-alaniny L-cysteiny 16a, glicyny 16b, L-alaniny
7c, L-tyrozyny 7h. 16c¢, L-tyrozyny 16h.

Schemat 37. Schematyczne przedstawienie redukcji wigzania iminowego oraz rozszczepienia grupy
Cbz hydrazonéw pochodnych N-benzyloksykarbonyloaminokwasoéw.

W celu otrzymania pochodnych analogéw aminokwasowych benserazydu podjeto préby
redukcji wigzania iminowego hydrazonéw i odbezpieczenia grupy Cbz zwigzkéw 7 przedstawionych na
schemacie powyze;j.

Podczas otrzymywania 2-amino-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylo)acetohydrazydu 16b
przeprowadzono serie eksperymentdw z zastosowaniem uwodornienia w autoklawie firmy Parr
w obecnosci katalizatoréow palladowych. Metanolowy roztwér hydrazonu 7b, do ktérego dodano 20%
masowych 10% Pd/C wytrzgsano w autoklawie przez 3 godziny w atmosferze wodoru pod cisnieniem
1,5 bara w temperaturze pokojowej. Po skonczonej reakcji oddzielono katalizator, odparowano metanol
i poddano pozostatos¢ analizie NMR. W tym przypadku reakcja byfa nieskuteczna, stwierdzono
w widmie 'H NMR $lady odbezpieczonego substratu oraz produkty uboczne.

W kolejnej prébie zastosowano ten sam katalizator oraz rozpuszczalnik, jednak wydtuzono czas
reakcji do 6,5 godziny oraz podwyzszono ci$nienie wodoru do 2,2 bara. Nastepnie usunieto katalizator
z mieszaniny reakcyjnej i odparowano metanol pod zmniejszonym ci$nieniem. Pozostatos$¢ podzielono
na dwie réwne porcje i krystalizowano z etanolu oraz eteru dietylowego, by sprawdzi¢ ktdry
rozpuszczalnik jest skuteczniejszy w procesie oczyszczania. W obu przypadkach, zaraz po ochtodzeniu
roztworu wypada bezowy osad. W trakcie sgczenia pod zmniejszonym ci$nieniem, na sgczku otrzymany
osad przemienia sie w brgzowy olej, co $wiadczy o silnej higroskopijnosci otrzymanego zwigzku. Z tego
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powodu trudno byto ocenié, ktéra metoda oczyszczania jest lepsza, uznajac eter dietylowy oraz EtOH
jako efektywne rozpuszczalniki stosowane podczas tej krystalizacji. Uzyskang oleistg pozostatosé
liofilizowano i zbadano za pomocg NMR. Nawigzujgc do widma *H NMR, otrzymanym zwigzkiem byt
hydrazon pochodnej benzaldehydu trihydroksylowego, bez grupy zabezpieczajgcej. W przesaczu za$
znajdowat sie substrat reakcji N-(N-Cbz-glicyno)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydu. Synteze 2-amino-N'-
(2,3,4-trihydroksybenzylo)acetohydrazydu przeprowadzono jeszcze raz wedtug tej samej procedury
jednak zastosowano inny rozpuszczalnika jakim byt DMF. W rezultacie réwniez otrzymano mieszanine
substratu oraz hydrazonu z odbezpieczona grupg cbz, jednak wcigz z obecnym wigzaniem iminowym.

W nastepnym eksperymencie jako katalizatora palladowego wykorzystano 50% masowych
mieszaniny Pd/C:Pd(OH),/C w stosunku wagowym 1:1. Reakcje prowadzono 8 godzin w metanolu
z zastosowaniem cisnienia wodoru réwnym 3 bary. Po analizie NMR stwierdzono, ze mieszanina
reakcyjna zawiera odbezpieczony hydrazon analogu glicyny oraz $lady oczekiwanego produktu ze
zredukowanym wigzaniem podwdjnym. Postanowiono wydzieli¢ produkt na kolumnie HPLC z uktadem
faz odwréconych z uzyciem 70% MeOH/H,0. Niestety, produkt oraz substrat ulegly rozpadowi na
kolumnie podczas procesu oczyszczania.

Reakcje uwodornienia katalitycznego postanowiono rowniez przeprowadzi¢ bez zastosowania
reaktora firmy Parr, w celu sprawdzenia czy wydtuzony czas reakcji do 2 dni moze wptynac¢ na redukcje
wigzania iminowego. W tym celu zawieszono substrat w metanolu i kolbe przedmuchano argonem.
Roztwdr intensywnie mieszano przez 48 godzin, z ciggtym dozowaniem H,. Podczas analizy TLC
mieszaniny reakcyjnej stwierdzono brak oczekiwanego produktu oraz obecno$¢ aldehydu oraz
produktow jego rozktadu. Nieobecny byt rdwniez substrat reakcji, co sugeruje rozpad N-(N-Cbz-
glicyno)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydu. Z tego powodu zaniechano metody klasycznej redukgcji
katalityczne;.

Hydrazon analogu glicyny 7b udato sie zredukowa¢ w zmodyfikowanych warunkach stosujac
jako donor wodoru mréwczan amonu [135]. Wedtug danych literaturowych [135] wodér powstaje in
situ w reakcji rozktadu mréwczanu amonu pod wptywem palladu, co ilustruje schemat reakgji.

NH,COOH 9. H, + NH, + CO,

Schemat 38. Reakcja rozktadu mréwczanu amonu za pomocg palladu.

Podazajac wedle procedury przedstawionej w literaturze [135], N-(N-Cbz-glicyno)-2,3,4-
trihydroksybenzaldehyd (0,150 g, 0,417 mmol) zawieszono w metanolu, dodano 2,2 ekwiwalenty
NH,COOH oraz 40% masowych (wzgledem substratu) 10% Pd(OH).. Mieszanine mieszano
w temperaturze 50°C przez 12 godzin. Po uptywie tego czasu, analiza TLC nie tylko potwierdzita
obecnos$¢ produktu, ale tez zidentyfikowano aldehyd 2,3,4-trihydroksybenzoesowy oraz inne
nierozpoznane produkty uboczne. W konsekwencji powtdrzono synteze w tych samych warunkach,
jednakze ograniczajgc czas reakcji do 2 godzin. Po tym czasie, usunieto katalizator palladowy poprzez
sgczenie grawitacyjne oraz odparowano metanol. Pozostatosé krystalizowano z etanolu, uzyskujac
bezowy osad, ktory po krotkiej chwili zamieniat sie w brgzowy olej. Z uwagi na higroskopijne
wiasciwosci zwigzku zliofilizowano go.

HCOONH, OH
o H OH Pd(OH),/C o
)]\ NN~ OH ——>» H N
(6] H N MeOH N/ OH
° OH "
7b

Schemat 39. Redukcja hydrazonu N-(N-Cbz-glicyny)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydu za pomoca
mréowczanu amonu.
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Po analizie NMR potwierdzono strukture glicynowego analogu benserazydu 16b, ktory
otrzymano z wydajnoscig 48%.

OH OH

o) OH Ha.kat. OH

H — H
)J\ N_ = OH  MeOH N = OH
0" N N HoN N
0 0
OH OH

7h
Schemat 40. Katalityczne uwodornienie hydrazonu 7h.

Dla hydrazonu tyrozyny 7h uwodornienie przeprowadzano w autoklawie firmy Parr gazowym
wodorem pod cisnieniem 2.5 bara, w obecnosci 20% masowych (wzgledem substratu), mieszanki
katalizatorow palladowych Pd/C oraz Pd(OH), w stosunku 1:1. Mieszanine reakcyjng wytrzasano
w temperaturze pokojowej, w roztworze metanolu przez 6,5 godziny. T3 metodg udato sie jedynie
rozszczepic¢ zabezpieczenie Cbz, jednakze nie udato sie efektywnie zredukowaé¢ wigzania podwdjnego
N=C. Postanowiono dokona¢ préby redukcji wigzania iminowego za pomoca katalizatora palladowego
oraz mréwczanu amonu jako donora wodoru. W tym celu rozpuszczono hydrazon 7h w metanolu,
dodano 2,2 ekwiwalenty NH,COOH oraz 60% masowych wzgledem hydrazonu 7h 10% Pd(OH),. Reakcje
prowadzono pod argonem w temperaturze 50°C przez 2 godziny. Po tym czasie oddzielono staty
katalizator od mieszaniny reakcyjnej i odparowano metanol pod zmniejszonym cisnieniem. Otrzymang
pozostatosc¢ krystalizowano z etanolu. Wykonano analize NMR otrzymanego osadu oraz przesgczu. Jak
wynika z analizy widm *H NMR w zadnej z badanych prébek nie znaleziono oczekiwanego produktu
16h, natomiast na obu widmach byty obecne sygnaty pochodzace od 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu.
Z powodu matej ilosci substratu nie przystgpiono do dalszej optymalizacji redukcji wigzania iminowego.

W przypadku cysteinowego analogu benzerazydu 7a nie doszto do uwodornienia katalitycznego
w powyzej opisanych warunkach ani przy zastosowaniu redukcji z borowodorkami. Prawdopodobng
przyczyng jest to, ze zwigzek ten zawiera w swojej strukturze grupe merkaptanowsg, ktéra powoduje
zatrucie katalizatoréw palladowych, co skutkuje utratg jego funkcji [136]. Nie wykonano réwniez
uwodornienia z uzyciem niklu ranneya, poniewaz wedtug udowodnionych doniesien naukowych
katalizator ten powoduje desulfuryzacje [137]. Podjeto jednak probe redukcji elektrochemicznej N-(N-
benzyloksykarbonylo-L-cysteino)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydrazonu 7a. W tym celu N-(N-Cbz-L-
cysteino)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydrazon (0,05 g, 0,123 mmol) rozpuszczono w 5 ml CH3CN:H,0
w stosunku 1:1 oraz dodano tetrafluoroboran tetraetyloamoniowy (0,032 g, 0,147 mmol) oraz Na,CO;
(0,042 g, 0,396 mmol), umieszczajgc mieszanine w reaktorze do elektrosyntezy. Elektroliza byta
przeprowadzana w temperaturze pokojowej przez 30 min, z zastosowaniem pradu statego (50 mA) oraz
6 F/mol. Jako katode uzyto platyne, natomiast grafit wykorzystano jako anode. Po zakoriczeniu reakcji
mieszanine ekstrahowano AcOEt. Warstwe organiczng przemyto solankg i suszono nad Na;SO4. Po
analizie NMR, niestety stwierdzono brak oczekiwanego produktu 16a oraz liczne niezidentyfikowane
produkty uboczne.

Sprébowano przeprowadzi¢ redukcje hydrazonu analogu alaniny 7¢ zgodnie z ogélng metoda
katalitycznego uwodornienia. Hydrazon N-(N-benzyloksykarbonylo-L-alanino)-2,3,4-trihydroksy-
benzaldehydu (1,73 mmol) rozpuszczono w bezwodnym metanolu w naczyniu do redukcji. Nastepnie
dodano do mieszaniny 125 mg 10% Pd/C i umieszczono w aparacie Parra. Mieszanine wytrzgsano przez
6 godzin w temperaturze pokojowej pod ci$nieniem wodoru 2 bary. Po skoiczonej reakcji, roztwoér
zmienit barwe z z6ttej na brunatng. Oddzielono katalizator od mieszaniny reakcyjnej za pomoca
sgczenia grawitacyjnego, odparowano metanol uzyskujgc pomaranczowg pozostatos¢, ktdrg
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oczyszczano za pomocg HPLC w odwréconym uktadzie faz ODS z zastosowaniem metanolu jako eluentu.
Przystgpiono do analizy NMR otrzymanych frakcji. W trakcie przygotowywania prébki, rozpuszczajgc
probke z oczekiwanym produktem w deuterowanym metanolu, wytrgcit sie ceglasty osad, ktéry
przesaczono i prébowano rozpusci¢ w DMSO, jednak bez skutecznie. Podczas analizy rozpuszczonej
frakcji nie zidentyfikowano docelowego produktu 16c¢ ani substratu reakcji 7c. Widmo byto trudne do
interpretacji, poniewaz w obszarze przesuniec pola charakterystycznych dla protonéw alifatycznych
pojawita sie liczna ilos¢ sygnatéw. Redukcje wigzania iminowego oraz deprotekcja Cbz w przypadku
pochodnej 7c zawierajgcej ukfad alaniny, nie jest mozliwa z zastosowaniem metody uwodornienia
katalitycznego w tych warunkach.

3.6.3. Otrzymywanie 4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)benzohydrazydu oraz 4-
amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylo)benzohydrazydu

@* J@ L @A J@

13:R;=OHR,=HR, = 18a: Ry = OH R, = HR; =
3e:R; = OHR,=OH Ry = OH 18b: Ry = OH R, = OH Ry = OH

Schemat 41. Redukcja wigzania azomietinowego za pomocg uwodornienia katalitycznego.

Otrzymano hydrazydy 18a i 18b w wyniku redukcji hydrazonu 13 oraz 3e za pomocay
uwodornienia katalitycznego z wykorzystaniem katalizatorow palladowych. Na podstawie wczesniej
przeprowadzonych eksperymentdw dotyczacych redukcji wigzania iminowego stwierdzono, ze
katalizator Pd(OH),/C zachowuje sie bardziej selektywnie w stosunku do wigzania N=C w przypadku
pochodnych z uktadem di- oraz trihydroksybenzenowym niz Pd/C, zapewniajgc efektywniejszg metode
otrzymania odpowiednich hydrazydéw. Podczas otrzymywania 4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)-
benzohydrazydu 18b z (E)-4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu 3e wykorzystano
gazowy woddr oraz Pd(OH),/C. Zgodnie zprocedurg rozpuszczono hydrazon 3e (1.07 mmol)
w bezwodnym metanolu, dodano 20% wagowych, w odniesieniu do substratu, katalizatora Pd(OH),
i naczynie reakcyjne umieszczono w reaktorze cisnieniowym firmy Parr. Mieszanine wytrzasano przez 6
godzin w temperaturze pokojowej, pod cisnieniem gazowego wodoru réwnym 2,3 bara. Po zakoriczonej
reakcji, katalizator przesgczono, a rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Uzyskang
brgzowo-rézowa pozostatos¢ zbadano za pomocga spektroskopii rezonansu jadrowego. Ustalono, ze
substrat ulegt konwersji do produktu 18b w 75%. Postanowiono kolejny raz podjg¢ sie redukc;ji tej samej
mieszaniny substratu z produktem. Zastosowano identyczne warunki reakcji, z zastosowaniem nowej
porcji katalizatora. Na podstawie analizy NMR stwierdzono brak postepu reakgcji, co sugeruje, ze reakcja
zachodzi do pewnego momentu, a kolejna porcja wodoru oraz katalizatora nie wyptywa na przesuniecie
rownowagi reakcji oraz, ze katalizator nie ulegt dezaktywacji podczas poprzedniej reakcji. Z powodu
znacznego podobienstwa strukturalnego produktu do substratu oraz wspélnego polarnego charakteru
zwigzkéw, izolacja 4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)benzohydrazydu jest utrudniona. Pozostato$¢
statg prébowano oczysci¢ za pomocy krystalizacji z etanolu lub mieszaniny DMF:CHCl; (1:5 v/v),
jednakze nie udato sie wydzieli¢ czystego produktu. Dopiero krystalizacja z mieszaniny etanolu i H,0O
(1:2, v/v) jako rozpuszczalnikéw pozwolita na wydzielenie 95 mg (40%) czystego produktu 18b w formie
bezowego osadu. Metoda ta generuje duze straty, gdyz spora ilos¢ produktu przeszta do przesaczu,
jednakze uzycie mniejszej objetosci rozpuszczalnikéw do krystalizacji, powoduje jednoczesne
wytrgcenie substratu wraz z produktem. Z tego wzgledu podjeto probe oczyszczania hydrazydu za
pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym. Na podstawie TLC dobrano uktad
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eluentéw DCM:MeOH:AcOEt w stosunku objetosciowym 4:3:2,5 (v/v), niestety wydzielono tylko 50 mg,
pomimo przemywania kolumny metanolem przy ostatnim etapie chromatografii kolumnowe].

Synteze 4-amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylo)benzohydrazydu 18a wykonano analogicznie do
syntezy hydrazydu 18b, przeprowadzajagc jg réwniez w reaktorze cisnieniowym firmy Parr,
z zastosowaniem tego samego katalizatora, czasu reakcji oraz cisnienia wodoru. Przeprowadzono trzy
eksperymenty redukcji (E)-4-amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu 13 z uzyciem
roznej ilosci katalizatora, dodajgc 20%, 30% lub 40% wagowyc h10% Pd(OH), w przeliczeniu na substrat
13. W pierwszym przypadku wigzanie iminowe hydrazonu ulegto redukcji w 60%, zastosowanie dodatku
katalizatora jako 30% masowych substratu spowodowato wzrost konwersji substratu do produktu
w 93%, kolejne zwiekszanie stezenia katalizatora w mieszaninie reakcyjnej nie wptyneto na przebieg
reakcji. Korzystnym rozpuszczalnikiem do  krystalizacji  4-amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylo)-
benzohydrazydu 18a jest EtOH. Rekrystalizacja 140 mg surowego produktu w 1 mL EtOH pozwala
uzyskac¢ 80 mg czystego hydrazydu 18a.

3.6.4. Proba redukcji wigzania azometinowego (E)-4-Nitro-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu

OH
0 'Uij/% o HO OH
H
OaN O,N

Schemat 42. Schemat otrzymywania 4-nitro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)benzohydrazydu
z (E)-4-nitro-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu.

Podjeto probe redukcji wigzania N=CH dla macierzystego inhibitora HK2 — benitrobenrazydu.
Redukcje (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-4-nitrobenzohydrazydu wykonano w roztworze
bezwodnego metanolu w obecnosci 20% masowych katalizatora Pd/C w reaktorze cisnieniowym firmy
Parr pod cisnieniem 3 bar. Mieszanine wytrzgsano przez 5 godzin. analizy NMR, grupa nitrowa zostata
zredukowana, natomiast wigzanie podwadjne ulegto tylko Po zakonczonej reakcji katalizator oddzielono
od roztworu, a rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem. Klarowny roztwér podczas
reakcji zmienit barwe z pomaranczowej na czerwong. Wedtug czesciowej redukcji, proporcje hydrazonu
do hydrazydu na podstawie sygnatdw analitycznych substratu i produktu oszacowano na 2:3.

Podczas drugiej préby redukcji (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-4-nitrobenzohydrazydu
postanowiono zastosowa¢ odmienny katalizator, Nikiel Ranneya, proponowany w literaturze jako
katalizator stosowany w redukcji wigzania iminowego [138]. Reakcje redukcji prowadzono w kolbie,
(E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-4-nitrobenzohydrazyd (0,8 mmol) rozpuszczono w mieszaninie
rozpuszczalnikéw MeOH:THF w stosunku objetosciowym 1:1 i 80 mg dodano Nikiel Ranneya. Kolbe
przedmuchano argonem i wypetniono gazowym wodorem. Zawiesine intensywnie mieszano przez 24
godziny, z ciggtym dozowaniem H,. Po p6t godzinie roztwdr zmienit barwe z pomaraficzowej na z6tta.
Wykonana po godzinie analiza TLC, wykazata obecnos¢ substratu, ktéry zanikt po 24 godz. prowadzenia
reakcji. Po tym czasie katalizator przesgczono przez celit pod zmniejszonym cisnieniem i rozpuszczalnik
odparowano. Pozostato$¢ analizowano za pomocg NMR. Niestety interpretacja widma *H NMR byta
zbyt trudna, ze wzgledu na obecnos¢ licznych produktéw ubocznych i prawdopodobnie pozostatosc
katalizatora niklowego, ktdra silnie wptywa na jakos¢ widma. Z tego powodu prébke oczyszczono za
pomocg HPLC, w uktadzie faz odwrdconych na kolumnie ODS, z uzyciem metanolu jako eluentu.
Zebrano dwie frakcje i analizowano je po raz kolejny za pomocg NMR. Jedna z otrzymanych frakc;ji
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okazata sie by¢ zwigzkiem, ktéry miat catkowicie zredukowang grupe nitrowa oraz zredukowane
wigzanie podwdjne N=C, o czym $wiadczy brak sygnatéw w obszarze przesuniec dla protonu iminowego
(8.0-8.5 ppm). Pomimo oczyszczania, oprdcz sygnatéw pochodzgcych od hydrazydu mozna byto rowniez
zauwazyc liczne, niezidentyfikowane sygnaty. Na podstawie tych reakcji udowodniono, ze grupa nitrowa
w strukturze (E)-4-nitro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu ulega zredukowaniu do
grupy aminowej pod wptywem redukcji gazowym wodorem wobec Ni Raneya.

W kolejnych prébach redukcji zastosowano zwigzki selektywnie redukujace wigzanie iminowe
takie jak: NaBH(OAc); [133] oraz Zn [41].

OH

OH
o HO OH HO OH
NaBH(OAc), (e}
AcOH H
N~ NX —C> _N
H N
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Schemat 43. Redukcja wigzania iminowego za pomoca triacetoksyborowodorku sodu.

Redukcje  (E)-4-nitro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu = wykonano na
podstawie wczesniejszych eksperymentéw redukcji hydrazonéw pochodnych benserazydu. Roztwér
hydrazonu (0,315 mmola) w DMF zawierajacy lodowaty kwas octowy (0.315 mmol) mieszano przez 15
minut, a nastepnie dodano nadmiar NaBH(OAc); (4 ekw.) i mieszano w atmosferze argonu
w temperaturze pokojowej przez 5 dni. Postep reakcji monitorowano za pomocg spektroskopii NMR.
Podczas reakcji mieszanina pozostaje heterogeniczna, z powodu tylko czesciowego rozpuszczenia
hydrazonu w DMF, przyjmujgc kolor krwistoczerwony. Z analizy NMR wynika, ze w tych warunkach
redukcja wigzania podwdjnego praktycznie nie zachodzi, natomiast na widmie *H NMR w obszarze przy
przesunieciach 6.06-6.10 ppm pojawia sie niezidentyfikowany kwartet, ktdry nie pochodzi od zadnego
reagenta oraz produktu. Z tego powodu reakcje przeprowadzono jeszcze raz w tych samych warunkach,
jednak stosujgc podwyzszong temperature réwng 70°C. Nawet w tej temperaturze, substrat nie
rozpuszcza sie catkowicie, a mieszanina przyjmuje takg samg krwistoczerwong barwe. Zgodnie z analizg
'H NMR, substrat ulegt tylko czesciowej konwersji, ilo$¢ produktu oszacowano na 15%. Przy
przesunieciu réwnym 6.07-6.10 ppm rowniez pojawia sie niezidentyfikowany kwartet. Zaniechano
dalszej préby syntezy N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)-4-nitrobenzohydrazydu tg metodg, ze wzgledu na
niezadawalajaca wydajnos¢ otrzymanego produktu oraz powstawania produktéw ubocznych w trakcie
syntezy. Na  podstawie  przeprowadzonych  eksperymentéw, mozna  stwierdzi¢, ze
triacetoksyborowodorek sodu jest selektywny wzgledem wigzania N=C, nie redukujgc przy tym grupy
nitrowej. Swiadczy o tym brak sygnatu na wykonanym widmie *H NMR w obszarze przesunie¢ 5.6-
5.7 ppm, pochodzgcym od grupy NH,, protondéw zredukowanej grupy nitrowej.
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Schemat 44. Préba redukcji N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-4-nitrobenzohydrazydu cynkiem.

