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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest optycznie czynny lakton (-)-rel-(1R,6R,1’'R)-1-(1'-bromoetylo)-9-ok-
sabicyklo[4.3.0]nonan-8-on o0 wzorze 2 przedstawionym na rysunku.

Przedmiotem wynalazku jest takze sposéb jego otrzymywania ze znanego optycznie czynnego
kwasu (-)-(2'-etylideno-cykloheksylo)octowego o wzorze 1.

(-)-rel-(1R,6R,1'R)-1-(1’-Bromoetylo)-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-on wykazuje aktywno$¢ anty-
proliferacyjng in vitro wobec linii psiej biataczki B-komérkowej (GL-1) oraz (CLB70). Wynalazek moze
znalez¢ zastosowanie w farmaciji jako sktadniki lekéw antynowotworowych.

Kwas (-)-(2'-etylideno-cykloheksylo)octowy o wzorze 1 znany jest w literaturze (Di Liu, Xiaoming
Yu. Ireland-Claisen rearrangement of secondary acetate revisited: inevitable C-silylation circumvented
by one-pot application of excessive LDA/TMSCI and TBAF. Tetrahedron Letters, 2012, 53, 2177-2180).

Nie jest znany optycznie czynny (-)-rel-(1R,6R,1'R)-1-(1’-Bromoetylo)-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-on.

Istotg wynalazku jest optycznie czynny (-)-rel-(1R,6R,1’'R)-1-(1’-bromoetylo)-9-oksabicyklo-
-[4.3.0]nonan-8-on.

Istotg wynalazku jest takze sposob otrzymywania (-)-rel-(1R,6R,1’'R)-1-(1-bromoetylo)-9-oksabi-
cyklo[4.3.0]nonan-8-onu, polegajgcy na tym, ze kwas (-)-(2'-etylideno-cykloheksyilo)octowy poddaje sie
reakcji bromolaktonizacji N-bromoimidem kwasu bursztynowego, w rozpuszczalniku, w obecnosci kata-
lizatora, w ktérej to reakcji otrzymuje sie (-)-rel-(1R,6R,1’'R)-1-(1’'bromoetylo)-9-oksabicyklo[4.3.0]no-
nan-8-on o wzorze 1, ktoéry nastepnie oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowe;.

Korzystne jest, gdy reakcje bromolaktonizacji kwasu (-)-(2’-etylideno-cykloheksylo)octowego,
prowadzi sie w rozpuszczalniku, ktérym jest tetrahydrofuran.

Korzystnie jest takze, gdy reakcje bromolaktonizacji kwasu (-)-(2’-etylideno-cykloheksylo)octo-
wego prowadzi sie w obecnosci katalitycznych ilosci kwasu octowego.

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie, z bardzo wysokim nadmiarem enancjomerycznym
(ee>98%), optycznie czynnego (-)-rel-1-(1R,6R,1'R)-1-(1’-bromoetylo)-9-oksabicyklo[4.3.0]Jnonan-8-
-onu o wzorze 2, wykazujgcego aktywnos$¢ antyproliferacyjng in vitro.

Wynalazek jest blizej objasniony w przykfadzie wykonania.

Znany kwas (-)-(2'-etylideno-cykloheksylo)octowy o wzorze 1 (0,5 g, 3 mmol) umieszcza sie
w kolbie okragtodennej, rozpuszcza w 30 cm? tetrahydrofuranu, a nastepnie dodaje N-bromoimid kwasu
bursztynowego (1 g, 5,6 mmol) oraz krople kwasu octowego. Cato$¢ miesza sie na mieszadle magne-
tycznym, a przebieg reakcji kontroluje za pomocg chromatografii cienkowarstwowej przy zastosowaniu
eluentu mieszaniny heksan: aceton w stosunku objetoSciowym 4:1. Po catkowitym przereagowaniu sub-
stratu mieszanine reakcyjng przenosi sie do rozdzielacza, dodaje 30 cm? eteru dietylowego i przemywa
nasyconym roztworem NaHCs (dwukrotnie po 20 cm?3). Warstwe organiczng zobojetnia sie solankg wo-
bec papierka wskaznikowego i osusza bezwodnym siarczanem(VIl) magnezu. Po odsgczeniu $rodka
suszgcego odparowuje sie rozpuszczalnik. Otrzymany bromolakton, nastepnie oczyszcza sie metodg
chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym jako eluent stosujgc mieszanine heksan : aceton
w stosunku objetosciowym 20:1. Otrzymuje sie 0,49 g (67% wydajnosci teoretycznej) (-)-rel-
-(1R,6R,1’'R)-1-(1’-bromoetylo)-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu 0 wzorze 2.

