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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe analogi 9,10-antrachinonu zawierajgce piperazyny podsta-
wione réznymi grupami funkcyjnymi oraz sposob ich otrzymywania. Wynalazek rozwigzuje zagadnienia
opracowania nowych Ssrodkéw o aktywno$ci przeciwnowotworowej opartych na bazie 9,10-antrachi-
nonu.

Choroby nowotworowe staty sie gtdbwng przyczyng umieralnosci, szczegdlnie w XXI wieku gtdw-
nie dlatego, ze sg one bardzo trudne do zdiagnozowania i wyleczenia. Zwigzki posiadajgce w swej
strukturze szkielet 9,10-antrachinonu zaliczane sg do najliczniejszej grupy antybiotykéw nazywanych
antracyklinami, bgdz antybiotykami antrachinonowymi.

Wsréd znanych i stosowanych jako leki pochodnych pochodnych antrachinondw mozna wyréznic
antracykliny takie zwfaszcza jak doksorubicyna, daunorubicyna, idarubicyna, epirubicyna, aklarubicyna,
mitoksantron i ich syntetyczne pochodne.

Leki te stosowane sg gtéwnie w terapii w leczeniu ostrych biataczek, chtoniakow i réznych guzéw
litych, w tym raka piersi, ptuc, tarczycy, jajnika oraz raka tkanek miekkich (Zajca A., Gorczyca M. Chemia
lekdéw. PZWL, Warszawa., 1999).

Antybiotyki antracyklinowe sg najliczniejszg grupg antybiotykow cytostatycznych hamujgcych po-
dziat komdrek stosowanych najcze$ciej w terapii przeciwnowotworowe;.

W literaturze przedmiotu zaproponowano kilka réznych mechanizmoéw wyjasniajgcych biolo-
giczne dziatanie tych antybiotykow. Pierwszy z nich oparty jest na interkalacji, czyli wttaczaniu chemio-
terapeutyku pomiedzy dwie sgsiadujgce ze sobg pary zasad w DNA. Interkalacja w helise DNA moze
spowodowac jej wydtuzenie lub pekniecie oraz zmiane wiasciwosci biochemicznych, co w konsekwencji
prowadzi do zahamowania zdolnosci do replikacji i transkrypcji (F. Gieseler, H. Biersack, T. Brieden,
J. Manderscheid, V. Nibler, Annals of Hematology, 1994, 69,13-17).

Antybiotyki antracyklinowe sg réwniez inhibitorami topoizomerazy | i Il. Topoizomerazy | i Il sg
grupg homodimerycznych enzymoéw chromosomalnych odgrywajgcych zasadniczg role w utrzymaniu
fizjologicznej funkcji DNA.

Enzymy te katalizujg proces relaksacji czgsteczek DNA z chromosoméw przez spowodowanie
okresowo powtarzajgcych sie tzw. peknie¢, przerw w jednej lub dwéch niciach DNA, co ma wptyw na
prawidtowy proces replikacji i transkrypcji (Omyta-Staszewska J., Deptata A. Wspotczesna onkologia,
2003, 7, 45-53).

Dodatkowo wykazano w znanych doniesieniach literaturowych, ze zwigzki te zwigzanie z btong
komorkowg mogg mied istotny wptyw na ptynnos¢ bton komérkowych, transport jonow, a takze zakio-
cajg rownowage procesow biochemicznych w komérce. Wihadciwosci redoks antybiotykow antracyklino-
wych mogg doprowadzi¢ do wytworzenia wolnych rodnikéw lub rodnikéw hydroksylowych, ktére powo-
dujg uszkodzenie DNA, co w konsekwencji prowadzi do zablokowania procesu transkrypcji (Frederick
C. A., Wiliams L. D., Ughetto G., Marel G. A., Boom J. H., Rich A., Wang A. H. Biochemistry, 1990, 29,
2538-2549).

Znane i opisane rozwigzania srodkow o aktywnosci przeciwnowotworowej i Sposobow ich otrzy-
mywania wykazujg nastepujgce wady.

Wadg antybiotykéw antracyklinowych jest ich kardiotoksyczno$¢ oraz obserwowany rozwéj opor-
nosci w komérkach nowotworowych wystepujgcy obok innych dziatan niepozgdanych. Zaburzenia
w krgzeniu przypisuje sie produktom powstajacym podczas biotransformacji antracyklin, szczegdlnie
przy redukcji ugrupowan chinonowych do hydrochinonowych. Powstajgce rodniki tlenowe oraz rodniki
hydroksylowe powoduja tworzenie struktur nadtlenkowych w lipidach, a ich stopniowy rozktad prowadzi
do zwigzkow dziatajgcych uszkadzajgco na miesien sercowy.