Podjeto prébe otrzymania N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)-4-nitrobenzohydrazydu w warunkach
zasadowych, opisanych przez zespét Giovenzana [41]. Do 5% wodnego roztworu wodorotlenku potasu
dodano hydrazon (0,94 mmol) oraz pyt cynkowy (15 ekw., 14,18 mmol). Substrat rozpuscit sie
w wodnym roztworze, a roztwor przybrat czerwonobrunatng barwe. Catkowite rozpuszczenie
hydrazonu w r-r KOH sSwiadczy o jego przeksztatceniu w sél potasowg. Mieszanine reakcyjng
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intensywnie mieszano przez 24 godziny w temperaturze pokojowej. Po tym czasie dokonano analizy
TLC i zwizualizowano plamki ninhydryng. Zabarwienie plamki pochodzacej od otrzymanego produktu
na kolor intensywnie fioletowy sSwiadczy o redukcji grupy nitrowej do aminowej. Zawiesine
przesaczono, by pozby¢ sie pozostatosci cynku, a uzyskany przesacz zakwaszono 1M HCI. W trakcie
procesu zobojetniania wytracita sie bardzo mata ilo$¢ pomararnczowego osadu, jednakze wiekszosé
produktu zostata w roztworze co moze swiadczy¢, ze podczas dodawania HCl powstata kolejna sol:
chlorowodorek 4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)benzohydrazydu. Z powodu utrudnionej izolacji
produktu z mieszaniny reakcyjnej oraz redukcji grupy nitrowej zaniechano tej metody syntezy
docelowego hydrazydu. Nie kontynuowano dalszych préb redukc;ji.

3.7. Badania biologiczne.

Dla wybranych zsyntezowanych, pochodnych N-acylohydrazonéw oraz hydrazydéw i analogéw
benserazydu oraz benitrobenrazydu, wyznaczono aktywnos¢ hamujgca w odniesieniu do heksokinazy
2 (HK2). Badania nad aktywnoscig HK2, opisane w literaturze, zazwyczaj bazujg na spektroskopii UV-
Vis, w ktdrej mierzy sie zmiany absorbancji NADPH w zakresie 320—490 nm [16, 111, 139]. Nalezato
dobrac takg metode, w ktdrej otrzymane zwigzki nie wykazujg interferencji z testem, to znaczy nie
wykazujg absorbcji przy dtugosci fali analitycznej. W ramach pracy doktorskiej zostaty wykonane
badania na czystym enzymie za pomocg komercyjnie dostepnych testéw do oznaczania aktywnosci
enzymow (Hexokinase Il Inhibitor Screening, nr kat. ab211114, firmy Abcam), wykorzystujgcych
metode spektrofotometryczng poprzez pomiar absorbancji przy dtugosci fali 450 nm, przy ktoérej
badane zwigzki nie wykazujg absorbancji. Test opiera sie na zdolnosci HK2 do przeksztatcania glukozy
w glukozo-6-fosforan. Glukozo-6-fosforan nastepnie jest utleniany przez dehydrogenaze glukozo-6-
fosforanowg w obecnosci NAD, ktéry jest jednoczesnie redukowany do NADH. Powstaty NADH redukuje
bezbarwng sonde do barwnego produktu wykazujgcego silng absorbancje przy 450 nm (Rysunek 40).

Heksokinaza 2

D-glukoza » G6P NAD
G6PD
G6P NADH + sonda

|

Rysunek 40. Zasada dziatania komercyjnie dostepnego testu opartego na metodzie
spektrofotometryczne;j.

Aktywnosc¢ heksokinazy oceniano w odniesieniu do kontroli niezawierajacej inhibitora (kontrola
negatywna - aktywnos¢ HK2 100%). Jako kontrole pozytywng zastosowano znany inhibitor HK2: kwas
3-bromopirogronowy bedacy czescia komercyjnego testu. Wyniki z wykonanych testéw sg sSrednig +
z odchyleniem standardowym pochodzgcym z trzech niezaleznych eksperymentéw. Pomiary wykonano
przy stezeniach testowanych zwigzkéw na poziomie 50, 5 i 1 uM. Decyzja o ustaleniu w badaniach
takiego zakresu stezen zostata podjeta autorytarnie. Podjeto za gdrng granice stezenia inhibujacego
enzym 50 uM. Ustalenie to byto oparte o publikowane w literaturze dane inhibicji enzymu i umozliwity
ocene aktywnosci w poréwnaniu z opisanymi dotychczas inhibitorami.
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W celach porédwnawczych wyniki z oznaczenia spektrofotometrycznego dla wybranej
pochodnej zostaty poréwnane z rezultatami drugiej, alternatywnej metody opisanej przez grupe
badawczg Guan [140], bazujagcej na okresleniu aktywnosci HK2 metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej z odwrdconym uktadem faz. W metodzie tej oznacza sie ilo$¢ powstatego ADP
w katalizowanej heksokinazg 2 reakcji fosforylacji D-glukozy do glukozo-6-fosforanu
adenozynotrifosforanem (ATP). Aktywnos¢ heksokinazy zostata oceniona w porédwnaniu do kontrolnej
préby bez inhibitora (kontrola negatywna - aktywnosé HK2 wynoszgca 100%). Jako kontrole pozytywna
zastosowano benserazyd, znany inhibitora HK2, opisany w literaturze. Wyniki testdw, uzyskane z trzech
niezaleznych eksperymentdw, zostaty przedstawione jako $rednia + odchylenie standardowe. Pomiary
przeprowadzono przy stezeniach testowanych zwigzkdw na poziomie 1 oraz 10 uM. Réwnolegte
przeprowadzenie testdw dwoma niezaleznymi metodami pozwolito na poréwnanie otrzymanych
w nich wynikéw i uwiarygodnito otrzymane wartosci inhibicji.

Ze wzgledu na obiecujgcg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg benitrobenrazydu, dla
macierzystego BNBZ oraz jej analogéw polihydroksybenzenowych, we wspétpracy z Wydziatem Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tédzkiego, wykonano dodatkowe testy hamowania aktywnosci
HK2 na modelowych liniach komérkowych. Ponadto dla wybranych pochodnych przeprowadzono
badania na cytotoksycznos¢ i klonogennosc. Okreslono dla nich takze statg dysocjacji ligand-enzym przy
uzyciu termoforezy mikroskalowej (ang. MicroScale Thermophoresis MST). Wyniki przeprowadzonych
eksperymentéw pozwolg na rozwiniecie wiedzy dotyczacej projektowania lepszych inhibitoréow HK2
oraz ich wptywu na funkcje komérek nowotworowych.

3.7.1. Widma UV-VIS zwigzkéw poddanych badaniom biologicznym

Niektére z badanych przeze mnie zwigzkéw, zawierajgcych wigzanie iminowe lub uktady
aromatyczne, posiadajg chromofory, wykazujgce absorpcje w zakresie UV-Vis. Przed przystgpieniem do
badania zdolnosci inhibicyjnej zsyntezowanych zwigzkéw metoda spektrofotometryczng nalezato
sprawdzi¢ w jakim zakresie absorbujg badane zwigzki. Ich pasma absorpcji nie moga naktadac sie na
pasmo préby uzytej w tescie komercyjnym (450 nm). Badane zwigzki absorbujg w zakresie dtugosci fal
250-370 nm, a zatem nie wykazujg interferencji z probg zastosowang w komercyjnie dostepnym tescie.

W tabeli 8 przedstawiono wspoétczynniki ekstynkcji wyznaczone dla niektdrych testowanych
potencjalnych inhibitoréw o rdéznej strukturze, zawierajgcych odmienne chromofory: (E)-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylideno)propionohydrazyd 3a, (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)antraceno-9-
karbohydrazyd 3d, (E)-4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd 3f, (E)-2-amino-3-(4-
hydroksyfenylo)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propanohydrazyd 17, (2,3,4-trihydroksybenzylo)-
hydrazyd-L-seryny 14a, hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L-tyrozyny 6h.
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Tabela 8. Wspodtczynniki ekstynkcji wybranych, testowych zwigzkéw przy stezeniu 50 uM.
Dtugosc fali

A M. cm?
analitycznej A [nm] el cm-]

Zwiazek

0,1721

3a 303,5 0,1670 3321,333 +£131,001
0,1591
0,6389

3d 308,0 0,6117 12491,330+ 273,183
0,6231
0,4621

3f 323,5 0,4373 8950,667 + 259,109
0,4432
0,1296

14a 258,5 0,1395 2634,667 + 37,806
0,1332
0,2732

17 291,0 0,2825 5670,667 + 217,736
0,2949
0,0904

6h 274,5 0,0885 1760 £ 53,702
0,8951

3.7.2. Optymalizacja fragmentu 2,3,4-trihydroksybenzenowego w BNBZ oraz Benz

WSspdlng cechg BNBZ i Benz jest ugrupowanie 2,3,4-trihydroksybenzenowe, ktére wedtug
modelowania molekularnego przeprowadzonego przez grupe badawczg Zhenga [111] dopasowuje sie
do miejsca wigzania D-glukozy. Jednakze zgodnie z ich analizg dokowania molekularnego BNBZ, nie
wszystkie grupy OH w uktadzie hydroksybenzylidenowym sg zaangazowane w interakcje z miejscem
wigzgcym HK2, co mozna zobaczy¢ na Rysunku 41a przedstawionym ponizej. W przypadku dokowania
molekularnego Benz tej samej grupy badawczej, wszystkie grupy hydroksylowe ugrupowania
pirogalowego tworzg wigzania wodorowe z aminokwasami biatka w miejscu katalitycznym (Rysunek
41b). Natomiast modelowanie molekularne dla benserazydu wykonane przez inng grupe badawczg [77]
sugerujg brak odziatywania grup OH w miejscu wigzania ligandu z HK2.

a) b)

_— =
| ASN:és3 | R

! GLY:681 B
‘ HO
;J\/ : /,// H
A= N_ iy
TNZTONRT cLuz708 | HO NH

[nsu:ﬁss J | ASP:657 |

GLU:708

Rysunek 41: Model prawdopodobnego oddziatywania fragmentu ugrupowania 2,3,4-
trihydroksybenzenowego BNBZ (a) oraz Benz (b) w kieszeni HK2 zaproponowanych przez grupe
badawczg Zhenga [111].
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W ramach przeprowadzonych badan, oceniono sposdb wigzania ligandu z miejscem aktywnym
heksokinazy HK2 dla pochodnych 4-nitro-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu wykonujac
dokowanie molekularne za pomocg programu AutoDock Vina z uzyciem tréjwymiarowej struktury HK2
zaczerpnietej z bazy danych PDB (Protein Data Bank) (PDB ID: 2NZT). Zgodnie z przypuszczeniami oraz
informacjami zawartymi w literaturze, grupy hydroksylowe BNBZ sg zaangazowane w oddziatywania
z miejscem aktywnym enzymu. Jednakze ustalono, ze liczba grup hydroksylowych we fragmencie
polihydroksybenzenowym oddziatujgcych z biatkiem moze by¢ modyfikowana bez ograniczenia
aktywnosci inhibicyjnej.

Rysunek 42. Wizualizacja wigzania 4-nitro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu
w miejscu aktywnym HK2.

W celu sprawdzenia wptywu liczby koniecznych grup OH i ich potozenia we fragmencie
benzenowym potencjalnych inhibitoréw na aktywnosé enzymatyczng HK2, w badaniach in vitro,
dokonano modyfikacji ugrupowania pirogalolowego. Zsyntezowano zaréwno macierzyste inhibitory
Benz i BNBZ oraz ich pochodne mono- oraz dihydroksylowe w pozycjach orto, metai para. W przypadku
pochodnych BNBZ dokonano dodatkowych badan takich jak: MST, cytotoksyczno$¢ oraz testy
klonogennosci.
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3.7.2.1. Badania wptywu liczby oraz rozmieszczenia grup hydroksylowych
pochodnych benserazydu
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Rysunek 43. Pochodne benserazydu z réznym uktadem hydroksyaromatycznym poddane ocenie
aktywnosci hamujgcej HK2.

Dla syntezowanych benserazydowych pochodnych posiadajgcych w swojej strukturze rézne
uktady hydroksybenzenowe wykonano badania okreslajgce hamowanie aktywnosci enzymu HK2 za
pomocg komercyjnego testu kolorymetrycznego. Wszystkie analizowane zwigzki badano w stezeniu
5 uM.
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Rysunek 44. Wykres analizy aktywnosci enzymatycznej HK2 wobec pochodnych benserazydu
z roznymi uktadami grup hydroksylowych.

Sposrad testowanych pochodnych benserazydu najlepiej rokujgcym inhibitorem jest pochodna
z ugrupowaniem 3-hydroksybenzenowym 14b, gdzie aktywnos$¢ enzymatyczna zostata zahamowana
w 92%. Pochodna dihydroksybenzenowa 14d wykazywata aktywnos$¢ zblizong do aktywnosci
benserazydu, natomiast przejawiata  wyiszg  aktywnos¢ w  poréwnaniu z = 2-(2-
hydroksybenzylo)hydrazydem L-seryny 14a, ktéry hamowat aktywnos$é enzymu w tych samych
warunkach w 61,5%. Przeprowadzona analiza pokazuje, ze zaréwno pochodna monohydroksylowa jak
i dihydroksylowa wykazujg znaczacy efekt inhibicyjny, co moze swiadczyé o mozliwosci dopasowania
miejsca aktywnego enzymu do czgsteczki inhibitora, w zaleznosci od ilosci oraz potozenia grup
hydroksylowych w pierscieniu benzenowym.
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3.7.2.2. Badania wptywu liczby oraz potozenia grup hydroksylowych pochodnych
benitrobenrazydu

Badania hamowania aktywnosci HK2

Dla syntezowanych dihydroksylowych pochodnych benitrobenrazydu z réznym potozeniem
grup hydroksylowych w ukfadzie polihydroksybenzenowym, jak i dla samej macierzystej czgsteczki
BNBZ, zostata okreslona aktywnos¢ hamujgca w odniesieniu do heksokinazy 2 wobec czystego,
wyizolowanego enzymu oraz enzymu w komorce.
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Rysunek 45. Dihydroksylowe pochodne BNBZ poddane badaniom biologicznym.

W testach tych, jako kontrole pozytywnga, zastosowano dwa najczesciej zgtaszane inhibitory: 2-
DG oraz 3-BrPA, charakteryzujgce sie odmiennym mechanizmem inhibicji HK2. Aby ocenié¢ efekt
hamujacy pochodnych BNBZ na komérki, wybrano dwie linie komérkowe raka watroby, a mianowicie
HepG2 i Huh7, ktére zostaty poddane dziataniu zsyntezowanych pochodnych w rézinych czasach
inkubacji: 24 godziny, 48 godzin i 72 godziny. Testy komérkowe zostaty przeprowadzone przy stezeniach
ICso (dla linii Huh7 3d: 57.10 uM, 8a: 58.25 puM, 8b: 213.70 uM, 8c: 105.30 uM; dla linii HepG2: 3d:
14.96 uM, 8a: 2.84 uM, 8b: 302.10 uM, 8c: 16.34 uM), ktére powodowaty 50% zahamowanie
proliferacji w odpowiednich liniach komdrkowych. Wyniki badan biologicznych dla pochodnych
N-benzylidenobenzenohydrazyny przedstawiono na wykresach.
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Rysunek 46. Zdolnos¢ pochodnych BNBZ do hamowania wyizolowanego HK2 ocenionego za pomoca
testoéw kolorymetrycznych przy stezeniu 5 uM. Poréwnanie aktywnosci HK2 wybranych pochodnych
BNBZ wykonano wzgledem kwasu 3-bromopirogronowego oraz 2-deoksy-D-glukozy przy stezeniu
5 uM jako kontroli pozytywnej. Aktywnosc heksokinazy zostata oceniona w porédwnaniu z kontrolg
negatywng (aktywnos¢ HK2 100%), gdzie nie zastosowano zadnego inhibitora.
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Podczas przygotowywania prébek do badan nad hamowaniem czystego enzymu w obecnosci
pochodnych BNBZ za pomocg testu kolorymetrycznego, stwierdzono, ze przy wyzszym stezeniu
badanych zwigzkéw (50 pM) utrudniona jest ich rozpuszczalno$¢ w stosowanym podczas analizy
buforze. W konsekwencji pochodne benitrobenrazydu uprzednio rozpuszczono w DMSO i rozciericzono
buforem, tak aby koncowe stezenie DMSO nie przekroczyto 1%. Przygotowane w ten sposob prébki
poddano analizie aktywnosci inhibicyjnej HK2. Powtdrzono analize dla badanych zwigzkdéw o stezeniu
5 uM, stosujac tg sama procedure rozpuszczania, w celu wyeliminowania ewentualnych bteddw. Jak sie
okazato, miato to diametralny wptyw na wyniki badan. Wszystkie prébki o stezeniu 5 uM przygotowane
w buforze wolnym od DMSO wykazaty hamujgcy wptyw na HK2, osiggajac podobny poziom
skutecznosci, w zakresie od 11,2% do 17,3% w pordwnaniu z kontrolg negatywna (Rysunek 46). W serii
roztwordw zawierajgcych DMSO, tylko prébka zwigzku 3d utrzymata zdolnos¢ do hamowania HK2,
aczkolwiek i w tym przypadku obserwowano znaczne zmniejszenie sity inhibicji. Wyniki te sugeruja,
mozliwo$é tworzenia przez badane zwigzki w roztworach wodnych agregatdow. Jest to zjawisko znane
w literaturze [141, 142], gdzie wedtug badan w stezeniach mikromolowych, wiele czgsteczek tworzy
agregaty w roztworze wodnym. W tej formie hamujg one enzymy w sposéb nieswoisty, co moze
prowadzi¢ do fatszywych wynikéw w testach enzymatycznych. Autorzy sugeruja, ze niespodziewane
tworzenie agregatéw wydaje sie ttumaczy¢ aktywnos$¢ wielu inhibitoréw o charakterze nieswoistym
i moze byc¢ przyczyna przypadkowych wynikdéw aktywnosci w testach przesiewowych. Jest to istotny
aspekt, ktéry powinien by¢ brany pod uwage podczas projektowania lekéw. W celu potwierdzenia tej
hipotezy wykonano pomiary dynamicznego rozpraszania $wiatta (ang. Dynamic Light Scattering DLS).

DLS jest to technika stosowana w analizie dynamicznych wtasciwosci czastek w roztworach
[143]. Metoda ta opiera sie na pomiarze rozpraszania Swiatta przez czgsteczki znajdujgce sie w ruchu
termicznym. DLS wykorzystuje efekt ruchdéw Browna, czyli chaotycznego ruchu termicznego czgsteczek
w roztworze. Analiza tego ruchu pozwala na wyznaczenie rozmiardow i rozktadéw wielkosci czastek.
Przeprowadzone badania DLS potwierdzity zdolnos¢ pochodnych BNBZ do agregacji, ale dodatek DMSO
rozbija powstate zespoty czgstek.
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Rysunek 47. Wyniki z analizy DLS pochodnych BNBZ okreslajgcych zaleznos¢ srednicy
hydrodynamicznej (Dy) i szybkosci zliczen (DCR) czastek o usrednionej srednicy hydrodynamicznej (D).
Badania z wykorzystaniem pochodnych BNBZ 3d (a), 8a (b), 8b (c), 8c (d) w stezeniu 12,5 uM w
buforze z dodatkiem lub bez DMSO. Wykres e): Wyniki DLS dla Buforéw - Kontrola Tta. Wykresy f-h:
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Sygnaty DLS przed i po 24-godzinnej inkubacji (f) 1,0 uM, (g) 10 uM i (h) 100 uM roztworu zwigzku 3d
w buforze zawierajgcym DMSO.

Analizujgc przedstawione wykresy (Rysunek 47 a), b), c), d)), srednica hydrodynamiczna
badanych czgsteczek (Dn) w buforach niezawierajgcych dodatku DMSO jest znaczgco wieksza,
a uzyskana szybko$¢ zliczen (DCR) tych czastek réowniez istotnie przewyzsza wartosci uzyskane
w roztworze zawierajgcym DMSO. Do badan wykorzystano pochodne BNBZ: 3d, 8a, 8b, 8c w stezeniu
12,5 uM, rozpuszczonych w buforze do MST (25 mM bufor fosforanowy, pH 8,0, 500 mM NaCl i 0,05%
Tween-20). Wykres e) uzyskano z badan DLS dla buforéw stosowanych do badan in vitro oraz MST,
dzieki czemu mozna byto wykluczyé wptyw tta na wyniki eksperymentu. Dane z rysunku f-h pokazujg
korelacje miedzy wzrostem stezenia zwigzku 3d (1uM 10 uM, 100 uM), a srednicg hydrodynamiczng
agregatow przed inkubacjg oraz po 24 godzinnej inkubacji w buforze do badan in vitro zawierajgcych
dodatek DMSO. Oznacza to, ze im wieksze jest stezenie substancji 3d, tym wieksze sg tworzace sie
agregaty czastek.

Analizujgc badania in vitro na liniach komérkowych, testowane zwigzki wptywajg na aktywnos¢
HK2 znajdujgcej sie wewnatrz komérki (Rysunek 48). Aktywnosé hamujgca HK2 przez badane pochodne
zmniejsza sie w kolejnosci 8b > 8a > 3d > 8c dla linii HepG2 (Rysunek 48a) i 8b > 3d > 8a > 8c dla linii
Huh7 (Rysunek 48b ). W obu przypadkach najwiekszy efekt inhibicyjny zaobserwowano dla pochodnej
8b, jednakze nalezy tutaj zaznaczyé, ze testowano jg przy wysokich stezeniach 213,7 i 302,1 uM. Linia
Huh7 wykazuje nizszg wrazliwo$¢ na badane zwigzki (wytaczajac z tej reguty pochodng 8b, ktdra
wykazuje stabg aktywnosé wobec obu linii komdrkowych), co najprawdopodobniej wynika z wyzszej
ekspresji HK2 w liniach komdrkowych Huh7 niz w HepG2, wiec konieczne jest zastosowanie wyzszego
stezenia zwigzkéw w celu zahamowania enzymu.

Rysunek 48. Analiza aktywnosci enzymatycznej HK2:
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(a) Zmiany w aktywnosci HK2 w liniach komdérkowych HepG2 po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji
z badanymi zwigzkami w stezeniu ICso. Jako kontrole pozytywng zastosowano kwas 3-
bromopirogronowy przy stezeniu 100 M. Dane przedstawiono w milijednostkach
aktywnosci enzymatycznej HK2 na mililitr mieszaniny reakcyjnej. Wyniki przedstawiono jako
$rednig i SD z trzech niezaleznych pomiarow.
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(b) Zmiany w aktywnosci HK2 w liniach komorkowych HuH7 po 24, 48 i 72 godzinach inkubacji z
badanymi zwigzkami w stezeniu ICso. Jako kontrole pozytywng zastosowano kwas
bromopirogronowy przy stezeniu 100 uM. Dane przedstawiono w milijednostkach

aktywnosci enzymatycznej HK2 na mililitr mieszaniny reakcyjnej. Wyniki przedstawiono jako
Srednig i SD z trzech pomiaréw.

Oceniajgc  powyzisze dane mozna jednoznacznie stwierdzié, ze tylko zwigzek BNBZ
z ugrupowaniem 2,3,4-trihydroksybenzenowym hamuje enzym zardwno in vitro jak i wewnatrz
komorki. Podczas gdy pochodne dihydroksylowe 8a-8c, nie wykazujg efektu inhibicyjnego dla
izolowanego enzymu, natomiast hamujg HK2 w srodowisku komérkowym. Mozna zatem przypuszczaé,
ze pochodne dihydroksylowe mogg odtgcza¢ enzym z mitochondridéw, w ten sposdb wptywajac na jego
aktywnosé¢, tak jak dzieje sie to w przypadku niektérych znanych inhibitoréow jak np. jasmonianu metylu
[107]. Jednakze, zeby potwierdzi¢ moje spekulacje, nalezatoby wykona¢ wiecej szczegétowych badan
biologicznych.

