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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest (E)-oksym 4’-fenylo-4-nitrochalkonu o wzorze 2 i (2)-oksym 4’-fenylo-4-nitro-
chalkonu o wzorze 3 przedstawione na rysunku. Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposéb jednoczesnego
otrzymywania (E)-oksymu 4'-fenylo-4-nitrochalkonu i (2)-oksymu 4’-fenylo-4-nitrochalkonu.

Wynalazek moze znalez¢ zastosowanie jako potencjalny inhibitor wzrostu mikroorganizmoéw,
zwtaszcza bakterii, drozdzy oraz grzybéw strzepkowych.

Wynalazek moze znalez¢ zastosowanie jako sktadnik potencjalnego leku w terapii przeciwnowo-
tworowe;j.

Chalkony, (E)-1,3-difenylo-2-propen-1-ony, nalezg do licznej grupy bioflawonoidéw wystepuja-
cych w roslinach. Sg one prekursorami w biosyntezie wszystkich klas zwigzkéw flawonoidowych. Po-
siadajgc strukture o,p-nienasyconych bicyklicznych naturalnych ketonéw wykazujg szerokie spektrum
dziatania w zaleznosci od rodzaju podstawnikéw przytgczonych do pierécieni aromatycznych. Wykazujg
one aktywnos$¢ antybakteryjng, antynowotworowg i przeciwzapalng. [D. Kumar, N.M. Kumar, K. Aka-
matsu, E. Kusaka, H. Harada, T. Ito, Bioorg. Med. Chem. Leftt., 2011, 20, 3916-3919. ; M.L. Go, X. Wu,
X.L. Liu, Curr. Med. Chem., 2005, 12, 483-499; PM. Sivakumar, S. Ganesan, P. Veluchamy, M. Dobie,
Chem. Biol. Drug. Des., 2010, 76, 407-411; Z. Nowakowska, Eur. J. Med. Chem., 2007, 42, 125-137;
S.Y. Shin, Y.H. Lee, J. Korean Soc. Appt. Biol. Chem., 2013, 56, 113-116]. Wysoka aktywnos¢ biolo-
giczna naturalnie wystepujgcych chalkonéw zachecita Srodowisko naukowe do syntezy nowych pochod-
nych o szkielecie frans-chalkonu.

Jednymi z pochodnych sg oksymy chalkonéw. Oksymy stanowig wazng klase zwigzkéw orga-
nicznych o ogélnej budowie RR’C=N-OH. Sg one prekursorami takich grup funkcyjnych jak aminy,
zwigzki nitrowe, amidy. Ponadto moga réwniez dziataé jako wazne ligandy w mono i wielopierscienio-
wych kompleksach metali. [Marti-Rujas, J.; Colombo, L; L, J.; Dey, A.; Terraneo, G.; Metrangolo, P.;
Pilati.T; Resnati, G. Chem. Commun. 2012, 8207.; Aakerdy, C. B.; Panikkattu, S.; Chopade, P. D., De-
sper, J. Cryst. Eng. Comm. 2013,15, 3125.] W wyniku deprotonacji moga funkcjonowaé jako silne li-
gandy majgce zastosowanie w chemii koordynacyjnej metali. [Konidaris, K. F.; Katsoulakou, E.; Kapla-
nis, M.; Bekiari, V.; Terzis, A.; Raptopoulou, C. P; Manessi-Zoupa, E.; Perlepes, S. P. Dalton Trans.
2003, 39,4492.; Chaudhuri, P; Weyhermiller, T; Wagner, R.; Khanra, S.; Biswas, B.; Bothe, E.;Bill, E.
Inorg. Chem. 2007, 46, 9003.]. Oksymy wykazujg rowniez immunosupresyjng aktywnosé i niskg cyto-
toksyczno$¢. Istniejg rowniez dowody na ich zdolno$¢ do zahamowania klinicznego i histologicznego
obrazu zapalenia mézgu i rdzenia podczas terapii przeprowadzonej na szczurach [Levine, S.; Sowinski,
R. J. Immunol. 1978, 2, 602.]. Pochodne oksymowe dezoksybenzoiny posiadajg dziatanie immunosu-
presyjne. Cztery oksymy dezoksybenzoiny wykazywaty nizszg cytotoksycznos¢ i aktywno$¢ hamujgca
proliferacje przeciwciat CD3 i przeciwciat CD28 limfocytéw T niz inne zwigzki. Dodatkowo oksym 3-bromo-2-hy-
droksy-dezoksybenzoiny wykazuje 100-krotnie nizszg cytotoksycznos¢ niz cyklosporyna A (CsA). Wstepne ba-
dania wykazaty, ze zwigzek ten wykazuje dziatanie immunosupresyjne przez indukowanie apoptozy w aktywo-
wanych komdérkach weztéw chtonnych, w sposéb zalezny od dawki. [Li, H. Q.; Luo, Y; Song, R; Li, Z. L; Yan, T;
Zhu, H. L. ChemMedChem 2010, 5, 1117.].