Dlatego tez, oczywistg potrzebg wspoétczesnej medycyny jest poszukiwanie nowych zwigzkdw,
potencjalnych chemoterapeutykéw przeciwnowotworowych.

Wynalazek opiera sie na otrzymaniu pochodnych 9,10-antrachinonu bedgcych czwartorzedo-
wymi solami amoniowymi oraz pochodng 9,10-antrachinonu zawierajacg grupe benzylowa.

Pierwszym zwigzkiem jest 1-(4,4-dimetylopiperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon (Zwigzek 1). Kolej-
ny zwigzek to 1-(4,4-di(karboksymetylo)piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon (Zwigzek 2) oraz 1-(4-benzy-
lopiperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon (Zwigzek 3). Wszystkie zwigzki zawierajg w swojej strukturze cza-
steczke piperazyny, na bazie ktorej zostaty zsyntezowane. Pochodne charakteryzujg sie zr6znicowang
aktywno$cig przeciwnowotworowg w zaleznoéci od podstawnikow.
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Rysunek 1. Struktury zwigzkéw chemicznych bedgcych przedmiotem zgtoszenia.

Przedmiotem wynalazku jest analog antrachinonu znamienny tym, ze stanowi go 1-(4,4-dimety-
lopiperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon o wzorze:
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Przedmiotem wynalazku jest rowniez analog antrachinonu znamienny tym, ze stanowi go 1-(4,4-
-di(karboksymetylo)piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon o wzorze:
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Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania analogu antrachinonu 1-(4,4-dimetylopipera-
zyn-1-ylo)-9,10-antrachinon, gdzie przeprowadza sie reakcje w tetrahydrofuranie poczgtkowo w tempe-
raturze 100°C przez 8 h, a nastepnie w temperaturze 60°C przez kolejne 40 h, z tak otrzymanej mie-
szaniny poreakcyjnej usuwa sie rozpuszczalnik na wyparce prozniowej, pozostato$é przemywa sie to-
luenem i ponownie usuwa rozpuszczalnik, a suchg pozostatos¢ rozpuszcza sie w wodzie i przemywa
sie heksanem (2 x 200 ml), po ktérym mieszanine otrzymanych w wyniku reakcji chemicznej zwigzkdw
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izoluje sie z warstwy wodnej stosujac jako metode rozdziatu wysokosprawng chromatografie cieczowa
w uktadzie faz odwrdéconych w skali preparatywne;.

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania analogu antrachinonu 1-(4,4-di(karboksyme-
tylo)piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinonu, gdzie przeprowadza sie reakcje chemiczng 1-(piperazyn-1-
-ylo)-9,10-antachinonu z kwasem bromooctowym w toluenie w temperaturze 100°C, po uptywie 72 h
otrzymuje sie 1-(4,4-di(karboksymetylo)piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon, po czym z mieszaniny pore-
akcyjnej usuwa sie toluen na wyparce prozniowej, a suchg pozostato$¢ rozpuszcza w mieszaninie
chlorku metylenu, a otrzymany zwigzek izoluje sie z mieszaniny stosujgc jako metode rozdziatu chro-
matografie kolumnowg na zelu krzemionkowym, stosujgc jako eluent poczatkowo sam chlorek metylenu
a nastepnie uktad chlorek metylenu i metanol ze wzrastajgcym gradientem metanolu i uzyskuje produkt
z wydajnoscig okoto 85%.

Przedmiotem wynalazku jest sposob otrzymywania analogu antrachinonu 1-(4-benzylopiperazyn-
-1-ylo)-9,10-antrachinonu, gdzie wykorzystuje sie jako substraty 1-(piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinonu
i bromek benzylu, przeprowadzajgc reakcje w bezwodnym etanolu w temperaturze pokojowej w czasie
72 h, z tak otrzymanej mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie etanol na wyparce prézniowej, pozostato$é
rozpuszcza sie w chlorku metylenu i przemywa sie woda (3 x 200 ml), a otrzymang warstwe organiczng
suszy sie bezwodnym MgSOa4 i odparowuje rozpuszczalnik na wyparce préozniowej, po czym mieszanine
otrzymanych w wyniku reakcji chemicznej zwigzkow izoluje sie stosujgc jako metode rozdziatu chroma-
tografie kolumnowa na zelu krzemionkowym, stosujgc jako eluent poczatkowo sam chlorek metylenu
a nastepnie ukfad chlorek metylenu i metanol ze wzrastajagcym gradientem metanolu, uzyskujgc produkt
z wydajnoscig okoto 75%.