Badania cytotoksyczne wzgledem linii komorkowych HepG2 oraz Huh7

Wykonano testy na cytotoksycznos¢ za pomocg metody MTT, inkubujgc wybrane linie
komérkowe przez 72 godziny z otrzymanymi pochodnymi BNBZ. Zasada oznaczenia zywotnosci
komadrek opiera sie na reakcji, ktéra zachodzi w komadrkach i polega na redukcji przez dehydrogenaze
mitochondrialng zywych komdrek z6ttej soli tetrazoliowej (MTT) do ciemno niebieskiego formazanu
(Schemat 45). llo$¢ wytworzonego formazanu jest zwigzana z aktywnoscig metaboliczng komorki.

NADH NAD*
Br- Q NH

NS N

N//N\N+ —_— |
~N
N// \(S dehydrogenaza N~ YS
N\\/g" mitochondrailna N\\/Z"

MTT Formazan

Schemat 45. Enzymatyczna redukcja MTT do Formazanu.

Dla poréwnania wynikoéw z badan nad cytotoksycznoscig potencjalnych inhibitorow wykonano
takze testy na klonogennos¢, ktére polegaty na wyhodowaniu kolonii komdérek w obecnosci badanych
zwigzkéw z zastosowaniem stezenia ICso przez 72 godziny. Nastepnie kolonie utrwalono i barwiono
fioletem krystalicznym, sfotografowano okreslajgc iloSciowo za pomocg oprogramowania Imagel
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software. Test klonogennosci to badanie majgce na celu ocene zdolnosci substancji chemicznych do
indukowania proceséw klonogennosci, czyli zdolnosci do tworzenia klondw komérkowych.

control 3d 8b
100.0% 15.8+1.4% 83.4+3.5%

HepG2

HUH7

Rysunek 49. Wyniki z testéw klonogennosci obrazujgcych zdolnosé komérek do podziatu i tworzenia
identycznych kopii klonéw w obecnosci zwigzkéw 3d oraz 8b.

Tabela 9. Wartosci ICs dla otrzymanego BNBZ 3d oraz jego pochodnych 8a-8c wobec dwdch linii
komadrkowych: Huh7 i HepG2 oraz wptyw badanych zwigzkéw 3d, 8a-8c na zdolnos¢ tworzenia kolonii
przy zastosowaniu wyznaczonego stezenia ICso

symbol zwiazku

m IC_ dla ”
o o 50 IC,, dla Klonogenno§¢ = Klonogennos¢
N | podstawienie Huh7 HepG2 Huh? HepG2
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OH

OH
3d \kﬁ:[ 57.10+2.86 14.96+0.75 22.543.1 15.8+1.4
OH

OH

8a \@\ 58.2542.93 2.84+0.14 25.543.6 9.9+0.9
OH

OH

8b \©/°H 213.70£10.69  302.10+15.11 775445 83.443 5

8c 105.30+£5.27 16.34+0.82 40.0+4.1 13.0+1.4
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Analizujgc powyisze dane mozna stwierdzi¢, ze wszystkie badane zwigzki, za wyjatkiem
pochodnej 8b, z ugrupowaniem 2,3-dihydroksybenzenowym, wykazaty znaczng cytotoksycznosé
w stosunku do komérek nowotworowych linii Huh7 oraz HepG2. Wyniki badan na cytotoksycznosc
przektadajg sie na badania klonogennosci, w ktérych BNBZ oraz jego pochodne, oprdcz zwigzku 8b,
widocznie wptywajg na ograniczenie ilosci tworzenia kolonii komdrek w poréwnaniu z préba kontrolna.

Okreslenie powinowactwa badanych zwiqzkéw do HK2 metodqg MST

Dla polifenolowych pochodnych BNBZ oraz samego benitrobenrazydu okreslono statg
dysocjacji (Kq4) ligand-enzym za pomocag termoforezy mikroskalowej (ang. MST - Microscale
Thermophoresis). MST to technika stuzgca do pomiaru oddziatywarn pomiedzy biomolekutami.
Podstawowym mechanizmem termoforezy mikroskalowej jest rdznica w ruchu czgsteczek w obszarze
o0 zmiennym gradiencie temperatury. Metoda ta wykrywa najmniejsze zmiany w konformacji czy
tadunku czagsteczki podczas tworzenia/rozpadu wigzania miedzy biatkiem, a ligandem. Ruch
znakowane] fluorescencyjnie czasteczki, jest mierzony przez obserwacje rozktadu fluorescencji
wewnatrz kapilary. Przeprowadzono pomiary okreslajagce powinowactwo zsyntezowanych zwigzkéw
do H6-hHK2 (ludzki enzym HK2 ze znacznikiem N-koricowym His6). Obecnos¢ H6 usprawnia przebieg
eksperymentu, utatwiajgc oczyszczanie enzymu oraz zapewniajgc stabilnosé podczas eksperymentu.

W dwdch niezaleznych eksperymentach MST uzyskano wyniki dla 3d, otrzymujac Kg réwna
11,1 uMi 8,86 uM. K4 obliczone dla tego samego zwigzku przez grupe badawczg Zheng wynosi 4,99 uM
[111]. Réznica w otrzymanych wartosciach moze wynikaé z zastosowania nieco innych warunkdéw
takich jak np. kofncowe stezenie HK2, odmienny sposdb znakowania biatka, réznica w uzyciu mocy
lasera oraz diody LED. Nie mniej jednak wartosci Kq dla (E)-4-nitro-N'-(2,3,4-trihydroksy-
benzylideno)benzohydrazydu sg tego samego rzedu, co swiadczy o wiarygodnosci wykonywanych
badan. Warto zaznaczy¢, ze wszystkie pochodne dihydroksylowe wykazywaty stabsze oddziatywanie
z H6-hHK2 w poréwnaniu do 3d macierzystego BNBZ z fragmentem trihydroksybenzenowym. Ponadto,
analiza wykresu (rysunek 50) wykazata, ze wplyw na powinowactwo wigzania HK2 z badanymi
zwigzkami, ma nie tylko liczba, ale réwniez pozycja grup hydroksylowych. Z wyjgtkiem pochodnej 3d,
tylko 8a wykazato umiarkowane powinowactwo do enzymu, osiggajgc Ks rdwng 56,9 uM, podczas gdy
dla 8b i 8c nie zaobserwowano wigzania, lub jakos¢ sygnatu nie byta wiarygodna.
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Rysunek 50. Ocena powinowactwa wigzania (a) 3d i (b) 8a—8c do H6-hHK2.
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3.7.2.3. Podsumowanie wynikow przeprowadzanych badan nad wptywem ilosci oraz
potozenia grup hydroksylowych pochodnych benitrobenrazydu

Przedstawione wyniki pokazujg, ze pofozenie oraz ilos¢ grup hydroksylowych w badanych
zwigzkach silnie wptywa na ich efekt biologiczny. Jednakze pochodna z trzema grupami hydroksylowymi
3d wykazuje najsilniejsze wtasciwosci cytotoksyczne oraz powinowactwo do heksokinazy 2, a uktad
pirogalolowy w pochodnych BNBZ jest wymagany do utrzymania aktywnosci hamujacej HK2 in vitro
oraz w komdrce.

Na podstawie analizy przeprowadzonych badan mozna wysnu¢ hipoteze o mozliwym mechanizmie
dziatania badanych pochodnych BNBZ. Po wniknieciu do komérki czgsteczka pochodnej BNBZ moze
oddziatywac z heksokinazg 2 na dwa sposoby:

a) Zwigzek moze zwigza¢ sie z centrum aktywnym enzymu i w ten sposéb zahamowaé

bezposrednio jego dziatanie.

b) Zwigzek po wejsciu do komérki moze takze oddziatywac z heksokinazg 2 przytagczong do btony
mitochondrialnej w taki sposéb, ze powoduje jej oderwanie. W wyniku takich interakcji
mozliwa jest indukcja kaskady zmian molekularnych, ktére w konsekwencji prowadzg do
indukcji $Smierci komodrki. Ten mechanizm dziatania mozna przypuszczalnie przypisac
dihydroksylowym pochodnym BNBZ, ktdre nie wykazujg powinowactwa do enzymu oraz
aktywnosci hamujacej HK2 in vitro, jednakze inhibujg HK2 w srodowisku komérkowym.

3.7.3. Badania nad wptywem iloSci oraz potozenia grup hydroksylowych
z zastosowaniem pochodnych (E)-4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-
benzohydrazydu oraz (E)-4-amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzo-
hydrazydu na aktywnos¢ inhibicyjng HK2

W celu potwierdzenia znacznie efektywniejszego hamowania aktywnos¢ HK2 w warunkach
in vitro przez pochodne BNBZ zawierajgce uktad 2,3,4-trihydroksybenzenowy, niz jego analogi
dihydroksylowe, wykonano kolejny test oparty na metodzie kolorymetrycznej z wykorzystaniem (E)-4-
amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu 3e oraz (E)-4-amino-N'-(2,4-dihydroksy-
benzylideno)benzohydrazydu 13 (Rysunek 51). Zastosowano dwa rézne stezenia zwigzkéw: 50 uM
i 5uM oraz 3-BrPa jako kontrole negatywna.

OH
Yoo S Seen
N NN
H,N H,N
3e 13
Rysunek 51. Struktura zwigzkdw poddanych ocenie hamowania aktywnosci HK2.

Wybrano pochodng z ugrupowaniem 2,4-dihydroksylowym 13, poniewaz we wczes$niejszych
badaniach nad pochodnymi BNBZ stwierdzono, ze tylko ta pochodna z uktadem 2,4-dihydroksy, poza
macierzystym BNBZ wykazuje powinowactwo do HK2. Jak mozna zauwazy¢ na przedstawionym
wykresie, (E)-4-amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazyd 13 nie wykazuje inhibicji
enzymu, a wrecz podwyzsza aktywnos$¢ HK2, zaréwno przy zastosowaniu stezeniu 50 UM oraz 5 pM.
Natomiast pochodna 3e przy tym samym stezeniach silnie wptywa na obnizenie aktywnosci HK2.
Nawigzujgc do tych badan oraz badan in vitro nad pochodnymi BNBZ zawartych w rozdziale
3.7.2.2. Badania wptywu liczby oraz potozenia grup hydroksylowych pochodnych benitrobenrazydu,
mozna stwierdzi¢, ze uktad 2,3,4-trihydroksylowy w pochodnych opartych na strukturze BNBZ jest
niezbedny do hamowania aktywnosci wyizolowanego enzymu HK2.
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Rysunek 52. Wykres analizy wynikéw hamowania aktywnosci HK2 za pomocg zwigzkéw 3e oraz 13.

3.7.4. Badania nad wptywem braku obecnosci ugrupowania polihydoksybenzenowego
na aktywnos¢ hamujgca HK2

W kolejnym etapie badann oceniono aktywnos$é N-acylohydrazyn, prekursorow badanych
inhibitoréw HK2, niezawierajacych fragmentu aldehydu 4-pirogalowego. Do badan wykorzystano
pochodne hydrazyny zawierajagce w swojej strukturze tancuchy boczne takich aminokwaséw jak:
glicyna, cysteina, tyrozyna (Rysunek 53). Zwigzki testowano w dwdch réznych stezeniach 50 uM oraz
5 uM, z zastosowaniem 3-BrPa jako kontroli pozytywnej oraz bez uzycia inhibitora (Ctrl-).
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Rysunek 53. Wybrane N-acylohydrazyny poddane ocenie aktywnosci hamujgcej HK2.
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Rysunek 54. Wykres obrazujgcy hamujgcy wptyw N-acylohydrazyn 6a, 6b, 6h na aktywnos¢ enzymu
HK2.

Wykonane badania in vitro za pomocg testéow kolorymetrycznych w dwéch stezeniach,
wskazujg na mato znaczacy wptyw badanych hydrazydéw pochodnych aminokwaséw na aktywnosc
HK2. Najnizszg aktywnos$¢ wykazata pochodna glicyny 6b, hamujgc enzym w 36% przy stezeniu 50 uM,
a przy 5 uM nie wykazujgc zadnej inhibicji. Wynika to prawdopodobnie z braku oddziatywan
ztancuchem bocznym aminokwasu. Badania te rdéwniez potwierdzity, Ze ugrupowanie
polihydroksybenzenowe jest potrzebne do zachowania aktywnosci hamujgcej HK2.

3.7.5. Wplyw zmian strukturalnych w benserazydzie na aktywnos¢ hamujaca HK2

Benserazyd zostat zmodyfikowany poprzez zastgpienie taficucha bocznego seryny innymi
fragmentami aminokwaséw. Do analizy wybrano reprezentatywne analogi benserazydu, ktére udato
sie oczysci¢ do czystosci odpowiedniej do zastosowania w kolorymetrycznych badaniach in vitro
(Rysunek 55). Zastosowano analog glicyny, ktéra jest jedynym aminokwasem achiralnym, analog
tyrozyny zawierajgcej pierscien benzenowy z grupg OH w pozycji para oraz analog cysteiny podobny do
seryny, jednakze posiadajacy ugrupowanie tiolowe zamiast hydroksylowego. Zastosowanie réznigcych
sie budowg aminokwaséw do syntezy analogédw benzerazydu powinno dostarczyé odpowiedzi na
pytanie jakie znaczenie w hamowaniu heksokinazy 2 ma obecnos$¢ ugrupowania seryny.
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Rysunek 55. Analogi aminokwasowe benserazydu ocenione pod katem hamowania aktywnosci HK2.

Zwigzek zawierajacy tancuch boczny tyrozyny 17, w swojej strukturze ma obecne wigzanie
iminowe, natomiast cysteinowa pochodna benserazydu 7a oprdcz niezredukowanego wigzania C=N,
ma obecng grupe benzyloksykarbonylowa. Analog glicynowy 16b doktadnie tak jak benserazyd, nie
posiada ugrupowania azometinowego ani grupy Cbz. Analiza aktywnosci enzymatycznej HK2 wobec
pochodnych benserazydu w stezeniu 50 uM oraz 5 uM oraz z zastosowaniem 3-BrPa jako kontroli
pozytywnej, z wykorzystaniem testu kolorymetrycznego zostata przedstawiona ponizej.
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Rysunek 56. Analiza wynikow z oceny hamowania aktywnosci HK2 w obecnosci analogéw
benserazydu 16b, 17, 7a.

Analog glicynowy 16b oraz tyrozynowy 17 przy stezeniu rownym 50 UM hamujg aktywnosé
heksokinazy 2 powyzej 95%. Analog cysteinowy 7a prezentuje nieco stabszg aktywnosc inhibicyjng na
poziomie 75%. Przy nizszym stezeniu 5 pM cysteinowa pochodna 7a nie wykazuje zadnego efektu
inhibicyjnego, co moze by¢ zwigzane z obecnoscig stosunkowo duzej objetosciowo grupy Cbz. Pozostate
benserazydowe pochodne 16b, 17 w tym stezeniu hamujg aktywnos$¢ HK2 w okoto 50%, wykazujac
w ten sposéb wartos¢ ICso podobng do macierzystego benserazydu opisywang w literaturze (ICso dla
Benz: 5,52+ 0,17 [16]).
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3.7.6. Optymalizacja fragmentu para-nitrowego benitrobenrazydu

Benitrobenrazyd w swojej strukturze zawiera uktad 4-nitrofenylowy, charakteryzujacy sie
unikalnymi cechami. Grupa nitrowa jest stosunkowo mata objetosciowo, polarna, moze tworzyé
wigzania wodorowe, ponadto jest grupg silnie elektronoakceptorowa [144]. Na podstawie licznych
badan opisanych w literaturze, stwierdzono, ze pomimo tego ze -NO; stanowi wszechstronng grupe
funkcyjng w chemii medycznej, klasyfikowana jest jako toksykofor [145] [146]. Leki zawierajgce
nitroaryle s3 w duzym stopniu powigzane z rakotwdrczoscig, hepatoksycznoscig, mutagennoscia
i genotoksycznoscig. Grupa nitrowa w pierscieniu aromatycznym wptywa na wigzanie DNA, tworzgc
addukty odgrywajace kluczowg role w mutagenezie. Ponadto grupa nitrowa moze by¢ bioaktywowana
przez redukcje enzymatyczng do stosunkowo stabilnych amin poprzez wytworzenie reaktywnych form
takich jak zwigzki nitrozowe i hydroksyloaminowe, ktére moga reagowac z biomolekutami, wywierajac
dziatanie toksyczne i mutagenne [146]. Z drugiej jednak strony zwigzki zawierajgce -NO, zostaty
zgtoszone jako proleki aktywowane hipoksja. Przypisuje sie im dziatanie bioredukcyjne ukierunkowane
na niedotlenione guzy lite, o silnym efekcie cytotoksycznym [145].

Z tych powodéw w swoich badaniach nad modyfikacjg znanych inhibitoréw HK2 zdecydowano
sie zastgpi¢ toksykoforyczng grupe nitrowg, obecng w strukturze BNBZ, podstawnikami o rdzinej
polarnosci takimi jak atom fluoru oraz grupa aminowa. Ugrupowania te majg odwrotny wptyw na
rozktad gestosci elektronowej w pierscieniu aromatycznym. Silnie elektroujemny atom fluoru,
podobnie jak grupa nitrowa, posiada wtasciwos¢ wyciggania elektronéw z pierscienia benzenowego.
Silne wigzanie C-F (108 kcal/mol) sprawia, ze wigzanie to jest chemicznie obojetne w wiekszosci
warunkow biologicznych. Polaryzacja wigzania C-F powoduje tworzenie sie dipola, ktéry moze wptywad
na konformacje czasteczki poprzez wewnatrzczasteczkowe oddziatywania elektrostatyczne z innymi
wigzaniami polarnymi. Natomiast grupa aminowa jest typowa grupg elektronodonorowg w pierscieniu
aromatycznym. Ponadto ugrupowanie -NH, zwieksza polarnos¢ czasteczki zwigzku, tym samym
poprawiajac jej rozpuszczalnos¢ w wodzie, co jest pozadang cechay lekéw [131]. Wprowadzenie
w miejsce grupy nitrowej atomu fluoru lub grupy aminowej ma na celu nie tylko wymiane toksykoforu,
ale takze zbadanie ewentualnego wptywu warunkow elektronowych w pierscieniu benzenowym
benitrobenrazydu na aktywnos¢ HK2.

3.7.6.1. Badania nad wplywem wymiany grupy nitrowej na inne podstawniki
w strukturze BNBZ na aktywnos¢ HK2

W tym zadaniu badawczym dokonano eliminacji toksycznej grupy nitrowej w strukturze BNBZ,
utrzymujac przy tym jednoczesnie odpowiedni efekt inhibicji enzymu. W tym celu oceniono aktywnos¢
hamowania HK2 w badaniach in vitro, testem kolorymetrycznym, wobec dwéch pochodnych BNBZ (E)-
4-fluoro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu 3c oraz (E)-4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksy-
benzylideno)benzohydrazydu 3e, w ktdrych ugrupowanie 4-nitrofenylowe zostato zastgpione grupa
4-fluorofenolowg i 4-aminofenolowg (Rysunek 57).
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Rysunek 57. Struktury pochodnych BNBZ 3¢ oraz 3e poddanych testom enzymatycznym.
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Analiza aktywnosci enzymatycznej HK2 wobec badanych pochodnych przy stezeniu 50 uM oraz
5 uM wykazata, ze obie pochodne hamujg aktywnos¢ HK2 prawie catkowicie.

Po poréwnaniu tych wynikéw z badaniami in vitro, gdzie zastosowano stezenie 5 UM (E)-4-nitro-
N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu (rozdziat 3.7.2.2. Badania wptywu liczby oraz
potozenia grup hydroksylowych pochodnych benitrobenrazydu), ktéry w tych warunkach hamuje HK2
na poziomie 45%, stwierdzono, ze zmodyfikowane pochodne BNBZ wykazujg wyzszg aktywnosé
inhibicyjng niz macierzysty BNBZ. Wyniki te kwalifikujg (E)-4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksy-
benzylideno)benzohydrazyd 3e oraz 3c (E)-4-fluoro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd
do potencjalnych inhibitoréw HK2 z wysokg aktywnoscig inhibicyjng HK2, o strukturze podobnej do
BNBZ, jednakze nie zawierajgcej toksykoforycznej grupy nitrowej w pozycji para w pierscieniu
aromatycznym.
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Rysunek 58. Analiza oceny aktywnosci HK2 pod wptywem dziatania pochodnych BNBZ 3c oraz 3e
w dwadch stezeniach rownych 50 uM oraz 5 uM.

3.7.7. Wplyw obecnosci wigzania iminowego N=CH pochodnych benitrobenrazydu na
aktywno$¢é HK2

Jak pisano w czesci teoretycznej (rozdziat 2.1 Charakterystyka i znaczenie zasad Schiffa), zasady
Schiffa stanowig szerokg klase zwigzkdw o udowodnionej aktywnosci biologicznej. Wigzanie
iminowe -CH=N- obecne w tych zwigzkach odpowiada za mozliwos¢ wigzania rdéznych grup
o wiasciwosciach nukleofilowych i elektrofilowych, dzieki czemu moze oddziatywac z docelowymi
enzymami i hamowac ich aktywnos$¢ enzymatyczng. Ponadto rdzen ten moze bra¢ udziat w tworzeniu
komplekséw z enzymami. Benserazyd posiada w swojej strukturze fragment N-acylohydrazyny, i jak
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wynika z danych literaturowych jest aktywnym inhibitorem HK2. Z tego wzgledu postanowiono zbadac
czy redukcja ugrupowania iminowego w otrzymanych pochodnych benitrobenrazydu wptynie
w jakikolwiek sposdb na jego aktywnos¢.

Przeprowadzono analize aktywnosci enzymatycznej HK2 wobec pochodnych (E)-4-amino-N'-
(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu 3e oraz 4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)-
benzohydrazydu 18b, odpowiednio zawierajgcych w swojej strukturze wigzanie iminowe C=N oraz ze
zredukowanym, pojedynczym wigzaniem wegiel azot C-N.
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Rysunek 59. Struktury hydrazonu 3e oraz hydrazydu 18b poddanych ocenie hamowania aktywnosci
HK2.

Do analizy wykorzystano komercyjnie dostepny test kolorymetryczny. W przypadku
zastosowania stezenia 50 uM dla badanych zwigzkéw oby dwie pochodne hamujg enzym w sposdb
efektywny, przy czym zwigzek zawierajacy ugrupowanie azometinowe wykazuje w tych badaniach nieco
lepszg aktywnos¢ inhibicyjng. Natomiast zastosowanie o rzagd mniejszego stezenia rownego 5 uM,
pokazuje wyrazng réznice w aktywnosci HK2 wobec zastosowanych zwigzkéw. (E)-4-amino-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd 3e hamuje aktywnosé HK2 na poziomie 92%, w odréznieniu od
4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)benzohydrazydu 18b hamujgcego HK2 tylko w 15%. Poréwnanie
tych wynikéw ewidentnie wskazuje znaczenie wigzania azometinowego jako istotnego fragmentu dla
zahamowania aktywnosci HK2.
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Rysunek 60. Wykresy przedstawiajgce hamowanie aktywnosci HK2 przez (E)-4-amino-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd 3e oraz 4-amino-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylo)benzohydrazyd 18b.

3.7.8. Wplyw roznych podstawnikdéw poliaromatycznych oraz tancucha alkilowego
w strukturze N-acylowych pochodnych hydrazonéw benzaldehydu 2,3,4-
trihydroksylowego na aktywnos$¢é HK2.