Oksymy chalkonéw mogg mie¢ zastosowanie jako potencjalne srodki immunosupresyjne charakteryzu-
jace sie wysoka skutecznoscig i niskg cytotoksycznoscia. Istniejg w literaturze doniesienia o ich aktywnosci ha-
mujgcej proliferacje przeciwciat CD3 i przeciwciat CD28 limfocytéw T. Ponadto oksym 4-metoksy-4-metoksychal-
konu wykazywat 200-krotnie mniejsze wtadciwosci cytotoksyczne niz CsA. [Yin Luo, Ran Song, Yao Li, Shuai
Zhang, Zhi-Jun Liu, Jie Fu, Hai-Liang Zhu, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 22, 2012, 3039-3043.] Do-
datkowo wykazano, ze oksymy chalkonéw hamujg namnazanie przeciwciat linii komérkowych raka ptuc A549,
raka szyjki macicy Hela i raka MCF-7. Najsilniejsze dziatanie antyproliferacyjne miat oksym 5-amino-2,4,6-trime-
toksychalkonu, co znalazto réwniez potwierdzenie w badaniach symulacji dokowania. Zwigzek ten wigze sie $cisle
do domeny kolchicyny na tubulinie i dziata jako inhibitor polimeryzacji mikrotubul. [Yan-Ting Wang, Ya-Juan Qin,
Ya-Liang Zhang, Yu-Jing Li, Bing Rao, Yan-Qing Zhang, Meng-Ru Yang, Ai-Qin Jiang, Jin-Liang Qi, Hai-Liang
Zhu, RSC Adv., 2014 4, 32263-32275]. Istniejg réwniez doniesienia literaturowe dotyczgce badan symulacji wig-
zania pomiedzy tyrozynazg i hydroksy — podstawionym oksymem natftylochalkonu. Niektére z nich zostaty ziden-
tyfikowane jako inhibitory konkurencyjne tyrozynazy, wykazujac dziatanie dwa razy silniejsze od kontroli — kwasu
kojowego. Opracowanie inhibitoréw tyrozynazy jest obiecujgcym podej$ciem do zwalczania przebarwien, plam
soczewicowatych, piegbw i przebarwien pozapalnych. Moze dac¢ to podstawe do tworzenia nowych zwigzkéw
przeciwko odbarwieniom oraz zapobiegajacym brgzowieniu zywnosci. [Sini Radhakrishnan, Ronald Shimmon,
Costa Conn, Anthony Baker, Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 25, 2015, 4085—4091]. Ponadto, oksymy,
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popularne w chemii supramolekularnej sg silnymi dawcami wigzania wodorowego, ktére moze by¢ zaangazo-
wane w tworzenie wigzan wodorowych z aminokwasami enzymu.

W dostepnej literaturze nie znaleziono doniesien na temat (E)-oksymu 4’-fenylo-4-nitrochalkonu
oraz (Z)-oksymu 4’-fenylo-4-nitrochalkonu i sposobu ich wytwarzania.

Dotychczas nie sg znane doniesienia dotyczgce zastosowania oksymow 4’-fenylochalkonu jako
zwigzkéw o dziataniu hamujgcym rozwdj bakterii, drozdzy oraz grzybéw strzepkowych, a takze jako
zwigzkow o dziataniu przeciwnowotworowym.

Istotg wynalazku jest (E)-oksym 4’-fenylo-4-nitrochalkonu oraz (Z)-oksym 4’-fenylo-4-nitrochal-
konu.

Istotg wynalazku jest takze sposéb jednoczesnego otrzymywania (E)-oksymu 4’-fenylo-4-nitrochalkonu
oraz (2)-oksymu 4’fenylo-4-nitrochalkonu polegajgcy na tym, ze do substratu, ktérym jest 4-fenylo-4-nitrochal-
kon o0 wzorze 1 dodaje sie chlorowodorek hydroksyloaminy, bezwodny siarczan(VI) sodu w stosunku molowym
co najmniej 1:1:1. Nastepnie dodaje sie mieszanine alkoholu i 1,4-dioksanu, po czym po rozpuszczeniu sie
substratéw dodaje sie pirydyne w stosunku molowym od 3 do 12 do chalkonu. Cato$¢ stanowi mieszanine
reakcyjng, ktérg zabezpiecza sie przed dostepem Swiatta i pozostawia w temperaturze od 18°C do 28°C na
okres od 5 do 14 dni. Po tym czasie mieszanine reakcyjng wylewa sie do schtodzonej wody albo wody z lodem,
a nastepnie prowadzi sie ekstrakcje rozpuszczalnikiem organicznym niemieszajgcym sie z wodg, osusza bez-
wodnym siarczanem(VIl) magnezu ilub bezwodnym siarczanem(VI) sodu, a rozpuszczalnik odparowuje sie.
Otrzymany ekstrakt oczyszcza sie na kolumnie chromatograficznej.