Wynalazek ilustrujg nastepujgce przyktady wykonania, nie stanowigce jego ograniczenia:

Wszystkie otrzymane zwigzki chemiczne scharakteryzowano technikami spektroskopowymi i ma-
sowymi. Ponizej przedstawiono analizy masowe MALDI, IR oraz HPLC. Dla wszystkich zwigzkow wy-
konano analizy wykorzystujgc zestaw analityczny HPLC firmy Schimadzu, uzywajac kolumny (firmy
Phenomenex Luna C8(2), 150 x 3 mm, o $rednicy ziaren sorbentu 5 pm i wielkosci poréw 100 A), sto-
sujac przeptyw 1 ml/min w gradiencie rozpuszczalnikéw (A = H20 + 0,1% TFA, B=ACN + 0,1% TFA)
przy dtugo$ci fali 254 nm.

Zwigzek (1) 1-(4,4-dimetylopiperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon

MALDI - TOF MS: m/z 321,2 [M], (MW = 321,40).

IR (KBr) (cm-"): 3665, 3430, 2927, 2857, 1681, 1584, 1445, 1401, 1377, 1322, 1274, 1251, 1210,
1136, 1038, 1014, 966, 931, 914, 845, 803, 760, 725, 712, 665

RP-HPLC: Rt =8,718 - gradient 0-100% (A - B) w 15 min

Zwigzek (2) 1-(4,4-di(karboksymetylo)piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon

MALDI - TOF MS: m/z 409,2 [M], (MW = 409,42).

IR (KBr) (cm-"): 3408, 2927, 2852, 2495, 1740, 1661, 1585, 1496, 1458, 1428, 1360, 1323, 1280,
1207, 1162, 1086, 1042, 1028, 984, 922, 911, 898, 885, 836, 805, 734, 706, 660, 550. RP-HPLC:
Rt=11.369 gradient 0-100% (A - B) w 20 min

Zwigzek (3) 1-(4-benzylopiperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon

MALDI - TOF MS: m/z 383,0 [M+H]*, (MW = 382,45).

IR (KBr) (cm"): 3425, 3030, 3006, 2936, 2879, 2821, 2770, 1731, 1664, 1578, 1492, 1469, 1444,
1423, 1378, 1313, 1263, 1217, 1177, 1155, 1136, 1119, 1077, 1034, 1004, 922, 902, 833, 804, 745,
708, 699, 662, 609, 561, 468.

RP-HPLC: Rt =10,207 gradient 0-100% (A - B) w 15 min

Wynalezione zwigzki cechujg sie wysoka aktywno$cig przeciwnowotworowg z zachowaniem ni-
skiej toksycznosci na roznych poziomach, ktérg uzyskano w pierwszej na zasadzie przyfaczenia grup
metylowych oraz karboksylowych do pierScienia heterocyklicznego i w nastepnej kolejnosci przez przy-
faczenie do czgsteczki 9,10-antrachinonu fragment piperazyny zawierajgcego podstawnik benzylowy.

Otrzymywanie soli 1-(4,4-dimetylopiperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon wedtug wynalazku polega
na wykorzystaniu 1-(piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinonu, jodku metylu i wodorku sodu jako substratdw,
na ktorych przeprowadza sie reakcje w tetrahydrofuranie poczatkowo w temperaturze 100°C przez 8 h
a nastepnie w temperaturze 60°C przez kolejne 40 h. Z mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie rozpusz-
czalnik na wyparce prozniowej, pozostatos¢ przemywa sie toluenem i ponownie usuwa rozpuszczalnik.
Suchg pozostatos¢ rozpuszcza sie w wodzie i przemywa sie heksanem (2 x 200 ml). Mieszanine otrzy-
manych w wyniku reakcji chemicznej zwigzkow izoluje sie z warstwy wodnej stosujgc jako metode roz-
dziatu wysokosprawng chromatografie cieczowg w uktadzie faz odwréconych w skali preparatywne;j
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(RP-HPLC), kolumna Vydac C18 (300 A, 10 um, 250 x 22 mm), w gradiencie 0-100% acetonitrylu,
z zastosowaniem dynamiki przeptywu 10 ml/min i detekcjg UV przy 254 nm. Postepujac w ten sposéb
uzyskuje sie produkt z wydajno$cig okoto 80%, 1-(4,4-dimetylopiperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon.