Zsyntezowano N-acylowe hydrazony aldehydu 2,3,4-trihydroksybenzoesowego o strukturze
podobnej do BNBZ, w ktdrych podstawnik 4-nitrofenolowy zostat wymieniony na grupe etylowg 3a,
benzen 3b, naftalen 3f i antracen 3g, w celu okreslenia wptywu tej zmiany strukturalnej na aktywnosé
inhibicyjng w odniesieniu do HK2.
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Rysunek 61. Struktury zwigzkdw poddanych ocenie hamowania HK2.

Badania in vitro hamowania aktywnosci HK2 wobec potencjalnych inhibitoréw 3a-3b oraz 3f-
3g za pomoca testu kolorymetrycznego umozliwity wstepng ocene pojemnosci miejsca wigzgcego HK2
z potencjalnymi inhibitorami opartymi na strukturze BNBZ.
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Rysunek 62. Wykresy analizy badania in vitro, oceniajgcego aktywnos¢ heksokinazy HK2 w obecnosci
badanych zwigzkéw 3a, 3b, 3f, 3g w dwdch stezeniach réwnych 50 UM oraz 5 uM, z zastosowaniem 3-
BrPa jako Ctrl+ oraz Ctr- jako test bez uzycia inhibitora.

Analiza przedstawionych danych pokazuje, ze przy zastosowaniu stezenia 50 uM, podczas
inkubacji testowanych pochodnych, wszystkie zwigzki hamujg aktywnos¢ heksokinazy ponizej 80%.
Natomiast przy nizszym stezeniu réwnym 5 puM, mozna zauwazyc, ze pochodna 3g zawierajaca grupe
antracenylowa nie wykazata znacznego dziatania hamujacego HK2, w poréwnaniu z pochodnymi
zawierajacymi objetosciowo mniejsze podstawniki (3a, 3b, 3f). Na tej podstawie mozna przypuszczac,
ze pochodna z najwiekszg objetoscig podstawnika aromatycznego nie dopasowuje sie skutecznie do
centrum aktywnego HK2. Nizszg aktywnos¢ wykazuje takze pochodna zawierajgca fancuch alkilowy
zamiast uktadu aromatycznego, co moze swiadczy¢ o udziale pierscienia benzenowego w wigzaniu sie
inhibitora w miejscu katalitycznym, poprzez oddziatywania niewigzgce np. sity Van der Waalsa.
Najbardziej obiecujgce wyniki uzyskano dla pochodnych z ugrupowaniem benzenowym 3b oraz
naftalenowym 3f, dla ktédrych hamowanie aktywnos¢ HK2 przy stezeniu 5 M, wynosi 85% i 88%,
odpowiednio dla zwigzku 3b i 3f. Ponadto obecnos¢ podstawnika aromatycznego zwieksza jego
hydrofobowos¢ polepszajgc jego wiasciwosci penetracyjne do wnetrza enzymu. Obecnosé fragmentu
polarnego z trzema grupami hydroksylowymi typu fenolowego, zapewnia dobre wpasowanie sie
w polarne centrum aktywne HK2. Te zmiany strukturalne mogg znaczgco polepszac¢ skutecznosc in vivo
potencjalnych inhibitorow.
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3.7.9. Badania in vitro przy stezeniu 1 uM dla najbardziej obiecujgcych potencjalnych
inhibitorow HK2

Dla pochodnych, ktore wykazaty najsilniejsze dziatanie hamujace aktywnosé HK2, wykonano
oznaczenie aktywnosci hamujacej przy stezeniu 1 uM. Do badan wybrano zasady Schiffa, posiadajace
w strukturze wigzanie iminowe, oparte na strukturze BNBZ, gdyz pochodne te wykazywaty znacznie
silniejszy efekt inhibicyjny przy stezeniu 5 pM niz analogi benserazydu.
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Rysunek 63. Pochodne hydrazonéw beznaldehydu 2,3,4-trihydroksylowego poddane ocenie
aktywnosci hamujgcej HK2 przy stezeniu 1 uM.

Rysunek 64 przedstawia przebieg reakcji enzymatyczne]j fosforylacji D-glukozy katalizowane;j
HK2 w obecnosci wybranych pochodnych. Obserwowano zmiany absorpcji przy Amax 450 nm w trakcie
reakcji enzymatycznej w czasie 5-45 minut. Hamowanie aktywnosci HK2 wobec badanych zwigzkdw,
wykazano jako zmniejszenie absorpcji w czasie, zaleznej od HK2 przy 450 nm.
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Rysunek 64. Zmiany absorpcji w czasie, powstate w wyniku hamowania reakcji enzymatycznej
katalizowanej przez HK2 w obecnosci wybranych pochodnych. Ctrl- oznacza kontrole negatywng,
ktéra pokazuje normalng szybkos¢ fosforylacji przez HK2, bez zastosowania inhibitora. Ctrl+ to
kontrola pozytywna z uzyciem 3-BrPa, jako inhibitora HK2.
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Rysunek 65. Wykres analizy badarn hamowania aktywnosci HK2 wobec zasad Schiffa.

Pochodna BNBZ zawierajgca tancuch alkilowy 3a oraz pochodne BNBZ z uktadami
aromatycznymi zamiast ugrupowania 4-nitrofenylowego 3b, 3f, hamujgc aktywnos¢ heksokinazy w tym
stezeniu (1 pM) na poziomie okoto 20%. Natomiast pochodne BNBZ zawierajgce w pozycji para
w uktadzie fenylowym podstawnik fluorowy 3c oraz grupe aminowa 3e, nawet w tak niskim stezeniu
jak 1 uM wykazujg efekt inhibicyjny, hamujac aktywnos¢ HK2 w obecnosci 3e 44% oraz 3¢ 60%.

3.7.10. Badania nad okresleniem aktywnosci heksokinazy 2 z wykorzystaniem metody
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwréconymi fazami

Dla pochodnej (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propionohydrazydu 3a wyniki z oceny
wpltywu na aktywnos¢ HK2 z uzyciem kolorymetrycznego testu poréwnano z analizg efektu
inhibicyjnego z zastosowaniem metody HPLC. Aktywnos$¢ HK2 wzgledem badanego zwigzku okreslono
poprzez pomiar ilosci ADP, wytworzonego w reakcji przeksztatcajgcej D-glukoze w D-glukozo-6-fosforan
(G6P). Ta metoda wydaje sie by¢ bardziej korzystna, poniewaz wymaga jednego kroku enzymatycznego,
jakim jest fosforylacja glukozy, w przeciwienstwie do uzywanego zestawu do oznaczania aktywnosci
enzymatycznej. W tym zestawie ilos¢ powstatego NADPH mierzona jest w nastepczej reakcji
przeksztatcania G6P za pomocg dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowe;j.

Ustalenie ilosci wytworzonego ADP przy uzyciu metody HPLC obejmowato zastosowanie
detektora spektrofotometrycznego w zakresie UV-VIS, przy pomiarze absorbancji przy dtugosci fali
254 nm, charakterystycznej dla ATP oraz ADP. Stezenie ATP okreslono za pomocg wzorca
wewnetrznego, sporzadzajgc krzywa kalibracyjng ADP przy uzyciu siedmiu roztworéw ADP w wodzie
dejonizowanej, o réznym stezeniu (50, 100, 200, 300, 400, 500 i 1000 uM).

Ze wzgledu na rdéinice w specyfikacji aparatury w porownaniu do metody opisanej
w literaturze, przeprowadzono optymalizacje procesu chromatograficznego, ustalajagc odpowiednie
warunki, takie jak sktad fazy ruchomej, przeptyw eluentu, temperature oraz pH. Dzieki tym
dostosowaniom udato sie skutecznie odseparowac sygnaty pochodzace od ATP i ADP, co umozliwito
wiarygodny pomiar wielkosci sygnatu.

Wptyw na aktywnos$é HK2 wobec 3a testowano w stezeniach 10 uM oraz 1 uM. Jako kontrole
pozytywng zastosowano inhibitor HK2- benserazyd. Kontrola negatywna przedstawia, powstawanie
ADP w czasie bez zastosowanie inhibitora.
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Rysunek 66. Korelacja miedzy stezeniem ADP, a czasem reakcji podczas fosforylacji D-glukozy
katalizowanej HK2 z zastosowaniem inhibitoréw oraz bez uzycia inhibitora (Ctrl-). Kazdy punkt danych
reprezentuje Srednig = SD z trzech pomiardw.

Na podstawie wynikow powyzszej analizy, jednoznacznie mozna stwierdzi¢, ze pochodna (E)-N'-
(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propionohydrazydu 3a w sposéb istotny hamuje aktywnos¢ heksokinazy
2 zaréwno przy stezeniu 10 uM oraz 1 pM. Wykazuje ona takze znacznie wiekszg site dziatania niz
benserazyd, uznawany w literaturze za silny inhibitor HK2 (literaturowe 1Cso 5,52 +0,17 uM) [16].
Badania z wykorzystaniem metody HPLC czesSciowo pokrywajg sie z wynikami z testéow
kolorymetrycznych, gdzie Benz przy stezeniu 10 pM hamowat aktywnos$¢ HK2 na poziomie 40%
(metoda HPLC), natomiast przy stezeniu 5 pM Benz inhibiowat enzym w 84% (metoda wykorzystujaca
test kolorymetryczny).

W przypadku pochodnej 3a przy stezeniu 10 uM oraz 1 uM, z zastosowaniem metody HPLC, 3a
hamowata aktywnos¢ HK2 odpowiednio 98% oraz 86%. Odnoszac sie z tymi wynikami do badan
enzymatycznych z uzyciem testéw kolorymetrycznych, ta sama pochodna 3a hamowata aktywnos¢ HK2
przy stezeniu 5 puM oraz 1 uM odpowiednio 80%, 16%. Roznice w wynikach oceny aktywnosci
enzymatycznej HK2 miedzy dwoma metodami mogty wynika¢ z odmiennych mechanizméw pomiaru
aktywnosci enzymatycznej. W przypadku komercyjnego testu kolorymetrycznego aktywnos$¢ HK2 jest
badana posrednio, w dwdch krokach enzymatycznych. Natomiast w metodzie HPLC mierzono
bezposredni wptyw zwigzkéw na reakcje fosforylacji glukozy katalizowanej przez HK2.

Rézne metody pomiarowe mogg miec takze odmienng czutosc, przez co niektdre techniki mogg
lepiej wykrywac niewielkie zmiany aktywnosci enzymatycznej niz inne. Ponadto, inne Zzrddta
pozyskiwania enzymdw czy zmiany strukturalne biatka podczas stosowania odmiennych technik, moga
wptywaé na ich czuto$¢ wobec inhibitoréw, sprawiajac, ze niektére enzymy sg bardziej podatne na
hamowanie przy nizszych stezeniach. Mogtoby to ttumaczy¢ podobng site hamowania HK2 dwoma
niezaleznymi metodami zwigzku 3a przy stezeniach 5 i 10 uM, natomiast odmienne wartosci mocy
inhibicji HK2 przy zastosowaniu stezenia 1 uM. Jednakze zastosowanie dwdch réznych metod oceny
aktywnosci hamowania heksokinazy 2 pozwolito na jednoznacznie stwierdzenie, ze zwigzek 3a jako
pochodna N-acylowych hydrazonéw beznaldehydu 2,3,4-trihydroksylowego znaczaco wptywa na
aktywnos¢ HK2.
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3.7.11. Podsumowania Badan in vitro pod katem oceny hamowania aktywnosci ludzkiej
heksokinazy 2 wobec zsyntezowanych, potencjalnych inhibitoréw HK2.

Przeprowadzono badania in vitro syntezowanych pochodnych BNBZ oraz Benz, N-acylowych
pochodnych hydrazonéw i hydrazydéw 2,3,4-trihydroksybenzaldehydu oraz N-acylohydrazyn.
Oceniajgc wptyw hamowania HK2 przez testowane zwigzki w stezeniu 5 uM, stwierdzono, ze zwigzki:
3a-3c oraz 3e-3g, budowag strukturalng podobne do znanego inhibitora - BNBZ, wykazujg silniejsza
inhibicje niz 7a, 16b, 17, analogi innego znanego inhibitora - Benz, ktére w swojej strukturze posiadajg
miedzy innymi zmodyfikowany fragment L-aminokwasu. Maksymalna inhibicja enzymu przez pochodne
oparte na strukturze benserazydu 7a, 16b, 17, przy stezeniu 5 uM wynosita okoto 50%. Sposréd
testowanych inhibitoréw HK2 (3a-3c, 3e-3f) przeciwko ludzkiej heksokinazie 2 w stezeniu 1 uM,
najwiekszg skuteczno$¢ odnotowano w przypadku pochodnej 3c (E)-4-fluoro-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu. Zasade Schiffa 3a (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-
propionohydrazyd badano pod katem hamowania aktywnosci heksokinazy 2 in vitro, dwoma
niezaleznymi metodami (test kolorymetryczny, metoda HPLC). Potwierdzono inhibicyjny efekt 3a
wobec HK2, ktdry okazat sie silniejszy w poréwnaniu z benserazydem, znanym inhibitorem HK2.

4. Czesc eksperymentalna

4.1. Stosowane reagenty

e 98% Monohydrat hydrazyny Sigma-Aldrich

e Chloromréwczan benzylu Thermo Scientific (zawartos$¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji
97%, stab. okoto 0,1% weglanu sodu)

e L-aminokwasy ABCR (zawartosc¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 99%)

e Triacetoksyborowodorek sodu Fluorochem

o Kwas 4-aminobenzoesowy Alfa Aesar (zawartos¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 99%)

e Kwas 4-nitrobenzoesowy Alfa Aesar (zawartos¢ sktadnika gtownego wg specyfikacji 99%)

o Kwas 4-fluorobenzoesowy Alfa Aesar (zawartos¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 99%)

o Kwas 4-merkaptobenzoesowy Alfa Aesar (zawartos¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 99%)

o Kwas 1-naftoesowy TCl (zawartosé sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 99%)

e kwas antraceno-9-karboksylowy

e Propionian metylu Alfa Aesar (zawartosc¢ sktadnika gtownego wg specyfikacji 99%)

e Benozosean etylu Alfa Aesar (zawartosc¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 99%)

e Diweglanem di-tert-butylu Thermo Scientific (zawarto$¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji
99%)

e Aldehyd salicylowy Alfa Asear (zawartosc¢ sktadnika gtownego wg specyfikacji 99%)

e 3-hydroksybenzaldehyd Acros Organic (zawartosé sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 98,5%)

o 4-hydroksybenzaldehyd Acros Organic (zawartos¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 99%)

e 2,3-dihydroksybenzaldehyd Acros Organic (zawartos¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 98%)

e 2,4-dihydroksybenzaldehyd Acros Organic (zawartos¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 98%)

e 3,4-dihydroksybenzaldehyd Acros Organic (zawartosc¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 98%)

e  2,3,4-trihydroksybenzaldehyd Thermo Scientific (zawartos¢ sktadnika gtdwnego wg specyfikacji
98%)

e Katalizator 10 %Pt/C w 50% zawierajgcy wode Sigma Aldrich

e Katalizator 10% Pd/C w 50% zawierajgcy wode, niezredukowany — Thermo Scientific

o Trietyloamina ChemPur (zawartosc¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 98%)

e Chlorek tionylu Thermo Scientific (zawartos¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 99,5%)

103



e DCM/MeOH/THF Acros Organic (zawartos¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji powyzej 99%)

e DMF Acros Organic (zawartos$¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 99,8%)

e kwasu trifluorooctowy Alfa Aesar (zawartos¢ sktadnika gtownego wg specyfikacji 99%)

e  Kwas siarkowy cz.d.a. ChemPur (zawartos¢ sktadnika gtdwnego wg specyfikacji 95%)

e Kwas solny cz.d.a. ChemPur (zawartos¢ sktadnika gtéwnego wg specyfikacji 35 — 38%)

e QOdczynniki uzyte do badan biologicznych z zastosowaniem metody HPLC: ATP, ADP, metanol,
glukoza, KH,PO4, NaOH, MgCj,;, EDTA i Tris — czystos¢ analityczna (Merc, Darmstadt, Niemcy),
Rekombinowana ludzka heksokinaza 2 (z Escherichia coli) (nr kat. #ab85920; Abcam,
Cambridge, MA, USA)

4.2. Aparatura oraz materialy pomocnicze uzyte do badan

e Widma H NMR i 3C NMR rejestrowano na spektrometrze 600 MHz (Varian, Palo Alto,
Kalifornia, USA) w roztworach CD30D, DMSO, CDCl; z tetrametylosilanem (TMS) jako wzorcem.
Przesuniecia chemiczne NMR podano w ppm (8), a state sprzezenia (J) w Hz.

e Temperature topnienia (Tt) okreslono przy uzyciu aparatu Boethius PHMK (VEB Analytik, Jena,
Niemcy).

e Spektroskopie masowg o wysokiej rozdzielczosci (HRMS) z jonizacjg przez elektrorozpylanie
(ESI-HRMS) przeprowadzono przy uzyciu aparatu Waters Xevo G2 Q-TOF (Waters, Milford, MA,
USA).

e Reakcje monitorowano za pomocg TLC na ptytkach aluminiowych pokrytych zelem
krzemionkowym 60 F254 (Merck, Darmstadt, Niemcy).

e Chromatografie kolumnowg przeprowadzono na zelu krzemionkowym 40-60 um 60A (Merck).

e Preparatywng chromatografie cieczowag wykonano na chromatografie LaboACE LC-5060 (20
mm x 50 cm, 10 um; Japan Analytical Industry Co., Ltd., Tokio, Japonia), z kolumng ODS (JAIGEL-
ODS-AP, model SP-12-10, Japan Analytical Industry, Co. Ltd. Tokio, Japonia), detektor UV.

e W ocenie aktywnosci HK2 w testach in vitro wykorzystano czytnik mikroptytkowy Thermo
Scientific™ Varioskan™ LUX.

e Do analizy HPLC uzyto systemu HPLC Dionex wyposazonego w detektor o zmiennych
dtugosciach fal UltiMate 3000 RS i komore kolumnowg UltiMate 3000 (Thermo Fisher Scientific
Inc., Sunnyvale, CA, USA), razem z kolumng TSKgel ODS-100V (4.6 mm x 15 cm, 5 um; TOSOH
Corporation Tokyo, Japonia).

e Widma UV-VIS wykonano za pomocg spektrofotometru Hitachi U-2910.

e  Prébki liofilizowano za pomoca liofilizatora alpha 1-2 Id plus.

4.3. Procedury syntez

4.3.1. Syntezy estrow
4.3.1.1. Synteza estrow kwasow aromatycznych

SOCl; | H,SO,
OH  MeOH’ MeOH o
B ——

R (@] R (o)

R = 1-naftyl, 4-fluorofenylo, 4-aminofenylo,
4-merkaptofenylo, 4-nitrofenylo

-

Estry metylowe syntezowano wedtug dwaéch procedur ogélnych:

Procedura A: Do mieszanego i chtodzonego roztworu kwasu karboksylowego (30 mmol)
w bezwodnym metanolu (40 ml, 988,71mmol), powoli wkroplono 1,10 ekwiwalenta SOCI; (2,39 ml,
33,00 mmol). Mieszanine reakcyjng ogrzano do temperatury pokojowej i mieszano przez 24 godziny.
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Temperature wrzenia rozpuszczalnika zastosowano w przypadku syntezy 4-fluorobenzoesan metylu. Po
zakonczonej reakcji nadmiar metanolu usunieto, a pozostatosé suszono pod obnizonym ci$nieniem badz
mieszanine wylewano do zlewki z 150 ml wodnego roztworu NaHCOs, otrzymany osad w przypadku
4-aminobenzoesanu metylu sgczono i suszono pod zmniejszonym cisnieniem, natomiast dla
4-fluorobenzoesanu metylu oraz 1-naftoesanu metylu wykonano ekstrakcje z octanu etylu (3x40 ml),
warstwe organiczna suszono nad bezwodnym MgSO,i nastepnie odparowano.

Procedura B: Do roztworu substratu (20 mmol) w bezwodnym metanolu (30 ml, 741,53 mmol)
wkroplono katalityczng ilosé (0.2 ml) H,SO,4. Mieszanine ogrzewano w temperaturze wrzenia metanolu
przez 24 godziny. Po zakoriczonej reakcji odparowano metanol, pozostatos¢ rozpuszczono w 35 ml
octanu etylu i przemywano wodnym nasyconym roztworem NaHCOs (2x30 ml), a nastepnie wodg do
odczynu obojetnego. Roztwdr suszono nad bezw. siarczanem magnezu, a nastepnie odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem. W przypadku wydzielania 4-nitrobenzoesanu metylu mieszanine wylewano
do 150 ml wodnego roztworu K,COs, a wytrgcony osad przesgczono. Otrzymane estry suszono pod
zmniejszonym ci$nieniem.

socl,
Ox-©OH DMF Oy Cl EtOH, 0.__O
Ar TEA

- > —

Procedura C: Ester etylowy kwasu antraceno-9-karboksylowego otrzymano dwuetapowo.

Do kolby wprowadzono kwas antraceno-9-karboksylowy (0,5 g, 2,25 mmol), 7 ml Swiezo
przedestylowanego SOCl, (96,50 mmol) oraz 0,4 ml DMF. Mieszano w temperaturze pokojowej
w atmosferze argonu przez 4 godziny. Po zakonczonej reakcji usunieto SOCl; pod zmniejszonym
ci$nieniem i przemyto pozostatos¢ toulenem. Do kolby z otrzymanym osadem umieszczonej w tazni
lodowo-wodnej wprowadzono okoto 10 ml EtOH, nastepnie po ochtodzeniu roztworu powoli dodano
TEA (1,2 ekw. 0,298 ml, 2,15 mmol). Mieszanine reakcyjng mieszano w temperaturze pokojowej
24 godziny bez dostepu wilgoci (zastosowano rurke chlorowapniowg). Po zakonczonej reakcji, etanol
usunieto pod zmniejszonym ci$nieniem. Do uzyskanej pozostatosci dodano 10 ml chloroformu
i uzyskany roztwor przemywano wodg (2 x 15 ml). Warstwe organiczng suszono nad bezwodnym
Na,S0,, nastepnie odparowano, a pozostatos¢ oczyszczano na kolumnie wypetnionej zelem
krzemionkowym, stosujgc mieszanine AcOEt:n-heksan (1:1, v/v) jako eluent.

Tabela 10. Wydajnosci oraz identyfikacja otrzymanych estréw kwaséw aromatycznych.