Dane fizyczne i spektroskopowe otrzymanego (-)rel-(1R,6R, 1’'R)-1-(1’bromoetylo)-9-oksabicy-
klo[4.3.0]nonan-8-onu sg nastepujace: przezroczyste krysztaty, t.t.= 44-48°C; [oc]%s =-44 79 (c = 0,65,
CHsCl, ee > 98%); "THNMR (600 MHz, CDCls) &: 1.26 (ddt, 1H, J = 15.0, 10.1,4.9 Hz, jeden z CH2-5),
1.34 (dtt, 1H, J=13.9, 10.2, 3.6 Hz, jeden z CH2-4), 1.46 (dtt, 1H, J =13.3, 11.2,4.1 Hz, jeden z CH»-
3), 1.60 (m, 1H, jeden z CH2-4), 1.66 (m, 1H, jeden z CH2-3), 1.72 (d, 3H, J=6.8, CH3-11), 1.83 (m, 1H,
jeden z CH2-5), 1.95 (dt, 1H, J = 14.7, 4.5 Hz, jeden z CH2-2), 2.05 (ddd, 1H, J=15.0, 11.6, 4.9 Hz,
jeden z CH2-2), 2.25 (m, 1H, jeden z CH2-7), 2.80 (m, 2H, H-6 i jeden z CH>-7), 4.19 (q, 1H, J = 6.8 Hz,
jeden z H-10); 3*CNMR (600 MHz, CDCls) 3: 20.0 (C-11), 20.1 (C-3), 21.1 (C-4), 26.4 (C-2), 28.7 (C-5),
36.6 (C-6), 36.4 (C-7), 52.6 (C-10), 87.9 (C-1), 176.1 (C-8).

W celu okre$lenia aktywnos$ci zwigzku bedgcego przedmiotem wynalazku, zbadano jego aktyw-
nos$¢ antyproliferacyjng in vitro wobec linii psiej biataczki B-komérkowej (GL-1) oraz (CLB70). Tabela 1
przedstawia wyniki testow biologicznych in vitro dla otrzymanego laktonu w stosunku do wybranych linii
komorek nowotworowych. Testy przeprowadzono wedtug metody opisanej w literaturze (Ferrari M., For-
nasiero M. C., Isetta A.M. MTT colorimetric assay for testing macrophage cytotoxic activity in vitro. Jo-
urnal of Immunological Methods, 1990, 131, 165-172).
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Tabela 1
(-)-bromolakton ICso [pg/mL] + SD
{Wzér 1) Linia CLB70 GL-1
19,40 + 0,35 15,55 + 0,79
Etopozyd 14,31 £ 2,83 44+114

ICs0 — stezenie zwigzku, ktére hamuje aktywno$¢ metaboliczng 55% komorek

SD - odchylenie standardowe

Etopozyd — kontrola, lek nalezgcy do cytostatykow

Zostata rowniez okreslona cytotoksyczno$é zwigzku bedacego przedmiotem wynalazku, wzgledem
krwinek czerwonych na podstawie jego aktywnos$ci hemolitycznej, wedtug metody opisanej w literaturze
(W, Gladkowski, A. Wioch, A, Pawlak, A, Sysak, A. Bialonska, M. Mazur, P, Mituta, G. Maciejewska, B,
Obminska-Mrukowicz, H, Kleszczynska. Preparation of enantiomeric 3-(2',5'-dimethylphenyl) bromolacto-
nes, their antiproliferative activity and effect on biological membranes. Molecules, 2018, 23, 3035).

Badania wykazaty, ze zwigzek ten nie indukuje hemolizy erytrocytéw, zatem nie dziata toksycznie
wzgledem tych komoérek.

Ze wzgledu na fakt, iz pierwszym miejscem kontaktu zwigzku biologicznie czynnego z organi-
zmem jest btona biologiczna, zbadano réwniez interakcje uzyskanego zwigzku z btonami biologicznymi,
w szczeg6lnosci z btonami erytrocytow. Wyniki przeprowadzonych testow wykazaty, ze powoduje on
nieznaczne zmiany w obszarze hydrofilowym dwuwarstwy lipidowej, nie ma natomiast wptywu na ob-
szar hydrofobowy bfony.

Zastrzezenia patentowe

(-)-rel-1R,6R, 1'R)-1-(1’-Bromoetylo)-9-oksabicyklo[4.3.0]Jnonan-8-on 0 wzorze 2.

. Spos6b otrzymywania (-)-rel (1R,6R,1'R)-1-(7-bromoetylo)-9-oksabicyklo[4.3.0]nonan-8-onu,
znamienny tym, ze kwas (-)-(2-etylideno-cykloheksylo)octowy o wzorze 1 poddaje sie reakcji
bromolaktonizacji N-bromoimidem kwasu bursztynowego, w rozpuszczalniku, w obecnosci ka-
talizatora, w ktérej otrzymuje sie (-)-rel-(1R,6R, 1'R)-1-(1'bromoetylo)-9-oksabicyklo[4.3.0]no-
nan-8-on o wzorze 1, ktéry oczyszcza sie metodg chromatografii kolumnowe;.

3. Sposbéb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze reakcje bromolaktonizacji kwasu (-)-(2-etyli-
deno-cykloheksylo)octowego o wzorze 1, prowadzi sie w rozpuszczalniku, ktérym jest tetra-
hydrofuran.

4. Sposob wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze reakcje bromolaktonizacji, kwasu (-)-2’-etyli-

deno-cykloheksylo)octowego o wzorze 1 prowadzi sie, w obecnosci katalitycznych ilosci

kwasu octowego.
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