W innej odmianie postepowania sposobem wedtug wynalazku mozna réwniez otrzymaé wynale-
ziony zwigzek stosujgc jako Srodek metylujgcy 1-(piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon i/albo wszystkie
dostepne handlowo czynniki metylujgce.

W wyniku przeprowadzenia reakcji chemicznej 1-(piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinonu z kwasem
bromooctowym w toluenie w temperaturze 100°C, po uptywie 72 h otrzymuje sie 1-(4,4-di(karboksyme-
tylo)piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon — zwigzek 2. Nastepnie z mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie to-
luen na wyparce prézniowej, a suchg pozostatos$¢ rozpuszcza w mieszaninie chlorku metylenu. Zwigzek
izoluje sie z mieszaniny stosujgc jako metode rozdziatu chromatografie kolumnowg na zelu krzemion-
kowym, oraz stosujac jako eluent poczatkowo sam chlorek metylenu, a nastepnie uktad chlorek mety-
lenu i metanol ze wzrastajgcym gradientem metanolu, uzyskujgc produkt z wydajnoscig okoto 85%.

Postepujgc sposobem wedtug wynalazku 1-(4,4-di(karboksymetylo)piperazyn-1-ylo)-9,10-antra-
chinon — zwigzek 2, mozna réwniez otrzymaé przeprowadzajgc reakcje chemiczng w innych rozpusz-
czalnikach. Jako substratu mozna uzy¢ takze wszystkie halogenopochodne kwasu octowego, a takze
ich estry. W przypadku zastosowania estréw pochodnych halogenopochodnych kwasu octowego nie-
zbedne jest przeprowadzenie reakcji hydrolizy.

Postepujgc sposobem wedtug wynalazku 1-(4-benzylopiperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon — zwig-
zek 3 otrzymuje sie wykorzystujgc jako substraty 1-(piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinonu i bromek ben-
zylu. Reakcje przeprowadza sie w bezwodnym etanolu w temperaturze pokojowej w czasie 72 h.
Z mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie etanol na wyparce prozniowej, pozostato$¢ rozpuszcza sie
w chlorku metylenu i przemywa sie wodg (3 x 200 ml). Otrzymang warstwe organiczng suszy sie bez-
wodnym MgSOs i odparowuje sie rozpuszczalnik na wyparce prozniowej. Mieszanine otrzymanych
w wyniku reakcji chemicznej zwigzkow izoluje sie stosujgc jako metode rozdziatu chromatografie ko-
lumnowg na zelu krzemionkowym, stosujac jako eluent poczgtkowo sam chlorek metylenu, a nastepnie
ukfad chlorek metylenu i metanol ze wzrastajgcym gradientem metanolu, uzyskujgc produkt z wydajno-
Scig okoto 75%.

Zwigzki chemiczne wedtug wynalazku spetniajg zatozone zadania i cechujg sie nastepujgcymi
podstawowymi zaletami.

Wszystkie wynalezione zwigzki chemiczne wykazujg aktywnos¢ cytostatyczng wobec nastepuja-
cych linii komédrek nowotworowych: ostrej biataczki promielocytarnej ludzkiej HL-60, ostrej biataczki pro-
mielocytarnej ludzkiej opornej na mitoksantron HL-60/MX2, ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego
LoVo, ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego opornego na doksorubicyne LoVo/DX.

Wynalezione pochodne 9,10-antrachinonu zostaty przebadane pod katem aktywno$ci cytosta-
tycznej rowniez wobec komorek prawidtowych morfologicznie, gdzie do badan zostaty uzyte komorki
prawidtowe mysich fibroblastow BALB/3T3.