Ester Procedura | Wydajnos¢ Tt[°C] HRMS

syntezy [%] [M+H]*
1-naftoesan metylu A 97 48-49; (lit: 51-52 [147]) 187,0743
4-nitrobenzoesan metylu B 98 92-93; Lit: 89-91 [148]) 182,0447
4-fluorobenzoesan metylu A 73 90-91; (Lit: 89-90 [149]) 155,0513
4-aminobenzoesan metylu A 85 107-108; (Lit: 110 [150]) 152,0715
4-merkaptobenzoesan metylu B 90 124-125; (lit:53-55 [151]) 169,0428
antraceno-9-karboksylan etylu C 90 109-110[;1<;i;:])110-111 237,0932
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4.3.1.2. Synteza estrow metylowy N-Cbz-aminokwaséw

Otrzymywanie estréow metylowy N-Cbz-aminokwasow (przepis ogdlny):

0 socl, 0 TEA o R
R MeOH R _ cbzel OJ\N o
oH ——= o7 H
DCM g

NH, NH,*CIF

R - tancuch boczny aminokwasoéw

Do mieszanego i chtodzonego roztworu substratu (30 mmol) w bezwodnym metanolu (40 ml,
987,71 mmol), powoli wkroplono 1,10 ekw. SOCIl,. Mieszanine reakcyjng ogrzano do temperatury
pokojowej i mieszano przez 24 godziny. Po zakoriczonej reakcji nadmiar metanolu usunieto,
a pozostatosé suszono pod obnizonym cisnieniem. W przypadku syntezy chlorowodorku estru tyrozyny
wydtuzono czas reakcji do 72 godz., natomiast dla estru glicyny i proliny oprécz przedtuzenia czasu
reakcji do 48 godzin, dodatkowo mieszanine reakcyjng ogrzewano w temperaturze wrzenia metanolu.
Surowy ester uzyto w kolejnym etapie syntezy bez dodatkowego oczyszczania. Ester metylowy
aminokwasu (25,0 mmol) rozpuszczono w dichlorometanie (30 ml) dodano 2,5 ekw. trietyloaminy
(8,71 ml, 62,50 mmol). Po chwili do mieszaniny reakcyjnej w temperaturze 0°C powoli wkroplono
chloromréwczan benzylu (1,2 ekw., 30,0 mmol, 4,26 ml). Mieszanine reakcyjng mieszano
w temperaturze pokojowej przez 12 godzin, nastepnie dodano do niej wode (25 ml). Warstwy
rozdzielono, warstwe organiczng przemyto nasyconym roztworem NaHCOs; (25 ml), a nastepnie
dwukrotnie wodg (2 x 25 ml) i suszono nad bezwodnym Na,SO4, a nastepnie zatezono pod
zmniejszonym ci$nieniem. W przypadku estru metylowego Cbz-L-histydyny, warstwe wodng
ekstrahowano octanem etylu (3 x 25 ml). Ekstrakt suszono nad bezw. Na;SO,, odparowano
a pozostatosé oczyszczono na kolumnie z zelem krzemionkowym, stosujgc mieszanine AcOEt:n-heksan
(1:1 v/v). Podczas zabezpieczania estru metylowego glicyny zmodyfikowano procedure, ogrzewajac
mieszanine reakcyjng w 40°C przez 5 godzin. Synteze estru metylowego N-benzyloksykarbonylo-L-
tyrozyny prowadzono przez 48 godzin, a podczas oczyszczania po chromatografii kolumnowej
zastosowano dodatkowo przemywanie pozostatosci eterem naftowym.

Tabela 11. Wydajnosci oraz identyfikacja otrzymanych estréw N-Cbz-L-aminokwaséw.

Ester metylowy N-Cbz-aminokwasu Wyd[oa/j]n 0s¢ Tt [°C] m /:"FMEHP
ester metylowy N-benzyloksykarbonylo-L-seryny 80 Olej; (lit:31-33 [153]) 224,0917
ester metylowy N-benzyloksykarbonylo-glicyny 58 Olej; (lit: 22-25[154]) 224,1273
ester metylowy N-benzyloksykarbonylo-L-alaniny 52 Olej; (lit:45-47 [155]) 238,1203
ester metylowy N-benzyloksykarbonylo-L-cysteiny 48 Olej; (lit:20-25 [156]) 270,0691
ester metylowy N-benzyloksykarbonylo-L-tyrozyny 87 90-93; (lit:93-94 [157]) 330,1737
ester metylowy N-benzyloksykarbonylo-L-proliny 69 Olej 264,1261
ester metylowy N-benzyloksykarbonylo-L-histydyny 50 74 304,1299
ester metylowy N-benzyloksykarbonylo-L-treoniny 58 85-86; (lit:90-91 [158]) 268,1289
ester metylowy N-benzyloksykarbonylo-L-izoleucyny 83 Olej 280,1865
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4.3.1.3. Synteza 4-[(t-butoksykarbonylo)amino]benzoesanu metylu

TEA wkroplono (0,6 ml, 1,1 ekw.) do roztworu 4-aminobenzoesanu metylu (2,76 g, 18,26 mmol)
w bezwodnym CH,Cl; (25 ml), nastepnie dodano 2M roztwdr (Boc),O w THF (4,58 ml, 2,2 ekw.,
40,17 mmol) i mieszano roztwor przez 12 godziny w temperaturze wrzenia rozpuszczalnika. Po
zakonczonej reakcji mieszanine zneutralizowano 0,1 M kwasem solnym i ekstrahowano wodg (2 x 15
ml). Warstwe organiczng suszono nad bezwodnym siarczanem magnezu (VI). Po przesaczeniu
i odparowaniu warstwy organicznej, pozostatos¢ oczyszczano za pomocg chromatograficznej na zelu
krzemionkowym, produkt wymywano z kolumny chloroformem. Otrzymano  4-[(t-
butoksykarbonylo)aminolbenzoesan metylu z wydajnoscig 60%. Tt 160-161°C (Lit: 166-168°C [159]).
HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C13H17NO4 [M+H]* : 252,1230; znalezione: 252,1228.

4.3.2. Synteza pochodnych hydrazyny
4.3.2.1. Otrzymywanie N-acylohydrazyn

(przepis ogolny):

o~ _NH,

/g NoH, H,0 HN
_—
R 0 MeOH R [e)

R = etyl, fenyl, 1-naftyl, 4-fluorofenylo, 4-aminofenylo,
4-nitrofenylo, 4-[(t-butoksykarbonylo)aminolfenylo
Do roztworu odpowiedniego estru (20,0 mmoli) w metanolu (30,0 ml) dodano nadmiar 98%

monohydratu hydrazyny (od 3 do 6 ekwiwalentéw) i roztwdr mieszano w temperaturze pokojowe badz
w temperaturze wrzenia do zaniku estru. Po zakoriczonej reakcji wytrgcony osad przesgczono lub jesli
osad nie powstat, odparowywano metanol pod zmniejszonym ci$nieniem. Produkty oczyszczano za
pomocg krystalizacji lub metoda chromatografii kolumnowej. Dane ze stosowanymi warunkami reakcji
oraz wydajnosciami dla syntezy odpowiednich N-acylohydrazyn przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12. Warunki reakcji oraz wydajnosci otrzymywania odpowiednich hydrazydéw.

llosé Czas
dodawanych | Temp. reakc;ji i . Wydajnos¢
hydrazyd v p° ] reakji Metoda oczyszczania yaal
ekw. [°C] [%]
N,Hs-H,0 [godz]
. Chromatografia kolumnowa
propionohydrazyd 4 Twrz 24 (eluent: 3% MeOH/CHCl (v/v) 89
benzohydrazyd 5 RT. (ang. room 48 Krystalizacja (EtOH:H20 1:2 v/v) 77
ydrazy temperature) ¥ 1 S
1-naftohydrazyd 4 RT. 96 Krystalizacja (EtOH:H.0 1:2 v/v) 81
4-(hydrazynokarbonylo)fenylo) 4 Twrz 2 Chromatografia kolumnowa 60
karbaminian tert-butylu (eluent: MeOH/CHsCl (v/v)
4-nitrobenzohydrazyd 3 RT. 4 Krystalizacja (MeOH) 65
4-fluorobenzohydrazyd 4 Twrz 24 Krystalizacja (EtOH:H.0 1:2 v/v) 60
4-aminobenzohydrazyd 6 RT. 144 Krystalizacja (EtOH:H.0 1:2 v/v) 60
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Propionohydrazyd: Tt 36-38°C (lit. Tt 38-40°C [160]). *H NMR (600 MHz, DMSO): § 0,99 (q, J=7,62, 2H),
2,01 (t, J=7,61, 3H), 4,13 (s, 2H), 8,90 (s, 1H), 3C NMR (600 MHz, DMSO): & 10,37, 27,07, 172,86, HRMS
(ESI-TOF): m/z obliczone dla C3HsN,O [M+H]* 89,0709; znalezione: 89,0736.

Benzohydrazyd: Tt 114-115°C. (lit. Tt 116-118°C [161]). *H NMR (600 MHz, DMSO): & 4,48 (s, 2H) 7,53-
7,46 (m, 2H), 7.49-7.51 (m, 1H), 7.81-7.83 (m, 2H), 9.76 (s, 1H). 3C NMR (600 MHz, DMSO): § 132.08,
133.44, 136.18, 138.46, 171.02. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C;HsN,O [M+H]*: 137,0709;
znalezione: 137,0724.

4-(Hydrazynokarbonylo)fenylo)karbaminian tert-butylu: Tt 187-188°C. 'H NMR (600 MHz, DMSO): &
1.48 (s, 9H), 4.40 (s, 2H), 7.50 (d, J=8.59, 2H), 7.73 (d, J=8.69, 2H), 9.58 (s, 2H). 3C NMR (600 MHz,
DMSO): 6 28.51,79.89, 117.60, 127.06, 128.15, 142.56, 153.03, 166.03. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone
dla C12H17N303 [M+H]*: 252,1342; znalezione: 252,1357.

4-Nitrobenzohydrazyd: Tt 210°C. (lit. Tt 212-214°C[162] ) *H NMR (600 MHz, DMSO): & 4.64 (s, 2H),
8.06 (d, J=9.01, 2H), 8.30 (d, J=9.01 Hz, 2H), 10.13 (s, 1H). *3C NMR (600 MHz, DMSO): § 123.45, 128.35,
138.93, 148.82, 163.81. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C;HsOsN3 [M+H]*:182,0566; znalezione:
182,0073.

4-Fluorobenzohydrazyd: Tt 164-165°C. (lit. Tt 162—164°C [161]) *H NMR (600 MHz, DMSO): § 4.48 (s,
2H), 7.24-7.27 (m, 2H), 7.86-7.88 (m, 2H), 9.76 (s, 1H). *C NMR (600 MHz, DMSO): & 115.66 (d,
J=21.75), 129.96 (d, J=8.98), 163.36, 165.01, 165.31. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C;H;FN,O
[M+H]*: 155,0615. znalezione: 155,0623.

4-Aminobenzohydrazyd: Tt 224-226°C (lit. Tt 225-227°C [161]). *H NMR (600 MHz, DMSO): & 4.59 (d,
J=3.53 Hz, 2H), 7.51-7.58 (m, 4H), 7.96-7.98 (m, 1H), 8.00-8.01 (m, 1H), 8.20-8.22 (m, 1H), 9.68 (s, 2H)
13C NMR 600 MHz, DMSO): & 130.16, 130.51, 130.60, 131.40, 131.80, 133.35, 135.02, 135.18,
135.138.30, 138.55, 173.14. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla CiiHioN,O [M+H]* 187,0866;
znalezione: 187,0610.

1-Naftohydrazyd: Tt 156-157°C (lit. Tt 160-163°C [163]). *H NMR (600 MHz, DMSO): 6 4.59 (d, J = 3.53
Hz, 2H), 7.51-7.58 (m, 4H), 7.96-7.98 (m, 1H), 8.00-8.01 (m, 1H), 8.20-8.22 (m, 1H), 9.68 (s, 2H) 3C NMR
150 MHz, DMS0): 130.16, 130.51, 130.60, 131.40, 131.80, 133.35, 135.02, 135.18, 135.138.30, 138.55,
173.14. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C11H10N20 [M+H]*: 187,0866; znalezione: 187,0610.

Dla otrzymania 4-merkaptobenzohydrazydu oraz antraceno-9-karbohydrazydu zastosowano
odmienne procedury syntezy.

Synteza 4-merkaptobenzohydrazydu:

O/ NH,

HN
N,H4H,O
1-butanol
HS HS

4-Merkaptobenzoesan metylu (0,300 g, 1,78 mmola) rozpuszczano w 10 ml 1-butanolu, dodano
nadmiar 98% monohydratu hydrazyny (10 ml, 201,64 mmol) i ogrzewano w 115°C przez 48 godzin. Po
tym czasie roztwoér ochtodzono, dodano 10 ml wody, zakwaszono 1M HCl do uzyskania pH okoto 6.
Wytrgcony osad przesgczono i oczyszczano za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu
krzemionkowym z uzyciem mieszaniny rozpuszczalnikbw 5% MeOH/CHCls (v/v) jako eluentu.
Otrzymano 4-merkaptobenzohydrazyd z wydajnoscig 64%. Tt 151-152°C (lit Tt 152-153°C [164]).
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'H NMR (600 MHz, DMSO): 6 4.46 (s, 2H), 7.57 (d, J=8.45, 2H), 7.78 (d, J=8.49, 2H), 9.77 (s, 1H). 3C
NMR 600 MHz, DMSO): & 165.54, 139.18, 132.72, 128.47, 126.75. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla
C;7HgN,0S [M+H]*: 169,0430; znalezione: 169,0428.

Synteza Antraceno-9-karbohydrazydu:

NH,

-

Os O O~_ _NH
N,H, H,0
—_—

Do 10 ml 98% monohydratu hydrazyny (199,76 mmol) dodano antraceno-9-karboksylan etylu
(0,400 g, 1,60 mmola). Mieszanine reakcyjng ogrzewano pod chtodnicg zwrotng przez 72 godziny.
Roztwdr zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem, a wytracony osad przesgczono. Otrzymane ciato state
oczyszczono metodg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym, stosujgc poczgtkowo 100%
CHCIs, a nastepnie 20% MeOH/CHCI3 (v/v) jako eluenty. Dodatkowe oczyszczanie wykonano metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC), stosujgc kolumne ODS z metanolem jako eluentem
(6 ml/min). Produkt uzyskano z wydajnosci 60%. Temp. rozktadu 242°C.

'H NMR (600 MHz, DMSO): & 4.81 (d, J = 3.10 Hz, 2H), 7.52-7.57 (m, 4H), 7.98-8.00 (m, 2H), 8.10-8.12
(m, 2H), 8.65 (s, 1H), 9.83 (s, 1H). 3C NMR 600 MHz, DMSO): § 125.92, 126.02, 126.76, 127.83, 128.33,
128.77, 131.10, 132.51, 167.96. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla CisH12N,O [M+H]* 237,1028;
znalezione: 237,1031.

4.3.2.2. Synteza (E)-4-(hydrazonometylo)benzeno-2,3,4-triolu

OH
OH OH

o~ N,H4 H,0 HZN\NA@(DH
OH MeOH

OH
2,3,4-Trihydroksybenzaldehyd (1,0 g, 3,73 mmola) rozpuszczono w 20 ml metanolu, a nastepnie
dodano 3 ekwiwalenty 98% monohydratu hydrazyny (0,56 ml, 11.19 mmol) i mieszano w temperaturze
pokojowej przez 72 godziny. Osad, ktéry wypadt w trakcie reakcji przesgczono i krystalizowano
z mieszaniny EtOH:H,O w stosunku objetosciowym 1:9. Otrzymano produkt z wydajnoscig 67% jako
76tte ciato state. Tt >250°C. *H NMR (600 MHz, DMSO): 6 6.45 (d, J=8.46, 1H), 6.94 (d, J=8.59, 1H), 8.76
(s, 1H), 8.53 (s, 1H), 9.76(s, 1H), 11.28 (s, 1H). *C NMR 600 MHz, DMSO): § 108.55, 111.16, 123.39,

133.01, 149.05, 150.60, 163.26. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C;HsN,O3 [M+H]*: 237,1028;
znalezione: 237,1031.

4.3.2.3. Otrzymywanie hydrazydéw N-Cbz-aminokwaséw

(Przepis ogodiny):

R o R
NH o NeHaH0 )J\ N_
“weon ~ oy NH,
o~< e H
O °

R - tancuch boczny aminokwasoéw

109



Hydrazydy N-Cbz-aminokwasdéw otrzymano traktujgc roztwory estrow metylowych N-Cbz-
aminokwasow (16,5 mmola) w 30 ml bezwodnego metanolu 98% monohydratem hydrazyny (4 ekw.,
66 mmoli). Mieszanine reakcyjng mieszano przez 24 godziny w temperaturze pokojowe]. Hydrazydy N-
zabezpieczonych aminokwaséw takich jak: seryna, tyrozyna, treonina, cysteina, glicyna podczas reakcji
wytracaty sie z roztworéw w postaci biatawych osaddéw, ktére po zakonczonej reakcji przesgczono.
Roztwory hydrazyddw N-Cbz-L-aminokwaséw: proliny, histydyny, alaniny oraz izoleucyny odparowano
pod zmniejszonym cisnieniem. Metody oczyszczania poszczegélnych hydrazydéw przedstawiono
w tabeli 13.

Tabela 13. Sposoby oczyszczania otrzymanych hydrazydéw N-zabezpieczonych aminokwasow.

. Wydajnos¢
Hydrazyd Metoda oczyszczania v [‘yj]
0
Hydrazyd N-ber}zyloksykarbonylo- Przemycie osadu ochtodzonym metanolem 97
glicyny
Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L- Rekrystalizacja z etanolu 38
seryny
Hydrazyd N-benzyl?ksykarbonylo-L- Rekrystalizacja z etanolu 60
cysteiny
Hydrazyd N-benzyl<?ksykarbonylo-L- Rekrystalizacja z etanolu 45
treoniny
Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L- Krystalizacja z wody 36
tyrozyny
Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L- Krystalizacji z MeOH:CHCls 1:9 v/v 50
histydyny
Hydrazyd N-be:rz;lII;l;sykarbonylo-L- Chromatografia kolumnowa (eluent: 3% MeOH/CHCls v/v) 67
Hydrazyd N-be;:\r/‘lic:;sykarbonylo-b Chromatografia kolumnowa (eluent: 3% MeOH/CHCls v/v) 51
Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L- HPLC z ODS (eluent: 70% MeOH/Hz0 v/v, przeptyw: 14
izoleucyny 6ml/min)

Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-glicyny: Tt 114-115°C (lit. Tt 112-114°C [165]). *H NMR (600 MHz,
DMSO): 6 3.55 (d, J=6.16, 2H), 4.17(s,2H), 5.00 (s, 2H), 7.28-7.39 (m, 5H), 9.02 (s, 1H), *C NMR (600
MHz, DMSO): 6 42.65, 65.91, 128.13, 128.23, 128.77, 137.44, 156.86, 168.93. HRMS (ESI-TOF): m/z
obliczone dla C10H1303N3 [M+H]*: 224,1030; znalezione: 224,1046.

Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L-tyrozyny: Tt 218—219°C (lit. Tt 219-221°C[166]). *H NMR (600 MHz,
DMSO-): 6 2.62-2.66 (m,1H), 2.77-2.81 (m, 1H), 4.08-4.12 (m, 1H), 4.21 (s, 2H) 4.91-4.96 (m, 2H), 5.04
(s, 1H), 6.65 (d, J=8.36, 2H), 7.04 (d, J=8.30, 2H), 7.24-7.35 (m, 3H), 7.44 (d, J=8.71, 2H), 8.94 (s, 1H),
9.02 (s, 1H). 3C NMR (600 MHz, DMSO): 6 37.48, 55.72, 65.57, 115.30, 127.86, 128.07, 128.49, 128.70,
128,76, 130.52, 137.52, 156.24, 169.60. (ESI-TOF): m/z obliczone dla C11H1sN303S [M+H]*: 330,1454;
znalezione: 330,1417.

Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L-cysteiny: Tt 138—139°C (lit. Tt 141-143°C [167]). *H NMR (600 MHz,
DMSO0): 6 1.23 (s, SH), 2.84-2.88 (m, 1H), 3.03-3.06 (m, 1H), 4.26 (s, 2H), 5.00-5.04 (m, 2H), 7.31-7.36
(m, 4H), 7.56 (d, J=8.53, 1H) 9.30 (s, 2H) *C NMR (600 MHz, DMSO): 6 53.00, 56.47, 66.00, 128.16,
128.23, 128.75, 137.33, 156.24, 169.60. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla Ci1H1sN303S [M-H]™:
268,0761; znalezione: 268,0763.
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Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L-proliny: Tt 178-180°C. *H NMR (600 MHz, DMSO): 6 1.74-1.85 (m,
6H), 2.02-2.10 (m, 2 H), 3.34-3.37 (m, 2H), 3.41-3.47 (m, 2H), 4.08-4.17 (m, 4H), 5.00-5.04 (m, 4H), 7.26-
7.35 (m, 10 H), 9.12 (d, J=14.81, 2H) *C NMR (600 MHz, DMSO): & 27.72, 28.01, 28.93, 32.18, 34.78,
35.85, 49.35, 51.81, 61.97, 70.63, 132.13, 132.55, 132.58, 132.87, 133.42, 133.55, 142.35, 159.11,
159.93, 169.78, 172.36. HRMS (ESI-TOF): 178-180 m/z obliczona dla dla Ci3H17N303 m/z [M+H]*:
264,1342; znalezione: 264,1336. Na widmach widoczne sg obecnosci sygnatéw pochodzacych od
rotamerdéw hydrazyddw, co jest zgodne z danymi zawartymi w literaturze [168].

Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L-histydyny: Tt 173°C (lit: 172-173°C [169]). 'H NMR (600 MHz,
DMSO): 6 2.72-2.76 (m, 1H), 2.82-2.85 (m, 1H) 4.17-4.19 (m, 3H), 4.96 (s, 2H), 6.75 (s, 1H) 7.28-7.47
(m, 5H), 7.67 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 9.12 (s, 1H) 3C NMR (600 MHz, DMSO): & 30.28, 62.31, 68.32,119.22,
127.30, 127.52, 128.31, 132.52, 136.23, 136.94, 157.21, 169.41. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla
C14H17NsO3 m/z [M+H]*: 264,13336; znalezione: 264,1346.

Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L-alaniny: Tt 137°C (lit. Tt 138.5°C [170]). *H NMR (600 MHz, CDsOD):
5 1.31(d, J=7.16, 3H), 4.12(q, J=4.12, 1H), 5.07 (q, J=12.44, 2H), 7.28-7.35 (m, 5H). *C NMR (600 MHz,
DMSO): 6 16.99, 49.34, 66.24, 127.45, 127.59, 128.03, 136.71, 156.71, 173.29. HRMS (ESI-TOF): m/z
obliczone C11H15N303 dla [M+H]*: 238,1186; znalezione: 238,1172.

Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L-seryny: Tt 181-182°C (lit. Tt 181°C [171]). *H NMR (600 MHz,
DMSO): & 3.56-3.47 (m, 2H), 4.01-3.98 (m, 1H), 4.19 (d, J= 3.02, 2H), 4.82 (t, J=5.73, 1H), 5.02 (s, 2H),
7.13 (d, J=8.41, 1H), 7.35-7.29 (m, 5H), 9.08 (s, 1H).:*CNMR (600 MHz, DMSO): 6 56.46, 62.19, 65.91,
128.15, 128.76, 137.43, 156.21, 169.79. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla CiiHisN3O4 [M+H]*:
254,1135 znalezione: 254,1123.

Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L-izoleucyny: Tt 159-161°C (lit. Tt 156-158°C [172]). *H NMR (600
MHz, DMSO): 6 0.87 (t, J=6.56, 3H), 1.09 (t, J=6.21, 3H), 1.52-1.57 (m, 2H), 2.09 (s, J=6.64, 1H), 3.95-
3.98 (m, 1H), 4,19 (s, 2H) 5.06 (s, 1H), 7.24-7.39 (m, 5H), 9.07 (s, 1H). ¥ CNMR (600 MHz, DMSO): &
11.63, 16.77, 22.98, 32.51, 60.11, 66.41, 128.14, 128.43, 128.98, 136.15, 156.13, 170.43. HRMS (ESI-
TOF): m/z obliczona dla C14H,1N303 [M+H]*: 280,1655 Znalezione: 280,1554

Hydrazyd N-benzyloksykarbonylo-L-treoniny: Tt 188-189°C (lit. Tt 190-191.5°C [173]). H NMR (600
MHz, CD;0D): & 1.00 (d, J=6.07, 3H), 3.83-3.86 (m, 1H), 4.19 (d, J=3.67, 1H) 4.77 (d, J=5.47, 1H), 4.98-
5.03 (m, 1H), 6.86 (d, J=6.86, 1H), 7.29-7.34 (m, 4H), 9.05 (s, 1H) 3 CNMR (600 MHz, CDsOD): § 20.48,
60.14, 65.97, 67.01, 128.07, 128.23, 128.78, 137.39, 156.45, 170.10. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone
dla C1oH17N304 268,1291, znalezione:268,1039.