Korzystne jest gdy, stosunek molowy chalkon : chlorowodorek hydroksyloaminy : siarczan(VI)
sodu wynosi 1:2:2 oraz pirydyny 3,53 w stosunku do chalkonu.

Korzystne takze jest, gdy alkoholem jest alkohol etylowy i/lub alkohol metylowy.

Korzystne réwniez jest, gdy w reakcji stosowana jest bezwodna pirydyna.

Korzystnym jest takze, gdy rozpuszczalnikiem organicznym stosowanym do ekstrakcji jest octan
etylu.

Korzystnie jest takze, gdy reakcje prowadzi sie przy ciggtym mieszaniu.

Korzystnie jest takze, gdy reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowe;j.

Korzystne jest rowniez, gdy reakcje prowadzi sie w atmosferze azotu.

Korzystnie jest takze, gdy eluent stosowany do oczyszczania na kolumnie chromatograficznej
stanowi mieszanina heksanu i octanu etylu w stosunku objeto$ciowym 3:1.

Zasadniczg zaletg wynalazku jest otrzymanie (E)-oksymu 4’-fenylo-4-nitrochalkonu i (2)-oksymu
4’-fenylo-4-nitrochalkonu w stosunku E:Z 0,57:1 z wydajnoscig 57,5%, z uzyciem tatwo dostepnych od-
czynnikdw.

Sposbb wykonania wynalazku objasniony jest w przyktadzie wykonania.

Przyktad otrzymywania

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 100 ml nawazono 600 mg (1,82 mmol) 4’-fenylo-4-nitro-
chalkonu oraz 253 mg (3,64 mmol) chlorowodorku hydroksyloaminy i 518 mg (3,64 mmol) bezwodnego
siarczanu(VI) sodu. Cato$é rozpuszczono w 60 ml mieszaniny metanolu i 1,4-dioksanu (1:1, v/v). Apa-
rature wypetniono azotem, dodano 0,521 ml (6,44 mmol) bezwodnej pirydyny i mieszano na mieszadle
magnetycznym w temperaturze pokojowej przez 8 dni bez dostepu Swiatta. Nastepnie mieszanine re-
akcyjng wylano do wody z lodem w wyniku czego wytracit sie kleisty osad. Cato$é ekstrahowano octa-
nem etylu (3 x 50 ml). Potgczone warstwy organiczne przemyto nasyconym roztworem chlorku sodu
i suszono nad bezwodnym siarczanem(VI) sodu, po czym odsgczono srodek suszgcy a rozpuszczalnik
odparowano. Surowe produkty oczyszczono przy pomocy chromatografii kolumnowej stosujac jako elu-
ent mieszanine heksan:octan etylu 3:1 (v/v) w wyniku czego uzyskano czyste stereoizomery E i Z oksy-
mow 4’-fenylo-4-nitrochalkonu w postaci jasnozottych proszkéw z wydajnoscig 57,5% (0,361 g) w sto-
sunku E:Z 0,57:1.

State fizyczne i spektroskopowe otrzymanych zwigzkdéw sg nastepujgce:

(E)-oksym 4’-fenylo-4-nitrochalkonu, czyli oksym (7E,2E)-1-([1,1-bifenyl]-4-ylo)-3-(4-nitrofe-
nylo)prop-2-en-1-onu

Temp. topnienia = 163-166°C

"H NMR (600 MHz, aceton-ds) 5 [ppm]: 11,00 (1H, s, C=N-OH), 8,27 (2H, d, J=8,8 Hz, H-3, H-5, AA'BB)),
7,92 (3H, m,J=16,7, 8,8, Hz, H-o, H-2, H-6), 7,76 (2H, d, J= 8,6 Hz, H-3’, H-5", AA'BB), 7,73 2H, m, J = 8,4 Hz,
H-2", H-6”), 7,65 (2H, d, J = 8,5 Hz, H-2", H-6’, AABB), 7,50 2H, m, J = 7,4 Hz, H-3”, H-5", 7,40 (1H,t, J= 74
Hz, H-4"), 7,05 (1H, d, J= 16,7 Hz, H-B); 3C NMR (150 MHz, aceton-d®) 3 [ppm]: 156,17 (C=N-OH), 148,61 (C-4),
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144,07 (C4), 142,35 (C-17), 141,15 (C-1), 135,92 (C-p), 135,22 (C-1)), 130,36 (C-2', C-6), 129,85 (C-3”, C-5"),
129,07 (C-2, C-6), 128,53 (C-4), 127,73 (C-3, C-5), 127,68 (C-2”, C-6") , 124,81 (C-3, C-5), 122,31 (C-w);