Aktywnos$¢ cytotoksyczng testowanych zwigzkow wobec komérek linii HL-60 oraz HL-60/MX2
oceniono przy uzyciu testu MTT, mierzgcego zahamowanie proliferacji komérek docelowych w 96-go-
dzinnej hodowli in vitro (Marcinkowska et al. J. Steroid Biochem. Mol. 67:71-78, 1998). Natomiast
w przypadku komorek linii B16, Hs 294T, LoVo, LoVo/DX oraz Balb/3T3 do oceny aktywnoSci cytosta-
tycznej testowanych zwigzkdw uzyto testu SRB mierzgcego zahamowanie proliferacji komaérek docelo-
wych w 96-godzinnej hodowli in vitro [Skehan et al., J. Natl. Cancer Inst., 82:1107-1112, 1990].
W kazdym do$wiadczeniu probki zawierajgce okreslone stezenia preparatu nanoszono w trzech powto-
rzeniach. DoSwiadczenia powtarzano co najmniej trzy razy. Dla kazdego z badanych zwigzkdw zostato
wyznaczone stezenie zwigzku powodujgce zahamowanie proliferacji komérek w 50% (ICx=o).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze wynaleziona seria nowych zwigzkow otrzymywanych cha-
rakterystycznym sposobem, wykazuje wysokg aktywnos$¢ antyproliferacyjna, a zaden ze zwigzkéw nie
wykazuje lekoopornoéci. Ponadto wszystkie zwigzki wykazujg stosunkowo niskg toksyczno$é wobec
komorek prawidtowych mysich fibroblastow BALB/3T3, a jednocze$nie dos¢ silnie dziatajg w stosunku
do badanych linii komérkowych.
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Zastrzezenia patentowe

1. Analog antrachinonu, znamienny tym, ze stanowi go 1-(4,4-dimetylopiperazyn-1-ylo)-9,10-
-antrachinon o wzorze:

HsC  CHs
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2. Analog antrachinonu, znamienny tym, ze stanowi go 1-(4,4-di(karboksymetylo)piperazyn-1-
-ylo)-9,10-antrachinon o wzorze:
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3. Sposdb otrzymywania analogu antrachinonu, znamienny tym, ze w celu uzyskania 1-(4,4-
-dimetylopiperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinon, przeprowadza sie reakcje w tetrahydrofuranie
poczatkowo w temperaturze 100°C przez 8 h, a nastepnie w temperaturze 60°C przez kolejne
40 h, z tak otrzymanej mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie rozpuszczalnik na wyparce proz-
niowej, pozostato$¢ przemywa sie toluenem i ponownie usuwa rozpuszczalnik, a suchg pozo-
stato$¢ rozpuszcza sie w wodzie i przemywa sie heksanem (2 x 200 ml), po ktorym mieszanine
otrzymanych w wyniku reakcji chemicznej zwigzkéw izoluje sie z warstwy wodnej stosujgc
jako metode rozdziatu wysokosprawng chromatografie cieczowg w uktadzie faz odwrdconych
w skali preparatywne;.

4. Sposob otrzymywania analogu antrachinonu, znamienny tym, ze w celu uzyskania 1-(4,4-
-di(karboksymetylo)piperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinonu, przeprowadza sie reakcje chemicznag
1-(piperazyn-1-ylo)-9,10-antachinonu z kwasem bromooctowym w toluenie w temperaturze
100°C, po uptywie 72 h otrzymuje sie 1-(4,4-di(karboksymetylo)piperazyn-1-ylo)-9,10-antra-
chinon, po czym z mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie toluen na wyparce prézniowej, a suchg
pozostato$¢ rozpuszcza w mieszaninie chlorku metylenu, a otrzymany zwigzek izoluje sie
Zz mieszaniny stosujgc jako metode rozdziatu chromatografie kolumnowg na zelu krzemion-
kowym, stosujgc jako eluent poczatkowo sam chlorek metylenu a nastepnie uktad chlorek
metylenu i metanol ze wzrastajgcym gradientem metanolu i uzyskuje produkt z wydajnoscia
okoto 85%.
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5. Sposdb otrzymywania analogu antrachinonu, znamienny tym, ze w celu uzyskania 1-(4-ben-
zylopiperazyn-1-ylo)-9,10-antrachinonu, wykorzystuje sie jako substraty 1-(piperazyn-1-ylo)-
-9,10-antrachinonu i bromek benzylu, przeprowadzajgc reakcje w bezwodnym etanolu w tem-
peraturze pokojowej w czasie 72 h, z tak otrzymanej mieszaniny poreakcyjnej usuwa sie eta-
nol na wyparce prozniowej, pozostatoS¢ rozpuszcza sie w chlorku metylenu i przemywa sie
wodg (3 x 200 ml), a otrzymang warstwe organiczng suszy si¢ bezwodnym MgSO4 i odparo-
wuje rozpuszczalnik na wyparce prozniowej, po czym mieszanine otrzymanych w wyniku re-
akcji chemicznej zwigzkow izoluje sie stosujgc jako metode rozdziatu chromatografie kolum-
nowg na zelu krzemionkowym, stosujgc jako eluent poczatkowo sam chlorek metylenu a na-
stepnie uktad chlorek metylenu i metanol ze wzrastajgcym gradientem metanolu, uzyskujgc
produkt z wydajnoscig okoto 75%.