4.3.3. Synteza hydrazonow
4.3.3.1. Synteza N-acylowych pochodnych hydrazonow 2,3,4-
trihydroksybenzaldehydu

Generalna metoda otrzymywania hydrazonéw:

OH
NH,

HN” o HO OH
/g (HO);ArCHO )L y
- = NN
R0 T heon R™ N

2a: R = etyl, 3a: R =etyl,
2b: R = fenyl, 3b: R = fenyl,
2¢: R = 4-fluorofenyl, 3c: R = 4-fluorofenyl,
2d: R = 4-nitrofenyl, 3d: R = 4-nitrofenyl,
2e: R = 4-aminofenyl, 3e: R = 4-aminofenyl,
2f: R = 1-naftyl, 3f: R = 1-naftyl,
2g: R = 9-antracenyl, 3g: R = 9-antracenyl,
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Do roztworow odpowiednich hydrazyddéw (3,50 mmola) w metanolu (20 ml) dodano ustalong ilos¢
2,3,4-trihydroksybenzaldehydu (ilo$¢ ekwiwalentow aldehydu zalezna od zastosowanych hydrazonéw)
i mieszano w temperaturze pokojowej badz podwyzszonej w réznym czasie (Tabela 14). Po zakoriczonej
reakcji w wiekszosci przypadkdéw syntez hydrazondw wytracit sie osad, ktory przesaczono, a nastepnie
oczyszczano. Podczas otrzymywania (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)antraceno-9-karbohydrazydu
oraz (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propionohydrazydu osad nie powstaje. Roztwér reakcyjny
odparowywano a nastepnie pozostatos¢ poddawano procesowi oczyszczania. W trakcie syntezy (E)-N'-
(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-4-fluorobenzenohydrazydu reakcje prowadzono w atmosferze argonu.

Tabela 14. Warunki reakcji oraz wydajnosci otrzymywanych hydrazonéw.

y Temp. Czas L.
llos¢é ekw. . kcii . Wydajnos¢
Hydrazon reakcji reakeji Metoda oczyszczania
v (Ho)sArcHO | c]‘ ¥ [%]
[godz]
Rozpuszczenie hydrazonu
-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)- w EtOH:H20 2:1 (v/v),
(E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno) 15 50 5 EtOH:H20 2:1 (v/v) 89
propionohydrazyd ! nastepnie wytracenie
osadu za pomocg CHCls
(E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)- Krystalizacja (EtOH:H0,
benzohydrazyd 10 RT 48 1:1v/v) 85
-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-1- sad przemyto
(E)-N’~(2,3,4-trihydroksyb lideno)-1 10 RT 24 Osad 69
naftohydrazyd ! v metanolem
(E)N-(2,3,4- Krystalizacja (EtOH:H-0,
trihydroksybenzylideno)antraceno-9- 1,2 Twrz 24 1:2v/v), naste?nle HPLC 2 50
karbohydrazyd ODS (eluent: MeOH,
przeptyw 14 mL/min)
(E)-4-nitro-N'-(2,3,4- 12 50 24 Dwukrotna rekrystalizacja 53
trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd ! (EtOH)
(E)-4-fluoro-N'-(2,3,4- 12 RT 2 Krystalizacja (EtOH:H20, 85
trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd ! o 1:1v/v)
(E)-4-amino-N'-(2,3,4- 09 RT 24 Rekrystalizacja (EtOH:H0, 72
trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd ! o 2:1v/v)

(E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propionohydrazyd: Temp. rozktadu: 184°C. *H NMR (600 MHz,
DMSO0): 6 1.08 (t,J =7.57,3H), 2.21 (q, ) =7.55, 2H) 6.37 (d, J=8.41), 6.73 (d, J=8.46), 8.17 (s, 1H), 8.44
(s, 1H), 9.40 (s, 1H), 11.07 (s, 1H), 11.39 (s, 1H). *C NMR (150 MHz, DMSO): & 9.41, 26.97, 107.40,
110.66, 120.86, 132.54, 147.20, 148.14, 148.38, 168.70 ( HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C1gH12N204
[M+H]*: 225,0869; znalezione: 225,0874.

(E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd: Temp. rozktadu: 187-189°C. *H NMR (600 MHz,
DMSO): 6 6.41 (d, J=8.39 Hz, 1H), 6.80 (d, J=8.48 Hz, 1H), 7.53-7.56 (m, 2H), 7.59-7.62 (m, 1H) 7.93-
7.94 (m, 2H)), 8.48 (s, 1H) 8.54 (s, 1H), 9.46 (s, 1H), 11.56 (s, 1H), 11.97 (s, 1H). 3C NMR (600 MHz,
DMSO): 6 108.10, 111.28, 121.63, 127.98, 128.96, 132.27, 133.16, 133.38, 147.97, 149.21, 150.63,
162.94. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C14H12N>04 [M+H]*: 273,0870; znalezione: 273,0882.

(E)-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)-1-naftohydrazyd: Temp. rozktadu: 109-110°C. *H NMR (600 MHz,
DMSO): & 6.38 (d, J=8.42), 6.77 (d, J=8.50), 7.58-7.61 (m, 3H), 7.76 (dd, J=1.12, J=7.03 1H), 8.00-8.02
(m, 1H), 8.09 (d, J=8.27, 1H), 8.23 (dd, J= 1.51, 8.15 1H), 8.35 (s, 1H), 8.49 (s, 1H), 9.48 (s, 1H), 11.47 (s,
1H), 12.07 (s, 1H) 3C NMR (600 MHz, DMSO0): 6 108.14, 111.23, 121.60, 125.42, 125.59, 126.44, 126.90,
127.56, 128.81, 130.41, 131.08, 132.77, 133.16, 133.62, 147.99,149.26, 150.51, 164.49. HRMS (ESI-
TOF): m/z obliczone dla Ci1sH14N2O4 [M+H]*: 323,1026; znalezione: 323,1033.
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(E)-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)antraceno-9-karbohydrazyd: Temp. rozktadu: 167-169°C. *H NMR
(600 MHz, DMSO): & 6.43 (d, J=8.37, 1H), 6.82 (d, J=8.48, 1H) 7.54-7.62 (m, 4H), 8.01-8.02 (m, 2H),
8.16-8.19 (m, 2H), 8.33 (s, 1H), 8.57 (s, 1H), 8.76 (s, 1H), 9.57 (s, 1H), 11.43 (s, 1H), 12.33 (s, 1H).
13C NMR 600 MHz, DMSO): & 108.25, 111.20, 121.66, 125.31, 126.22, 127.16, 127.51, 128.19,128.35,
128.65,128.99,129.11, 130.74,130.99, 131.07, 132.63, 133.20, 148.01, 149.40, 150.70, 164.38, 170.12.
HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C2H16N,04 [M+H]*: 373,1188; znalezione: 373,1185.

(E)-4-Fluoro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd: Temp. rozktadu: 217°C. *H NMR (600
MHz, DMSO): 6 6.41(d, J=8.42, 1H), 6.80 (d, J=8.49, 1H) 7.38 (t, J= 8.84 2H), 7.99-8.03 (m, 2H), 8.47 (s,
1H) 11.98 (s, 1H) **C NMR (600 MHz, DMSO): § 108.09, 111.24, 115.95 (d, J=21.87), 121.59, 130.70 (d,
J=9.12), 133.13, 147.94, 149.22, 150.66, 161.88, 163.37, 165.85. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla
C14H11FN,04 [M+H]* : 291.0781; znalezione: 291,0875.

(E)-4-Nitro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd: Temp. rozktadu: 248°C. *H NMR (600
MHz, DMSO): 6 6.42 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 6.85 (d, / = 8.4 Hz, 1H), 8.18 (d, / = 8.4 Hz, 2H), 8.39 (d, ] = 8.4
Hz, 2H), 8.51 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 9.55 (s, 1H), 11.43 (br. s, 1H), 12.24 (s, 1H). 3C NMR (150 MHz, DMSO):
6 107.68, 110.67, 121.13, 123.67, 129.01, 132.64, 138.53, 147.53, 148.52, 149.20, 150.92, 160.72.
HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C14H10N30¢ [M-H]: 316,0575; znalezione: 316,1483.

(E)-4-Amino-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd: Tt >250°C. *H NMR (600 MHz, DMSO): §
5.79 (s, 2H) 6.38 (d, J = 8.39 Hz, 1H), 6.60 (d, J = 8,63, 2H) 6.72 (d, ) = 8.48 Hz, 1H), 7.66 (d, J = 8.41 Hz,
2H), 8.39 (s, 1H), 8.44 (s, 1H), 9.36 (s,1H), 11.55 (s, 1H). 11.78 (s, 1H) 3C NMR (600 MHz, DMSO): &
107.93,111.47,113.11,119.41, 121.41, 129.68, 133.13, 147.79, 148.79, 149.01, 152.81, 162.85. HRMS
(ESI-TOF): m/z obliczone dla C14H13N304 [M+H]*: 288,0979; znalezione: 288,0990.

4.3.3.2. Synteza hydrazonéw N-benzyloksykarbonylo-aminokwaséw

o R OH
)J\ (HO)ArCHO O)kN)\[(N\N/ OH
H
" Nk, MeOHITHF o)
OH
R=H, CH,SH, CH,PhOH, CH; CH,OH

2,3,4-trihydroksybenzaldehyd (1,2 ekw. 2,61 g, 16,92 mmola) dodano do zawiesiny hydrazydu N-Cbz-
aminokwasu (14,10 mmola) w metanolu (30 ml) i mieszano w temperaturze pokojowej lub
w podwyzszonej, w réznym czasie (Tabela 15). Po zakonczonej reakcji w wiekszosci przypadkow syntez
hydrazonéw odparowano rozpuszczalnik z mieszaniny, a pozostato$¢ oczyszczano, uzyskujgc czyste
produkty jako ciata state z wydajnoscia 49-85%. Podczas otrzymywania hydrazonu pochodnej glicyny
wytraca sie osad pochodzacy od produktu, ktéry po zakoriczonej reakcji przesgczono. W trakcie syntezy
hydrazonu pochodnej tyrozyny reakcje prowadzono w atmosferze argonu bez dostepu Swiatta, stosujac
jako rozpuszczalnik THF zamiast MeOH.
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Tabela 15. Warunki reakcji oraz wydajnosci otrzymywania hydrazonéw N-(N-
benzyloksykarbonyloaminokwaséw)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydu.

Temp. Czas i .,
" ii . Postaé Wydajnos¢
Hydrazon reakgji reakji Metoda oczyszczania yeal
o produktu [%]
[°cl [godz]
Przesaczenie osadu
" wytworzonego podczas .
hydrazon N-benzyloksykarbonylo-glicyny RT 48 reakeji i przemycie go Biaty osad 85
ochtodzonym etanolem.
Rozpuszczenie hydrazonu w
20 ml EtOH, nastepnie Bladosdit
hydrazon N-benzyloksykarbonylo-L-cysteiny RT. 48 wytracenie osadu za ¥ 49
osad
pomocg 20 ml H20. Proces
powtdrzono kolejny raz,
Krystalizacja (MeOH:H.0
1:1 v/v). nastepnie HPLC z Biataw
hydrazon N-benzyloksykarbonylo-L-tyrozyny 66 72 ODS (eluent: 70% osad ¥ 55
MeOH/H:0 v/v, przeptyw:
6ml/min)
hydrazon N-benzyloksykarbonylo-L-alaniny 50->RT 5->12 Krystalizacja (EtOH:H0, 1:1 Biatawy 80
v/v) osad
hydrazon N-benzyloksykarbonylo-L-seryny 50 24 Krystallzaqav(/lflt)OH:HzO, 11 Bezowy osad 67

(E)-Benzylo(2-okso-2-(2-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)hydrazynylo)etylo)karbaminian: Tt 215°C (lit. Tt
211-212°C [109]). *H NMR (600 MHz, DMSO): 6 3.75 (d, J = 4.41, 2H), 5.06 (s, 2H), 6.38 (d, J = 7.92, 1H)
6.77 (d, J=7.87, 1H), 7.32-7.37 (m, 4H), 7.60 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.47 (s, 1H) 9.45, (s, 1H), 9.52 (d,
J=15.50, 1H) (m, 1H), 11.32 (s, 1H), 11.54 (s, 1H) **C NMR (600 MHz, DMSO): 6 43.09 66.03, 108.04,
111.16, 121.48, 128.11, 128.19, 128.26, 128.79, 133.11, 137.41, 147.80, 149.12, 149.62, 157.00,
165.65. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C17H17N30¢ [M+H]*: 360,1190; znalezione: 360,1197.

(E)-Benzylo(3-merkapto-1-okso-1-(2-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)hydrazynylo)propan-2-ylo)-
karbaminian: Tt 134-135°C. *H NMR (600 MHz, DMSO): & 1.24 (s, 1H), 2.96-2.99 (m,1H), 3.18-3.21 (m,
1H), 4.39 (dd, J=8.54, 14.07 1H), 5.05 (s, 2H), 6.37 (d, J=8.41, 1H), 6.75 (d, J=8.41, 1H, 7.30-7.37 (m, 4H),
7.84 (d, J=8.21, 1H), 8.31 (s, 1H), 8.48 (s, 1H), 9.14 (s, 1H), 9.48 (s, 1H), 11.25 (s, 1H), 11.78 (s, 1H). 3C
NMR (600 MHz, DMSO): 6 53.50, 65.97, 66.18,108.10,111.13,121.56, 128.21, 128.29, 128.78, 133.10,
137.21, 147.88, 149.26, 150.40, 156.40, 166.49. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C1gH1sN306S [M-H]
: 404,0921; znalezione: 404,0916.

(E)-Benzylo(3-(4-hydroksyfenylo)-1-okso-1-(2-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)hydrazynylo)-propan-2-
ylo)karbaminian: Tt 106-108°C. *H NMR (600 MHz, DMSO): 6 2.72-2.746 (m,1H), 2.88-2.91 (m, 1H),
4.20-4.21 (m, 1H), 4.94-5.00 (m, 2H), 6.66 (d, J=8.16, 2H), 6.38 (d, J=8.40, 1H), 6.77 (d, J=8.47, 1H), 7.08
(d, 1=8.00, 2H), 8.24 (s, 1H) 8.46 (s, 1H), 9.21 (s, 1H) 9.46 (s, 1H), 11.27 (s, 1H). *C NMR (600 MHz,
DMSO0): & 36.96, 56.11, 65.76, 108.05, 111.18, 115.37, 121.45, 127.87, 127.94, 128.15, 128.70 128.73,
130.56, 133.10, 137.40, 147.81, 149.14, 149.86, 156.29, 168.02. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla
C24H23N307 [M+H]*: 466,1609 ; znalezione: 466,1610.

(E)-Benzylo(1-okso-1-(2-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)hydrazynylo)propan-2-ylo)karbaminian: Tt 120-
121°C. *H NMR (600 MHz, CDs0D): § 1.40 (d, J=7.00, 3H), 4.22 (q, J=7.04, 1H), 5.08 (q, J=7.04, 2H), 6.41
(d, )=8.68, 1H), 6.69 (d, J=8.47, 1H), 7.31-7.34 (m, 5H), 8.16 (s, 1H) 3C NMR (600 MHz, CDs0D): § 16.88,
49.68, 66.35, 107.26, 110,70, 121,97, 127.47, 127.61, 128.04, 132.50, 136.66, 147.13, 148.72, 151.53,
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156.86, 169.89. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla CisH1sN3Os [M+H]*: 374,1346; znalezione:
374,1359.

(E)-Benzylo(3-hydroksy-1-okso-1-(2-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)hydrazynylo)propan-2-
ylo)karbaminian: Tt 198-199°C."H NMR (600 MHz, CDs0D): & 3.83 (d, J=5.49, 2H), 4.31 (t, J=5.42, 1H),
5.11 (g, J=12.56, 2H), 6.41 (m, 1H), 6.70 (d, J=8.47, 1H), 7.28-7.37 (m, 5H), 8.19 (s, 1H) 3C NMR (600
MHz, CDs0D): 6 54.22, 61.71, 66.53, 107.26,110.68, 122.03, 127.54, 127.65, 128.06, 132.50, 136.58,
147.16, 148.73, 151.71, 157.02, 167.36. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla CisH1sN3O; [M+H]*:
390,1295; znalezione: 390,1356.

4.3.3.3. Synteza (E)-2-amino-3-(4-hydroksyfenylo)-N'-(2,3,4-trihydroksy-
benzylideno)propanohydrazydu

OH OH

0 OH Hy kat. OH

H —> H
L N = OH  MeOH N = OH
o7 N N HoN N
0 o)
OH OH

(E)-Benzylo(3-(4-hydroksyfenylo)-1-okso-1-(2-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)hydrazynylo)-propan-2-
ylo)karbaminian (0,140 g, 0,3 mmola) rozpuszczono w bezwodnym metanolu (20 ml), nastepnie
dodano 20% masowych wzgledem substratu, mieszanki katalizatoréw palladowych Pd/C oraz
Pd(OH),/C w stosunku 1:1. Naczynie reakcyjne umieszczono w reaktorze firmy Parr i kolejno wytrzgsano
6,5 godziny, w obecnosci wodoru pod cisnieniem 2,5 bara, w temperaturze pokojowej. Po zakoriczonej
reakcji staty katalizator przesgczono, a rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem.
Produkt oczyszczono metodg preparatywnej HPLC z odwrdconymi fazami na kolumnie ODS, stosujgc
70% MeOH:H0 (v/v) z natezeniem przeptywu eluenta 7 ml/min.

(E)-2-Amino-3-(4-hydroksyfenylo)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propanohydrazyd: Wydajnosc:
20%. Temp. rozktadu 176-178°C. *H NMR (600 MHz, DMSO): § 2.58-2.61 (m, 1H), 2.76-2.79 (m, 1H),
3.65-3.69 (m, 1H), 4.41(d,)=7.43, 1H) 4.51 (d, J=7.37, 1H), 6.18-6.21 (m, 1H), 6.36-6.40 (m, 1H), 6.62-
6.68 (m, 2H), 6.91-7.07 (m, 2H), 8.04 (s, 1H), 8.31 (s, 1H). 3C NMR (600 MHz, DMSO): 6 29.44, 55.19,
106.65, 115.40, 119.68, 128.19, 128.39, 130.57, 130.65, 133.47, 145.62, 146.02, 156.26, 171.12 HRMS
(ESI-TOF): m/z znalezione dla C16H17N30s [M+H]*: 332,1241; obliczone: 332,1256.

4.3.4. Synteza N-Acylohydrazonéw dihydroksy- i monohydroksybenzaldehydu
4.3.4.1. Synteza 4-nitrobenzoilo hydrazonéw pochodnych dihydroksybenzaldehydéw

RZ

1 3
2 0 R R

(OH),ArCHO N/N ~
© MeOH H
O,N O;N

R1=H; Ry; R3= OH;
R{;R3=0H; R, =H
Ry; R, =OH; Rz =H

Do roztworu 4-nitrobenzohydrazydu (0,500 g, 2,80 mmola,) w MeOH (20 ml), dodano 1,2
ekwiwalenta odpowiedniego dihydroksybenzaldehydu (3,36 mmola, 0,464 g). Roztwdr mieszano
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w temperaturze pokojowej przez 24 godziny w przypadku pochodnych 2,3-dihydroksybenzaldehydu i
2,4-dihydroksybenzaldehydu, natomiast dla pochodnej 3,4-dihydroksybenzaldehydu zastosowano
dtuzszy czas reakcji wynoszacy 48 godzin. Z mieszaniny reakcyjnej wypada osad, ktéry po zakoriczonej
reakcji przesgczono i rekrystalizowano dwukrotnie z etanolu (15 ml). Uzyskane osady o barwie
intensywnie pomaranczowej suszono w 60°C przez 6 godzin.

(E)-4-Nitro-N'-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazyd: Wydajno$¢ 42%. Tt >250°C. *H NMR (600
MHz, DMSO): § 6.34 (d, J=2.42, 1H), 6.38 (dd, J=8.42, 2.42, 1H), 7.35 (d, J=8.44 , 1H), 8.17 (d, J=8.41,
2H), 8.38 (d, J=8.42, 2H), 8.55 (s, 1H), 10.01 (s, 1H), 11.30 (s, 1H), 12.18 (s, 1H). 3C NMR (600 MHz,
DMSO): 6 102.55, 107.75, 110.36, 123.57, 128.98, 131.13, 138.62, 149.17, 149.79, 159.45, 160.70,
160.92. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C14H10N3Os [M-H]: 300,0626; znalezione: 300,1619.

(E)-4-Nitro-N'-(2,3-dihydroksybenzylideno)benzohydrazyd: Wydajnoé¢ 76%. Tt >250°C. *H NMR (600
MHz, DMSO): 6 6.76 (t, J=7.81, 1H), 6.89 (dd, J=8.42, 2.42, 1H), 7.03 (dd, J=8.41, 2.43, 1H), 8.19 (d,
J=8.42, 2H), 8.39 (d, J=8.45, 2H), 8.66 (s, 1H), 9.30 (s, 1H), 10.92 (s, 1H). 12.38 (s, 1H) *C NMR (600
MHz, DMSO): & 117.50, 118.70, 119.13, 119.77, 123.60, 129.10, 138.40, 145.56, 146.10, 149.28,
149.64, 161.06. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C14H10N30s [M-H]: 300,0626; znalezione: 300,1625.

(E)-4-Nitro-N'-(3,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazyd: Wydajno$¢ 50%. Tt >250°C. *H NMR (600
MHz, DMSO): 6 6.81 (d, J=7.82, 1H), 6.97 (dd, J=8.41, 1.82, 1H), 7.28 (d, J = 1.83, 1H), 8.15 (d, J=8.43,
2H), 8.30 (s, 1H), 8.37 (d, J=8.42, 2H), 9.38 (s, 2H), 11.90 (s, 1H). 3C NMR (600 MHz, DMSO): § 112.68,
115.50, 120.81, 123.51, 125.39, 128.97, 139.27, 145.67, 148.19, 149.05, 149.36, 161.02. HRMS (ESI-
TOF): m/z obliczone dla C14H10N30s [M-H]": 300,0626; znalezione: 300,1621.

4.3.4.2. Synteza hydrazonéw N-benzyloksykarbonylo-L-seryny pochodnych di- oraz
monohydroksybenzaldehydu

R4; Ry Rz = OH

o NH R
(OH),ArCHO/ =y 1
)J\ OHArCHO _ HO ‘" _N_ = R, Ry= H; Ry; Ry= OH;
W N Rq; Ry = H; Ry = OH
Weor o Ry;R3=0H; Ry =H
R3

Ry Ry = H; Ry = OH

Do mieszaniny hydrazydu N-benzyloksykarbonylo-L-seryny (1,5 g, 5,92 mmola) w metanolu (25
ml) dodano 1,2 ekwiwalentna odpowiedniego hydroksybenzaldehydu (7,10 mmola) i mieszano
w temperaturze pokojowej przez 24 godziny. Po tym czasie mieszanine reakcyjng odparowano pod
zmniejszonym cisnieniem, a pozostatos¢ krystalizowano z mieszaniny woda:etanol 1:1 (v/v), otrzymujac
odpowiednie hydrazony w formie biatych osaddéw.