UV (MeOH) kmax [nm]: 260,56;

HR ESI-MS m/z: 345,1242 [M+H]*; obliczona dla C21H17N203; 345,1234 [M+H]";

(&)-oksym 4’-fenylo-4-nitrochalkonu, czyli oksym (7Z 2E)-1-([1,1’-bifenyl]-4-ylo)-3-(4-nitrofe-
nylo)prop-2-en-1-onu

Temperatura topnienia = 169-172°C

"HNMR (600 MHz, DMSO-de) 3 [ppm]: 11,67 (1H, s, C=N-OH), 8,15 (2H, d, J=8,9 Hz, H-3, H-5, AABB)),
7,81 (2H, d, J=8,9 Hz, H-2, H-6, AA'BB), 7,79 (2H, d, J = 8,3 Hz, H-3', H-5', AABB’), 7,74 (2H, m, J= 8,3, Hz,
H-2”, H-6"), 7,50 2H, m, J=7,7 Hz, H-3", H-5"), 7,40 (4H, m, J= 16 4, 8,3 Hz, H-«, H-2", H-6’, H-4"), 6,56 (1H, d,
J=16,4 Hz, H-p); 3C NMR (150 MHz, DMSO-ds) 3 [ppm]: 156,35 (C=N-OH), 146,56 (C-4), 142,94 (C-4"), 140,21
(C-1M, 139,65 (C-1), 131,55 (C-17), 131,51 (C-B), 130,85 (C-w), 129,28 (C-3”, C-57), 129,04 (C-2’, C-6), 127,78
(C-2,C-6), 127,73 (C4"), 126,73 (C-3, C-5), 126,56 (C-2”, C-6"), 123,89 (C-3, C-5);

UV (MeOH) Lmax [nm]: 254,59; 334,80;

HR ESI-MS m/z: 345,1239 [M+H]*; obliczona dla C21H17N203: 345,1234 [M+H]".

Zastrzezenia patentowe

—_

(E)-oksym 4’-fenylo-4-nitrochalkonu o wzorze 2 przedstawiony na rysunku.
(2)-oksym 4’-fenylo-4-nitrochalkonu o0 wzorze 3 przedstawiony na rysunku.
Sposo6b jednoczesnego otrzymywania (E)-oksymu 4’-fenylo-4-nitrochalkonu o wzorze 2 i (Z)-oksymu
4’-fenylo-4-nitrochalkonu, znamienny tym, ze do substratu, kiérym jest 4-fenylo-4- nitrochalkon
o wzorze 1 dodaje sie chlorowodorek hydroksyloaminy, bezwodny siarczan(VI) sodu w stosunku
molowym co najmniej 1:1:1, nastepnie dodaje sie mieszanine alkoholu i 1,4-dioksanu, po czym po
rozpuszczeniu sie substratéw dodaje sie pirydyne w stosunku molowym od 3 do 12 do chalkonu, co
stanowi mieszanine reakcyjna, ktérg zabezpiecza sie przed dostepem $wiatta i pozostawia w tem-
peraturze od 18°C do 28°C na okres od 5 do 14 dni, po czym mieszanine reakcyjng wylewa sie do
schtodzonej wody albo wody z lodem, a nastepnie prowadzi sie ekstrakcje rozpuszczalnikiem orga-
nicznym niemieszajgcym sie z wodg, osusza bezwodnym siarczanem(VIl) magnezu i/lub bezwod-
nym siarczanem(VI) sodu, a rozpuszczalnik odparowuje sie, nastepnie otrzymany ekstrakt oczysz-
cza sie na kolumnie chromatograficzne;.
4. Sposo6b wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze stosunek molowy chalkon : chlorowodorek hy-
droksyloaminy : siarczan(VI) sodu wynosi 1:2:2.
5. Sposéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze w reakcji stosowana jest bezwodna pirydyna.
6. Sposo6b wediug zastrz. 3, znamienny tym, ze alkoholem jest alkohol etylowy i/lub alkohol
metylowy.
7. Sposbéb wediug zastrz. 3, znamienny tym, ze rozpuszczalnikiem organicznym stosowanym
do ekstrakciji jest octan etylu.
8. Sposbb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze reakcje prowadzi sie przy ciggtym mieszaniu.
9. Sposbéb wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze reakcje prowadzi sie w temperaturze pokojowej.
10. Sposo6b wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze reakcje prowadzi sie w atmosferze azotu.
11. Sposob wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze eluent stosowany do oczyszczania na kolumnie
chromatograficznej stanowi mieszanina heksanu i octanu etylu w stosunku objeto$ciowym 3:1.
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