2-(2-hydroksybenzylideno)hydrazyd L-seryny: Wydajnos¢ 74%. Tt 162-163°C (lit. Tt 160°C [126]).
'H NMR (600 MHz, DMSO) &: 3.67-3.57 (m, 2H), 4.10-4.14 (m, 1H), 5.01-5.04 (m, 3H), 6.87-6.90
(m, 2H), 7.21-7.36 (m, 6H), 7.41 (d, J=7.80 1H), 7.49 (dd, J=7.81,1.21, 1H), 8.44 (s, 1H), 11.01 (s,
1H), 11.74 (s, 1H) *C NMR (600 MHz, DMSO) &: 55.01, 61.52, 65.94, 116.59, 119.93, 126.72,
128.31, 128.32, 129.82, 131.63, 137.42, 141.2, 156.42, 157.83, 171.62. HRMS (ESI-TOF): m/z
obliczone dla C1gH19N30s [M+H]*: 358,1397; znalezione: 358,1410.

2-(3-Hydroksybenzylideno)hydrazyd L-seryny: Wydajno$é 70%. Tt 184-186°C. *H NMR (600 MHz,
DMSO) &: 3.57-3.67 (m, 2H), 4.09-4.13 (m, 1H), 4.98-5.03 (m, 3H), 6.81-6.89 (m, 1H), 7.36-7.49 (m,
8H), 7.36-7.34 (m, 1H), 8.13 (s, 1H), 9.58 (s, 1H), 11.42 (s, 1H). 13C NMR (600 MHz, DMSO) &: 56.24,
61.74, 66.58, 112.94, 117.16, 117.56, 118.87, 119.36, 127.52, 127.56, 128.02, 128.05, 129.40,
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129.44, 135.15, 135.34, 145.12, 149.19, 157.54. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla CigH19N3Os
[M+H]*: 358,1397; znalezione: 358,1461.

2-(2,4-dihydroksybenzylideno)hydrazyd L-seryny: Wydajno$¢ 63%. Tt 169-170°C (lit. Tt 166°C [126]). *H
NMR (600 MHz, CDs0D) 6: 3.81 (d, J=5.57, 2H), 4.29 (t, J=5.48, 1H), 5.08 (s, 1H), 5.11 (q, J=5.48,
2H), 6.31-6.32 (m, 1H), 6.35-6.37 (m, 1H), 7.16 (d, J=8.45, 1H), 7.15-7.38 (m, 5H), 8.23 (s, 1H). 13C
NMR (600 MHz, CDs0OD) 6: 56.20, 61.72, 66.53, 102.45, 107.47, 110.23, 127.53, 127.65, 128.06,
132.07, 136.61, 151.14, 157.01, 160.02, 161.25, 167.35. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla
Ci1sH1sN306 [M+H]*: 374,1346; znalezione: 374,1127.

2-(3,4-dihydroksybenzylideno)hydrazyd L-seryny: Wydajno$éé: 59%. Tt 104°C (lit. 105°C [126]). *H NMR
(600 MHz, CDs0D) 6:3.82 (d, J=5.61, 2H) 4.30 (t, J=5.49, 1H), 5.11 (m, 2H), 6.77-6.79 (m, 1H), 6.99-
7.01 (m, 2H), 7.23-7.36 (m, 5H), 7.99 (s, 1H). 3C NMR (600 MHz, CD30D) &: 56.20, 61.79, 66.51,
112.84, 114.83, 121.29, 125.75, 127.52, 127.64, 128.02, 128.05, 145.40, 145.63, 147.85, 148.26,
149.72, 156.99, 168.01. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla CisH1sN30s [M+H]*: 374,1346; znalezione:
374,1283.

4.3.4.3. Synteza (E)-4-amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu

o H HoN
o Y o
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07 N N
H
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OH
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Do roztworu 4-(t-butoksykarbonyloamino)benzohydrazydu (0,800 g, 3,18 mmola) w metanolu
(15 ml) dodano 1,2 ekwiwalenta 2,4-dihydroksybenzaldehydu (0,393g, 3,82 mmola) i mieszano
w temperaturze pokojowej 24 godziny. Po skoniczonej reakcji, wytrgcony osad przesgczono
i rekrystalizowano z roztworu EtOH:H,O (1:2 v/v), uzyskujac zétte ciato state. Kolejno do mieszaniny
4-tert-Butoksykarbonyloamino-N’-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu (0,8 g; 2,15 mmola)
w dichlorometanie (15 ml) dodano kwas trifluorooctowy (5 ekw., 0,824 ml, 10,77 mmola). Reakcje
prowadzono przez 72 godziny w temperaturze pokojowej. Wytrgcony osad przesaczono pod
zmniejszonym cisnieniem i rozpuszczono w metanolu, doprowadzajgc pH roztworu do okoto 8 za
pomocg trietyloaminy. Nastepnie rozpuszczalnik odparowano pod zmniejszonym cisnieniem.
Pozostatosé rozdzielono metoda chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym z zastosowaniem
eluentu 30% MeOH/CHCls (v/v), uzyskujac koricowy produkt z wydajnoscig 56%.

4-tert-Butoksykarbonyloamino-N’-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazyd: Wydajnos¢ 68%. Tt
210-211°C. *H NMR (600 MHz, CDsOD) &: 1.47 (s, 9H), 6.30 (d, J=2.18, 1H), 6.34 (dd, J=2.21, 8.41,
1H), 7.26 (d, J=8.47, 1H), 7.57 (d, J=8.66, 1H), 7.83 (d, J=8.70, 1H), 8.46 (s, 1H) 9.68 (s, 1H), 9.92 (s,
1H), 11.53 (s, 1H), 11.76 (s, 1H). 3C NMR (600 MHz, CDsOD) &: 33.26, 84.79, 107.86, 112.81,
115.76, 122.44, 131.25, 133.64, 136.55, 148.07, 153.92, 157.76, 164.66, 165.78, 167.15. HRMS
(ESI-TOF): m/z obliczone dla C19H»1N30s [M+H]*:372,1553; znalezione: 372,1572.
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4.3.4.4. Synteza (E)-4-Amino-N’-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu

HN/NH

(OH),ArCHO
O ——>»
MeOH
H,N

2

2,4-Dihydroksybenzaldehyd (0,9 ekw., 0,321 g, 2,04 mmola) i 4-aminobenzohydrazyd (0,32 g; 2,32
mmola) rozpuszczono w bezwodnym metanolu (15 ml) i mieszano w temperaturze pokojowe] przez 24
godziny. Po tym czasie mieszanine zatezono, odparowujgc czes$¢ rozpuszczalnika, a powstaty osad
przesgczono pod zmniejszonym ci$nieniem i nastepnie krystalizowano z EtOH:H,0 (2:1, v/v), uzyskujac
produkt z wydajnoscig 65% w formie z6ttego ciata statego.

(E)-4-Amino-N’'-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazyd: Tt >250°C *H NMR (600 MHz, DMSO): &
5.79 (s, 2H), 6.31 (d, J=2.25 Hz, 1H), 6.36 (dd, J = 2.31 8.42, 1H), 6.61 (d, J=8.71, 2H), 7.24 (d, J=8.52,
1H), 7.67 (d, J=8.55, 1H), 8.44 (s. 1H), 9.90 (s, 1H), 11.54 (s, 1H), 11.73 (s, 1H). 3C NMR (600 MHz,
DMSO): 6 103.13, 107.93, 111.15, 113.10, 119.48, 129.67, 131.74, 148.23, 152.78, 159.84, 160.74,
162.84. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C14H13N303 [M+H*]*: 272,1029; znalezione: 272,0789.

4.3.5. Synteza hydrazydéw
4.3.5.1. Synteza 2-(2,3,4-trihydroksybenzylo)hydrazydu L-seryny (Benz) oraz jego
pochodnych

(przepis ogolny):

o
0 Ra
Hz kat. H Ry; Ry; Ry = OH
N R4= H; Ry; Ry= OH;
“MeoH  HO N Re R1; Ry = OH; R, = H
NH, R, Ry R3=H; Ry =0H

Ry Ry = H; R, = OH

W naczyniu reakcyjnym rozpuszczono 0,500 g odpowiedniego hydrazonu pochodnej L-seryny
w bezwodnym metanolu (20 ml). Kolejno do roztworu dodano okoto 75 mg odpowiedniego katalizatora
palladowego (w ilosci 15% masowych w stosunku do substratu), po czym naczynie umieszczono
w reaktorze cisnieniowym firmy Parr i doprowadzono wodér pod cisnieniem 2-2,3 bara. Mieszanine
intensywnie wytrzasano przy zréznicowanym czasie oraz temperaturze zaleznym od syntezowanej
pochodnej (Tabela 16). Po zakonczonej reakcji, staty katalizator oddzielono od roztworu przez saczenie
grawitacyjne, a metanol odparowano pod zmniejszonym ciSnieniem. Otrzymane hydrazydy
0CzyszCczano za pomocy preparatywnej wysokosprawnej chromatografii cieczcowej w uktadzie faz
odwrdconych na kolumnie ODS (eluent: MeOH, natezenie przeptywu: 7 ml/min).
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Tabela 16. Warunki katalitycznego uwodornienia hydrazonéw pochodnych L-seryny.

Otrzymywany hydrazyd [gc;:z] Temp. [°C] katalizator Cii:;:]ﬂe
2-(2,3,4-trihydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny 5.5 50 Pd(OH)./C 2
2-(2-hydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny 7 R.T. Pd/C 2.3
2-(3-hydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny 7 RT Pd/C 2.2
2-(3,4-dihydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny 4 R.T. Pd/C 2
2-(2,4-dihydroksybenzylideno)hydrazyd L-seryny 5.5 R.T. Pd(OH)./C 2

2-(2,3,4-trihydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny: Wydajno$é: 84%. Tt 55-56°C. 'H NMR (600 MHz,
DMSO): 6 3.34-3.36 (m, 1H), 3.43-3.46 (m, 1H), 3.53-3.55 (m, 1H), 3.74 (s, 2H), 6.18-6.22 (m, 1H), 6.38-
6.42 (m, 1H) *C NMR (600 MHz, CDs0D): 51.40, 53.77, 60.79, 106.77, 115.69, 119.89, 133.42, 145.46,
146.06, 165.77. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla CioHisN3Os [M+H]*: 258,1084; znalezione:
258,1079.

2-(3,4-dihydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny: Wydajnoé¢: 55%. Tt 64-65°C. *H NMR (600 MHz, CDsOD):
6 3.30 (m, 1H), 3.58 (dd, J=10.81, 5.92 Hz, 1H), 3.63 (dd, J=10.82, 5.46, 1H), 3.77 (s, 2H), 6.68 (dd, J=
8.09, 2.04, 1H), 6.72 (d, J=8.12, 1H), 6.81 (d, J=2.01, 1H). 3C NMR (600 MHz, CDs0D): 6 54.87, 55.33,
64.14, 114.82, 115.93, 120.33, 128.68, 144.59, 144.87, 172.50. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla
C10H1sN304 [M+H]*: 242,1135; znalezione: 242,1143.

2-(2-hydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny: 100%. Tt 49-51°C.*H NMR (600 MHz, DMSO): § 3.15 (m, 1H),
3.31(dd, J = 10.82, 5.71, 1H), 3.43 (dd, J = 10.76, 5.49, 1H), 3.73 (s, 2H), 4.69 (s, 1H), 5.03 (s, 1H), 6.63
(m, 1H), 6.70 (s, 1H), 6.73 (d, J = 2.05, 1H). 7.08 (dd, J = 8.05, 2.03, 1H), 9.16 (s, 1H), 3C NMR (600 MHz,
DMSO0): 6 55.29,56.22,64.77,114.39, 115.76, 119.49, 129.51, 140.31, 157.71, 172.41. HRMS (ESI-TOF):
m/z obliczone dla C1oH1sN303 [M+H]*: 226,1186; znalezione: 226,1186.

2-(2,4-dihydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny: Wydajnos¢: 100%. Tt 76-77°C. *H NMR (600 MHz, CD;0D):
6 3.35 (m, 1H), 3.48 (dd, J=10.75, 5.90 Hz, 1H), 3.70 (dd, J=10.72, 5.36, 1H), 3.80 (s, 2H), 6.33-6.36 (m,
1H), 6.38-6.41 (m, 1H), 7.05 (d, J=8.42, 1H). *C NMR (600 MHz, CD30D): § 55.17, 56.12, 64.99, 114.53,
116.23,120.52,128.18, 144.26, 145.09, 172.33. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C1oH15N304 [M+H]*:
242,1135; znalezione: 242,1093.

2-(3-hydroksybenzylo)hydrazyd L-seryny: 100%. Tt 37-39°C.*H NMR (600 MHz, DMSO): § 3.09 (m, 1H),
3.21(dd, J =10.82, 5.71, 1H), 3.29 (dd, J = 10.70, 5.40, 1H), 3.70 (s, 2H), 4.69 (s, 1H), 5.00 (s, 1H), 6.59
(m, 1H), 6.72 (s, 1H), 6.75 (d, J = 2.07, 1H). 7.03 (dd, J = 8.15, 2.13, 1H), 9.20 (s, 1H), 3C NMR (600 MHz,
DMSO): 6 55.27,56.21,64.77,114.38,115.74,119.50, 129.59, 140.33, 157.69, 172.41. HRMS (ESI-TOF):
m/z obliczone dla C1oH1sN3Os [M+H]*: 226,1186; znalezione: 226,1100.

4.3.5.2. Synteza 4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)benzohydrazydu oraz
4-amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylo)benzohydrazydu

R, R,

R R
o 1 3 o R, R,
H
N N~ H, kat N
H MeOH N
HoN H,N

Ry, R3=OHR,=H
R4 R, R3 = OH
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(E)-4-Amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazyd/(E)-4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzy-
lideno)benzohydrazyd (1,00 mmol) rozpuszczono w bezwodnym metanolu (20 ml) w naczyniu
reakcyjnym. Do roztworu dodano odpowiednig ilo$¢ katalizatora Pd(OH),/C: w przypadku syntezy
dihydroksylowej pochodnej 30% masowych w stosunku do substratu, w przypadku trihydroksylowej
pochodnej 25% masowych. Naczynie reakcyjne umieszczono w reaktorze cisnieniowym firmy Parr,
wytrzgsajac mieszanine pod ci$nieniem gazowego wodoru 2,3 bara, przez 6 godzin w temperaturze
pokojowej. Po zakonczonej reakcji katalizator oddzielono przez saczenie grawitacyjne, a metanol
odparowano pod zmniejszonym ci$nieniem. Otrzymang pozostatos¢ krystalizowano: w przypadku
N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)-4-aminobenzohydrazydu 1ml mieszaniny EtOH:H,0 2:1 v/v, w przypadku
N'-(2,4-dihydroksybenzylo)-4-aminobenzohydrazydu 1ml EtOH.

4-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)benzohydrazyd: Wydajno$¢: 40%. Temp. rozktadu: 190°C. 'H
NMR (600 MHz, DMSO): 6 3.78 (d, ) =5.42, 2H), 5.17 (d, ] =5.13, 1H), 5.61 (s, 2H), 6.18 (d, ] = 8.12, 1H),
6.40 (d, J=8.13, 1H), 6.51 (d, J = 8.51, 2H), 7.53 (d, J=8.52, 2H), 8.10 (s, 1H), 8.72 (s, 1H), 9.18 (s, 1H),
9.72 (s, 1H). *3C NMR (150 MHz, DMSO): & 52.50, 106.56, 113.00, 115.65, 119.58, 119.88, 129.07,
133.56, 140.43, 145.81, 145.98, 152.25, 166.39. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla C14H15sN304 [M+H]*:
290,1135; znalezione: 290,1137.

4-amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylo)benzohydrazyd: Wydajnos¢: 67%. Tt 170-173°C *H NMR (600 MHz,
DMSO): 6 3.75 (d, J = 6.34, 2H), 5.17 (d, J = 6.21, 1H), 5.60 (s, 2H), 6.13 (dd, J=2.45, J=8.12, 1H), 6.23 (d,
J=2.45, 1H), 6.50 (m, 2H), 6.90 (d, J = 8.23, 1H), 7.51 (m 2H), 9.08 (s, 1H), 9.56 (s, 1H), 9.66 (d, ) = 5.6,
1H). 3C NMR (150 MHz, DMSO): § 51.66, 103.07, 106.25, 113.00, 114.99, 120.02, 130.85, 129.01,
152.18, 157.53, 158.07, 166.14. HRMS (ESI-TOF): m/z obliczone dla Ci4H1sN3O03 [M+H]*: 274,1186
znalezione: 274,1195.

4.3.5.3. Synteza 2-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)acetohydrazydu

HCOONH, OH
o H OH Pd(OH),/C o
)J\ N _ —= OH ——>» H N
(@) N N MeOH N/ OH
H H
¢] NH, OH
OH

Do mieszaniny hydrazonu N-(N-Cbz-glicyny)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydu (0,150 g, 0,417
mmola) w bezwodnym metanolu (10 ml), dodano 2,2 ekwiwalentu HCOONH, (0,060 g, 0,951 mmola)
oraz 40% masowych wzgledem substratu 10% Pd(OH), (60 mg). Mieszanine reakcyjng mieszano
w temperaturze 50°C w atmosferze argonu, przez 2 godziny. Po tym czasie roztwér ochtodzono do
temperatury pokojowej, usunieto katalizator poprzez przesgczenie i odparowano metanol pod
zmniejszonym cisnieniem. Produkt oczyszczono przez krystalizacje z etanolu, a nastepnie uzyskany osad
zliofilizowano. Higroskopijny, bezowy osad otrzymano z wydajnoscig 48%.

2-Amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)acetohydrazyd: Brak mozliwosci oznaczenia temperatury
topnienia ze wzgledu na higroskopijno$é badanego zwigzku. *H NMR (600 MHz, DMSO): & 1.99 (s, 2H),
3.06 (s, 2H), 3.49 (s, 2H), 3.60 (s, 1H), 6.12 (d, J=8.06, 1H), 6.28 (d, J= 8.09), 8.86 (s, 1H). *C NMR (600
MHz, DMSO): 6 43.17,44.11, 106.75, 115.31, 119.81, 133.78, 145.00, 145.16, 172.52. HRMS (ESI-TOF):
m/z obliczone dla CoH13N3O4 [M+H]*: 228,0978; znalezione dla: 228,0331.
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4.4. Badania wptywu otrzymanych pochodnych na aktywno$¢ enzymatycznag
heksokinazy 2
4.4.1. Warunki hodowli linii komérkowych

Wszystkie badania przeprowadzono na dwdch zréznicowanych liniach komérkowych ludzkiego
raka watroby, HepG2 (ATCC, Manassas, Wirginia, USA) i Huh7 (ECACC, Salisbury, Wielka Brytania). Obie
linie komérkowe byly hodowane jednowarstwowo na pozywce Eagle’a modyfikowanej Dulbecco
(DMEM; Lonza, Bornem, Belgia), z dodatkiem 10% (v/v) ptodowej surowicy (Gibco, Waltham, MA, USA)
i 1% (v/v) antybiotykow: penicyliny oraz streptomycyny (10 000 jednostek/ml penicyliny i 10 mg/ml
streptomycyny; Lonza). Hodowle prowadzono w standardowych warunkach, w 100% wilgotnej
atmosferze o zawartosci 5% CO2 i 95% powietrza w temperaturze 37°C.

4.4.2. Testy na cytotoksycznos$¢

W celu oceny wptywu cytotoksycznego badanych zwigzkdéw na linie komdrkowe skorzystano
z powszechnie stosowanej metody MTT. W tym celu, badane komorki zostaty wysiane dotkéw
mikroptytki 96-dotkowej (5 x 10° komdrek/dotek). Po uptywie 24 godzin do odpowiednich dotkdéw
dodano badane zwigzki w stezeniach 500 uM, 250 uM, 125 uM, 62,5 uM, 31,25 uM, 15,67 uM, 7,81
UM, 0 uM (kontrola), a nastepnie komorki inkubowano przez 72 godziny w 37°C. Po zakonczonej
inkubacji usunieto pozywke, a do kazdego dotka dodano 10 pl MTT ([bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-
ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy) rozpuszczonego w PBS o korncowym stezeniu 0,5 mg/ml. Po 4 godzinach
inkubacji roztwér MTT zostat usuniety i dodano 100 pl DMSO w celu rozpuszczenia fioletowych
krysztatow formazanu powstatych w metabolicznie aktywnych komdrkach. Nastepnie odczytano
absorbancje przy dtugosci fali 540 nm za pomocg czytnika mikroptytek. Eksperyment powtdrzono co
najmniej trzy razy w tych samych warunkach. Cytotoksycznos$é badanych zwigzkéw oceniano na
podstawie ich wartosci IC50, czyli stezenia, ktdre powoduje 50% zmniejszenie populacji komdrek
w poréwnaniu z komdrkami w prébie kontrolnej (nietraktowanymi).

Wartos¢ proliferacji obliczono z réwnania:

ODinhibitor - ODélepa

proliferacja =
ODkontrola - ODs’lepa
gdzie: ODippipitor— Srednia wartos¢ absorbancji przy danym stezeniu badanego zwigzku, ODgjepq—
Srednia wartos¢ absorbancji dla préby slepej, w obecnosci samego DMSO, bez badanych zwigzkdw,
ODgjepq— Srednia wartosc absorbancji dla nietraktowanej kontroli.

Efekt =1 —proliferacja

Badania zostaty wykonane na uniwersytecie tédzkim na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska przez
dr K. Matczak oraz Mgr A. Kubicka.

4.4.3. Test klonogennosci

Aby okresli¢ wptyw badanych zwigzkéw na zdolno$¢ komadrek do przetrwania, dzielenia sie
i tworzenia kolonii, wykonano test klonogennosci na dwdch liniach komérkowym HepG2 oraz Huh7.
Komarki wysiano na sterylne szalki Petriego w ilosci 500 komdérek/ml w medium hodowlanym (DMEM).
Nastepnie poddano dziataniu badanych zwigzkéw w stezeniach ICso przez 72 godziny, w temperaturze
37°Cistezeniu CO; na poziomie 5%. Po tym czasie usunieto starg pozywke i zastgpiono swiezg, hodujac
komorki przez kolejne 14 dni. Nastepnie pozywke usunieto, komorki przeptukano roztworem PBS
i utrwalano metanolem przez godzine. Kolejno barwiono je 0.1% fioletem krystalicznym w roztworze
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35% etanolu przez 20 minut w temperaturze pokojowej. Szalki przeptukiwano 5-10 razy wodg, az do
momentu, gdy barwnik nie zostat catkowicie usuniety. Po wyschnieciu na powietrzu, kolonie
sfotografowano, okreslajac liczbe utworzonych kolonii za pomocg oprogramowana ImagelJ software.
Badania zostaty wykonane na uniwersytecie tédzkim na Wydziale Biologii i Ochrony Srodowiska przez
dr K. Matczak oraz Mgr A. Kubicka.

4.4.4. Test aktywnosci heksokinazy in vitro

Aktywnos$¢ heksokinazy byta oceniana za pomocg sprzezonego testu enzymatycznego,
w ktdrym glukoza ulega przeksztatceniu w glukozo-6-fosforan pod wptywem heksokinazy 2, a nastepnie
podlega utlenieniu przez dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowg, prowadzgc do powstania NADH.
Wytworzone NADH redukuje bezbarwng sonde, dajgc barwny produkt (absorbcja przy dtugosci fali
450 nm), ktérego ilos¢ jest proporcjonalna do aktywnosci enzymu.

a) Na czystym enzymie

W celu zbadania potencjatu inhibitorow HK2, wykorzystano komercyjnie dostepny kolorymetryczny
test (Hexokinase Il Inhibitor Screening, nr kat. ab211114, Abcam). W pierwszej kolejnosci przygotowano
roztwory koenzymu oraz dewelopera, poprzez rozpuszczenie liofilizowanej zawartosci fiolek w 220 pl
dwukrotnie destylowanej wody (ddH;0), natomiast konwerter rozpuszczono w 220 ul buforu
dotaczonego do testu (HK Assay Buffer). Kwas bromopirogronowy (kontrola pozytywna uwzgledniona
w zestawie), rozpuszczono w 100 ul ddH,0 i bezposrednio przed uzyciem rozciericzono 50-krotnie (5
ul roztworu inhibitora + 245 pl ddH,0). Przygotowano roztwory badanych zwigzkéw, poprzez
sporzgdzenie podstawowych roztwordow potencjalnych inhibitoréw, rozpuszczajagc je w DMSO do
stezenia 5000 UM oraz 500 uM, ktdre nastepnie rozciericzano wodg otrzymujac stezenia koncowe: 50
UM, 5 UM i 1 uM, przy czym ostateczne stezenie DMSO w badanych roztworach nie przekraczato 1%
v/v. Do dotkéw 96-dotkowej mikroptytki dodano po 50 pl roztwordw testowanych zwigzkéw, 3-BrPa
(kontrola pozytywna) oraz buforu (kontrola negatywna). Kolejno rozciericzono 100-krotnie enzym
buforem (10 pl HK-11+ 990 pl HK Assay Buffer) i dodano po 5 pl do dotkéw zawierajgcych badane zwigzki
i nastepnie inkubowano je przez 5 minut w temperaturze 25°C. W tym czasie przygotowano po 45 pl
mieszaniny substratéw (HK substrat, HK koenzym, HK konwerter, HK deweloper, HK bufor)
przypadajacej na kazdy dotek, zgodnie ze stosunkiem objetosciowym poddanym w instrukcji. Po
zakonczonej wczesniejszej inkubacji, do dotkéw dodano po 45 pul roztworu mieszaniny substratéw, po
czym mierzono absorbcje przez 45 minut w punktach czasowych co 5 minut, przy dtugosci fali 450 nm,
korzystajgc z czytnika ptytek Thermo Scientific™ Varioskan™ LUX. Dla kazdej préby wykonano po
3 pomiary.

b) Na liniach komdrkowych
Aktywnos¢ heksokinazy w komdrkach zostata zmierzona przy uzyciu komercyjnie dostepnego testu
kolorymetrycznego (nr kat. MAK091-1KT, Merck). W tym celu komérki kontrolne i komérki poddawane
dziataniu potencjalnego inhibitora, zostaty odklejone z monowarstwy poprzez trypsynizacje
i przeptukane dwukrotnie roztworem PBS, w celu usuniecia nadmiaru trypsyny i zatrzymania jej
dziatania. Nastepnie komarki homogenizowano w 200 pl dobrze schtodzonego buforudotaczonego do
testu (HK Assay Buffer) i wirowano przy 13,000 X g przez 10 min w celu usuniecia nierozpuszczalnego
materiatu. W kolejnym kroku przygotowano roztwory koenzymu oraz mieszanki enzymu HK (HK Enzyme
Mix) rozpuszczajgc zawartosc fiolki w 220 ul buforu dotgczonego do testu (HK Assay Buffer), natomiast
deweloper rozpuszczono w 220 ul dwukrotnie destylowanej wody (ddH,0). Kontrole pozytywng (HK
Positive Control) w 100 ul buforu (HK Assay Buffer). NADH dotgczony do zestawu (NADH standard)
rozpuszczono w 400 pl ddH,0, uzyskujgc roztwor wyjsciowy o stezeniu 1,25 mM. Z tak przygotowanego
roztworu do dotkéw mikroptytki 96-dotkowej dodano odpowiednio po 0, 2, 4, 6, 8, 10 ul oraz buforu

122



tak by objetos¢ koncowa wynosita 50 pl). Przygotowano badane zwigzki w roztworze buforu
w stezeniach ICso dla linii Huh7 3d: 57,10 uM, 8a: 58,25 uM, 8b: 213,70 uM, 8c: 105,30 uM; dla linii
HepG2: 3d: 14,96 uM, 8a: 2,84 uM, 8b: 302,10 uM, 8c: 16,34 uM (uprzednio rozpuszczajgc je w DMSO,
nastepnie rozcienczajgc wodg, tak ze ostateczne stezenie DMSO nie przekraczato 1% v/v). Do dotkéw
96-dotkowej mikroptytki dodano po 50 ul roztwordéw testowanych zwigzkdw i uprzednio rozcienczong
kontrole pozytywnga (3-BrPa) (1 ul roztworu pozytywnej kontroli + 99 pl buforu). Do kazdego dotka
zadozowano po 50 pl mieszaniny substratéw (34 ul buforu + 2 pl mieszanki enzyméw HK + 2 pl
developera + 2 pl koenzymu i 10 pl substratu) i kolejno inkubowano je w ciemnosci przez 5 minut
w temperaturze 25°C. W dalszej kolejnosci, mierzono absorbcje przez 45 minut w odstepach czasowych
co 5 minut przy dtugosci fali 450 nm. Dla kazdej préby wykonano po trzy powtérzenia. Poréwnano
absorbancje prébek z absorbancjg krzywej wzorcowe] przygotowanej z roztworéw NADH. Jedna
jednostka HK to ilo$¢ enzymu, ktéra wytwarza 1,0 pmol NADH na minute przy pH 8,0 w temperaturze
pokojowej. Badania zostaty wykonane na uniwersytecie tddzkim na Wydziale Biologii i Ochrony
Srodowiska przez dr K. Matczak oraz Mgr A. Kubicka.

4.4.5. Ocena aktywnosci heksokinazy 2 metodg RP-HPLC

Badania wptywu testowanych zwigzkéw na aktywnosé HK2 przeprowadzono za pomocg HPLC
(HPLC DIONEX) z kolumng ODS-100V, przeprowadzajgc reakcje enzymatyczng w 1,5 ml fiolce
stosowanej do pomiaréw HPLC. Uktad reakcyjny zawierat 200 uL 0,5 M Tris-HCI (pH 7,8), 200 uL 50 mM
MgCl,, 200 pL 0,01 mM EDTA, 200 ul 10 mM glukozy. Nastepnie dodawano 20 pL roztworu enzymu
przygotowanego w stezeniu 0,20 mg/ml przy uzyciu wody dejonizowanej oraz 50 pL roztworu
badanego inhibitora w stezeniu 1 i 10 uM (wytaczajac dodatek inhibitora w kontroli negatywnej), co
daje koricowg objetos¢ mieszaniny 870 pL. Komercyjnie dostepng rekombinowang ludzka
heksokinaze 2 (z Escherichia coli) uprzednio przygotowano w stezeniu 0,20 mg/ml w roztworze wody
dejonizowanej. Mieszanine reakcyjng inkubowano w temperaturze 30°C przez 10 min w blokach
grzejnych. Po tym czasie do badanych roztworéw dodano 130 plL ATP o stezeniu 6,15 mM, tak by
catkowita objeto$¢ wynosita 1 mL. Pierwszy nastrzyk prédbek wykonano po dodaniu ATP, a kolejne
nastrzyki powtarzano co 10 minut, uzyskujac tgczny czas reakcji 60 min. Podczas analizy zastosowano
ponizsze warunki chromatograficzne: Faze ruchomga przygotowano przez zmieszanie 70 mM KH;PO4
i metanolu w stosunku 98:2 (v/v). Elucja izokratyczna przeprowadzona byta przy przeptywie 0,7 ml/min
i temperaturze kolumny 30°C. Detekcja odbywata sie przy dtugosci fali 254 nm (charakterystyczna
dtugo$é fali dla ATP oraz ADP), a objeto$¢ wstrzykniecia wynosita 10 pL. Srednie czasy retencji dla pikéw
ATP i ADP wynosity odpowiednio 2,487 i 3,180 min.

4.4.6. Badania termoforezy mikroskalowej (MST)

Doswiadczenia zostaly przeprowadzone na Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie na
Wydziale Chemii przez dr inz. R. Kitla przy uzyciu aparatu Monolith NT.115 (NanoTemper Technologies,
Monachium, Niemcy). Zastosowano znakowanie fluorescencyjne H6-HK2 barwnikiem RED-Tris-NTA,
przygotowanym zgodnie z protokotem producenta zestawu do etykietowania Monolith His-Tag RED-
Tris-NTA drugiej generacji (NanoTemper Technologies). Przed przystgpieniem do pomiardw, biatko
zostato rozcienczone do stezenia 200 nM w 25 mM buforu fosforanowego, 500 mM NaCl i 0,05% Tween-
20 (v/v). Nastepnie przygotowano rowng objetos¢ 100 nM barwnika, ktéry zostat zmieszany
z roztworem biatka H6-HK2 i inkubowany przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Znakowane biatko
byto nastepnie odwirowane przez 10 minut przy predkosci 16 900 obr./min. i przechowywane w lodzie.
Roztwory podstawowe badanych zwigzkow (400 uM) przygotowano w 25 mM buforze fosforanowym,
500 mM NacCl, 1% DMSO i 0,05% Tween-20 (v/v), pH 8,0. Wykonano dwukrotne seryjne rozcienczenia
kazdego zwigzku w dwdch 8-dotkowych paskach PCR. Nastepnie do kazdego dotka dodano 10 pl biatka
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o stezeniu 80 nM, co doprowadzito do koncowego stezenia HK2 wynoszgcego 40 nM. Najwyzisze
stezenie zwigzku w tescie wynosito 200 pM. Roztwory zwigzkéw z biatkiem bylty wirowane przez 10
minut, a nastepnie tadowane do kapilar MST Premium. Pomiary zostaty przeprowadzone przy mocy
lasera IR na poziomie 80% i Srednim natezeniu diody LED. Dane analizowano przy uzyciu
oprogramowania NanoTemper Analysis, a wyniki w postaci wartosci Fnorm (Fnorm = Fhot/Fcold) oraz
poczatkowej fluorescencji zostaty wyeksportowane do plikbw Excel i poddane ocenie
w oprogramowaniu GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, Kalifornia, USA). Dodatkowo,
obliczono wartos$ci statych dysocjacji (Kq) przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism.

4.5. Badania spektrofotometryczne UV-Vis

Badania spektrofotometryczne UV-Vis przeprowadzono za pomoca spektrofotometru Hitachi
U-2910. Przygotowano roztwory testowanych zwigzkdw w DMSO o stezeniu 5000 uM, nastepnie
rozcienczono je 100-krotnie wodg i przeniesiono do kuwety do pomiaréw UV-VIS (kuweta kwarcowa,
10 mm). Badang prébke, wraz ze slepg probg umieszczono w spektrofotometrze i dokonano rejestracji
widma absorbcji UV-VIS w zakresie 250-600 nm. Wykonano po trzy powtdrzenia dla kazdego zwigzku.
Obliczono wspétczynniki ekstynkcji molowej w maksimum absorpcji zgodnie z prawem Lamberta Beera
(A=¢€lc), gdzie € to wspdtczynnik ekstynkcji molowej, I-dtugosé drogi optycznej, c-stezenie w molach/I.

4.6. Obliczenia chemiczne: Metoda DFT (Density Functional Theory)

Obliczenia przeprowadzono za pomocg pakietu Orca 4.2.1 package [Neese, F. (2017) Software
update: the ORCA program system, version 4.0, Wiley Interdiscip. Rev.: Comput. Mol. Sci., 8, €e1327.]
na poziomie DFT (B3LYP/def2-SVP). Doktadno$é procesu optymalizacji zostata okreslona przy uzyciu
analizy wartosci wtasnych hesjanu. Wszystkie obliczone wartosci wtasne hesjanu byty dodatnie dla
badanych zwigzkéw. W przypadku obliczen w $rodowisku rozpuszczalnika, uzyto ciggtego modelu
solwatacji CPCM dla DMSO. Obliczenia wykonat prof. W. Szczepankiewicz.

5. Podsumowanie i wnioski

Celem mojej pracy doktorskiej byto opracowanie syntezy matoczgsteczkowych zwigzkéw
organicznych z grupy hydrazydéw i hydrazonéw, zdolnych do hamowania aktywnosci heksokinazy 2,
enzymu katalizujgcego 6-fosforylacje glukozy w glikolizie. Zapotrzebowanie na D-glukoze jest
szczegllnie widoczne w komadrkach nowotworowych, gdzie w wyniku zmiany w metabolizmie istnieje
zwiekszone zapotrzebowanie na ten cukier prosty. Badania syntetyczne opieraty sie na chemicznej
modyfikacji dwdch obiecujgcych inhibitoréw HK2, opisanych w literaturze w ostatnich latach:
benserazydu  (2-amino-3-hydroksy-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)propanohydrazydu) i  benitro-
benrazydu (4-nitro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu). Obydwa zwigzki wykazujg duze
podobienstwo strukturalne ze wzgledu na obecnos¢ uktadu 2,3,4-trihydroksybenzenowego oraz grupy
N-acylo przy atomie azotu hydrazydowym (N1) lub hydrazonowym (N2). W pierwszej czesci
badawczej - chemicznej, otrzymano N-acylowe pochodne hydrazonéw aldehydéw mono- oraz
polihydroksybenzoesowych. Fragment acylowy stanowity podstawione kwasy benzoesowe, kwas
propionowy i aminokwasy. Redukcja ugrupowania iminowego hydrazonéw daje ostateczne hydrazydy.
Na podstawie przeprowadzonych syntez mozna byto wyciggng¢ nastepujgce wnioski:

e W zaleznosci od wyjsciowego estru kwasu karboksylowego synteza hydrazydu wymaga
dobrania indywidualnych warunkow reakgji, ilosci hydrazyny, czasu i temperatury reakcji.

e Synteza N’-acylowanych hydrazonéw aldehydéw trihydroksybenzaldehydu pochodnych
N-benzyloksykarbonylo-L-seryny oraz pochodnych kwasu 4-nitrobenoesowego zachodzi
wolniej niz w przypadku pochodnych hydrazonéw di- i monohydroksybenzaldehydu, co jest
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spowodowane elektronodonorowym charakterem grup hydroksylowych obecnych
w czgsteczce aldehydu, zmniejszajacych charakter elektronoakceptorowy atomu wegla grupy
karbonylowej.

Chromatografia kolumnowa z uzyciem zelu krzemionkowego N-Acylohydrazonéw tri- oraz
dihydroksybenzaldehydu jest mato efektywna ze wzgledu na oddziatywania grup
hydroksylowych z polarnymi grupami hydroksylowymi na powierzchni zelu.

Podczas syntezy (E)-4-amino-N'-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu nie jest
wymagane zabezpieczenie grupy aminowej. Zaangazowanie grupy 4-amino w sprzezenie
z pierscieniem benzenowym, obniza na tyle jej charakter nukleofilowy, ze mozliwa reakcja
kondesacji z 2,4-dihydorksybenzladehydem zachodzi w ograniczonym stopniu. Fakt ten uproscit
synteze docelowego hydrazonu poprzez brak etapu zabezpieczania i odbezpieczania grupy NH,.
Obecnos¢ w strukturze hydrazondw sztywnego wigzania iminowego (-N=CH-), sprzyja
powstaniu izomeréw geometrycznych E oraz Z. Hydrazony aldehydéw zawierajgcych grupe
2-OH w pierscieniu  benzenowym wystepuja w konformacji E, stabilizowanej
wewnatrzczgsteczkowym wigzaniem wodorowym miedzy grupg 2-OH, a atomem azotu iminy.
W przypadku (E)-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)propionohydrazydu moze wystepowac
rownowaga keto-enolowa i w zaleznosci od warunkéw w roztworze mozna obserwowac
wystepowanie dwdch tautomerdw, formy enolowej oraz ketonowej.

Triacetoksyborowodorek sodu selektywnie redukuje wigzanie iminowe (E)-4-Nitro-N'-
(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu, nie naruszajgc grupy nitrowej, jednakze
wydajnos¢ tej reakcji jest niska (okoto 15%).

Grupa nitrowa (E)-4-Nitro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu ulega redukcji do
grupy aminowej w reakcji z cynkiem w roztworze KOH oraz w wyniku katalitycznego
uwodornienia z zastosowaniem niklu Ranneya czy Palladu. Reakcje te prowadza réwniez do
redukcji wigzania iminowego (E)-4-Nitro-N’-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu.
(E)-4-Amino-N'-(2,4,3-trihydroksybenzylideno)benzohydrazyd jest efektywnie redukowany
gazowym wodorem w obecnosci Pd(OH),. llo$¢ uzytego katalizatora zalezy od redukowanego
zwigzku. W przypadku redukcji (E)-4-Amino-N’-(2,4-dihydroksybenzylideno)benzohydrazydu,
koniecznym byto zastosowanie 30% wagowych katalizatora wzgledem substratu.

Katalityczna redukcja hydrazonéw pochodnych N-Cbz-L-seryny do pochodnych benserazydu
efektywnie usuwa grupe Cbz i wigzanie podwdjne, nie naruszajgc grupy karbonylowej.
Z uzyskanych wynikéw mozna réwniez wnioskowad, ze katalizator Pd(OH),/C jest preferowany
przy syntezie di- i trihydroksylowych pochodnych benserazydu, natomiast tanszy katalizator
Pd/C zapewnia wysoka wydajno$¢ w otrzymywaniu monohydroksylowej pochodnej
benserazydu.

Redukcja wigzan iminowych badanych hydrazonéw wodorem gazowym wobec Pd/C, jest mniej
efektywna w przypadku obecnosci wiekszej liczby grup hydroksylowych w pierscieniu
benzenowym. Redukcja wigzania iminowego w hydrazonie aldehydu
trihydroksybenzoesowego jest utrudniona w temperaturze pokojowe;j.
Triacetoksyborowodorek sodu efektywnie redukuje wigzanie iminowe w pochodnych N-Cbz-L-
seryny. Wymagany jest 4-krotny nadmiar NaBH(OAc); oraz rozpuszczalnik zapewniajgcy
homogeniczno$¢ mieszaniny (w tym przypadku zastosowano DMF). W warunkach tej reakcji,
z zastosowaniem katalizatora palladowego, nie zaobserwowano rozszczepienia grupy N-Cbz.
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e Uwodornienie katalityczne pod ci$nieniem nie jest skuteczne w przypadku redukcji N-(N-
benzyloksykarbonyloglicyno)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydrazonu oraz  N-(N-Benzyloksy-
karbonylo-L-tyrozyno)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydrazonu. W tych warunkach zachodzi
rozszczepienie grupy N-Cbz.

e Mréwczan amonu w obecnosci Pd(OH),/C efektywnie usuwa grupe protekcyjng Cbz oraz
redukuje wigzanie iminowe N-(N-benzyloksykarbonyloglicyno)-2,3,4-trihydroksybenzalde-
hydrazonu.

e Redukcja  N-(N-Benzyloksykarbonylo-L-cysteino)-2,3,4-trihydroksybenzaldehydrazonu nie
zachodzi w warunkach uwodornienia katalitycznego (zatrucie katalizatora), ani z uzyciem
borowodorkdw, ani za pomocg redukcji elektrochemicznej.

Podsumowujgc metody redukcji wigzania iminowego w otrzymanych hydrazonach oraz
odbezpieczania grupy Cbz, katalityczne uwodornienie prowadzone w autoklawie pod cisnieniem okoto
2 baréw jest wygodng oraz ekonomiczng technikg redukcji wigzania iminowego dla wiekszosci
stosowanych substratéw. Niemniej jednak w niektérych przypadkach, w ktérych hydrazon zawierat
w swojej strukturze aminokwas taki jak: glicyna, L-tyrozyna, L-alanina redukcja wigzania C=N nie
zachodzi. Jednakze metoda ta ma ograniczenia w przypadku zwigzkdw zawierajgcych wigzania
wielokrotne wegiel-wegiel oraz obecnosci redukowalnych grup funkcyjnych, takich jak grupa nitrowa.
Dodatkowe ograniczenia mogg dotyczy¢ zwigzkdw zawierajgcych w swojej strukturze siarke, ktére
mogg prowadzi¢ do hamowania lub dezaktywacji katalizatora. Triacetoksyborowodorek sodu jest
tagodnym oraz efektywnym S$rodkiem stosowanym do redukcji wigzania iminowego, z wysoka
tolerancjg na inne grupy funkcyjne (brak redukcji grupy nitrowej), jednakze generuje zacznie wiecej
produktéw ubocznych, uzyskujgc produkty redukcji z mniejszg wydajnoscig niz w reakcji uwodornienia
katalitycznego. Redukcja mréwczanem amonu jest efektywng alternatywg pozwalajgca na
zredukowanie wigzania iminowego i rozszczepienie grupy N-Cbz w jednym etapie reakcji (synteza
2-amino-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylo)acetohydrazydu).

Druga czes¢ prac doswiadczalnych dotyczyta oceny aktywnosci inhibicyjnej otrzymanych
pochodnych w odniesieniu do aktywnosci enzymatycznej HK2 oraz okresleniu elementéw
strukturalnych wptywajgcych na te aktywnos$é. W ramach moich badan testowano analogi
benitrobenrazydu i benserazydu, w ktérych fragment N-acylowy, stanowity réine endogenne
aminokwasy (np. glicyna, tyrozyna, cysteina), kwas propionowy lub 4-pochodne kwasu benzoesowego
(4-NH; i 4-F). Dodatkowo uwzgledniono takze pochodne kwaséw aromatycznych o zréznicowanych
obszarach molekularnych (benzen, naftalen i antracen). Ponadto zbadano wptyw ugrupowania
polihydoksybenzenowego oraz liczby grup hydroksylowych na aktywnos¢ inhibicyjng wobec HK2.

Sposrdod wszystkich otrzymanych modeli strukturalnych hydrazydéw oraz hydrazondéw, czesc
pochodnych wykazywata wyzszg aktywnosé inhibicyjng HK2, niz znane inhibitory (Benz oraz BNBZ),
ktore stanowity podstawe tworzenia nowych inhibitoréw heksokinazy 2. Najwyzszg aktywnosé
hamujacg enzym HK2 odnotowano dla (E)-4-fluoro-N'-(2,3,4-trihydroksybenzylideno)benzohydrazydu,
ktory inhibiowat HK2 przy stezeniu 5 uM i 1 puM odpowiednio 98% i 60%. Na podstawie
przeprowadzonych badan in vitro mozna wnioskowac, ze podczas projektowania zwigzkéw majgcych
doprowadzi¢ do opracowania silniejszych i selektywnych inhibitorow HK2, nalezy uwzglednié¢ kluczowe
cechy strukturalne, takie jak: obecnos¢ uktadu 2,3,4-trihydroksybenzenowego i ugrupowania
iminowego oraz podstawnik aromatyczny z podstawieniem w pozycji para dla N-acylowej pochodnej
hydrazonu benzaldehydu 2,3,4-trihydroksylowego.
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Zataczniki

Dla zwigzkéw testowanych pod katem aktywnosci hamowania HK2, zaprezentowano ponizej widma
powstate w wyniku analizy spektroskopii magnetycznego rezonansu jgdrowego oraz spektrometrii
masowe]j wysokiej rozdzielczosci.
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Widmo *H NMR (DMSO) (E)-2-amino-3-(4-hydroksyfenylo)-N'-(2,3,4-
trihydroksybenzylideno)propanohydrazydu.
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