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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-
-metylobenzeno-1-sulfonian, bedacy pochodng pirydo[2,3-d]pirymidyny z ugrupowaniem tosylowym
oraz jego zastosowanie do barwienia biologicznych struktur komérkowych.

Zwigzki oparte na szkielecie pirydo[2,3-d]pirymidyny znane sg ze swoich wtasciwosci przeciwno-
wotworowych oraz hamujacych dziatanie kinaz biatkowych. Wiele danych literaturowych wskazuje za-
stosowanie zwiazkow pirydo[2,3-d]pirymidyny jako inhibitorow kinaz tyrozynowych, takich jak PDGFr,
bFGFr oraz c-Src, czy tez biatek mTOR i Akt, ktore sa odpowiedzialne za sygnalizacje komorkowa,
zwigzang z procesami umozliwiajacymi proliferacje, przezycie oraz rozsiew komorek nowotworowych.
Zwiazki te sa opisane w dokumentach patentowych: US10618902, US2008194546, W0O2007/060404
oraz w szeregu publikacji naukowych: Connolly C., Hamby J., Schroeder M., Barvian M., Fu G., Panek
R., Amar A., Shen C., Kraker A, Fry D., Klohs D., Doherty A., Bioorg. Med. Chem. Lett., 1997, 7(18),
2415-2420; Kraker A., Hartl B., Amar A, Barvian M., Showalter H., Moore C., Biochem. Pharmacaol.,
2000, 60(7), 885-898; Fares M., Abou-Seri S., Abdel-Aziz H., Abbas S., Youssef M., Eladwy R., Eur. J.
Med. Chem., 2014, 83, 155-166. Jednakze zadna z cytowanych prac nie dotyczy mozliwosci wykorzy-
stania zwigzkow zawierajgcych szkielet pirydo[2,3-d]pirymidyny do barwienia struktur komdrkowych.

Obrazowanie struktur komorkowych jest przedmiotem zainteresowania wielu osrodkéw badaw-
czych, poniewaz ich efektywne i rzetelne zobrazowanie jest narzedziem do poznania mechanizméw
wielu badan biomedycznych. Jest to istotne w szerokim zakresie, zaréwno z punktu widzenia badan
podstawowych, badan in vivo, pdzniejszych badan klinicznych jak i ich ostatecznego wykorzystania
w medycynie. Pomimo dostepnosci wielu zwiazkéw swiattoczutych, nadal istnieje potrzeba do zapetnie-
nia luk w zaleznosci od potrzeb naukowych, medycznych i diagnostycznych. Charakterystyczne wtasci-
wosci absorpcyjne, a co za tym idzie réwniez i emisyjne pozwalaja na wykorzystanie odpowiednich
2rédet wzbudzenia w zaleZznosci od potrzeby badacza czy lekarza. Precyzyjne umiejscowienie organelli
komorkowych pozwala na ocene wielu zjawisk w procesie wczesnych badan, a co najwazniejsze na
doktadne ulokowanie zmian chorobowych w przypadku np. chirurgii onkologicznej. Obecnie istnieje
wiele komercyjnie dostepnych barwnikéw dedykowanych do poszczegdlnych struktur w komaorce oraz
posiadajacych maksimum emisji obejmujace caty zakres $wiatta widzialnego. Gromadzenie sie barwni-
kow w charakterystycznych miejscach komorki czesto jest wynikiem oddziatywania z elementami cy-
toszkieletu oraz kwasami nukleinowymi [US9102835, US5075556, US20100184042, US20040156782].
Z punktu widzenia diagnostyki i samej medycyny istotne jest, aby barwnik wigzat sie z miejscem zmie-
nionym chorobowo (np. nowotworem) i pozwalat na precyzyjne wskazanie miejsca przeznaczonego do
resekcji wraz z obszarem marginesu [US6944493B2, US9044142B2 oraz Te Velde E.A., Veerman T,
Subramaniam V., Ruers T., Eur J Surg Oncol 2010, 36(1), 6-15].

Przyktadem zastosowania zwigzkow stuzgcych do wybarwiania struktur komoérkowych jest po-
chodna para-iminostyrylochinoliny (PL 233179), majaca zastosowanie w diagnostyce chorob nowotwo-
rowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem nowotworu jelita grubego. Innym przyktadem jest wykorzysta-
nie pochodnych fenotiazyny zawierajacych w swojej strukturze sprzezony pierscien imidazolu do obra-
zowania komorek nowotworowych (P.438052).

Rozwijanie badan nad opracowaniem nowych zwigzkéw i metod obrazowania komoérkowego jest
niezwykle istotne z powodu ograniczen obecnie stosowanych barwnikéw [Jensen E.C., Anat Rec 2012,
295, 2031-2036]. Pozadane cechy dobrego barwnika nie ograniczajg sie tylko do korzystnych wtasci-
wosci spektroskopowych takich jak wysoka kwantowa wydajnos¢ fluorescenciji, duze przesuniecie Sto-
kesa, brak zjawiska fotowybielenia, czyli inaczej stabilno$¢ fotochemiczna. Rownie istotny jest brak cy-
totoksycznosci (w przypadku barwien przezyciowych) oraz wysokie powinowactwo do okreslonych
struktur w komérce. Warto réwniez nadmienic, ze wartoscig progowa obrazowania komérkowego jest
barwa zielona ze wzgledu na to, iz ponizej tej wartosci absorbuja molekuty zawarte w komaérce. Dlatego
tez, barwniki emitujace zielona barwe sa najpopularniejsze i najbardziej uniwersalne z punktu widzenia
mozliwosci sprzetowych [Swenson ES, Price JG, Brazelton T, Krause DS., Stem Cells 2007, 25,
2593-2600]. Stad obecnie prowadzone badania maja duze wyzwanie, aby sprosta¢ wysokim standar-
dom stawianym zwigzkom majacym zastosowanie do obrazowania organelli komérkowych. Charakte-
rystyczne wiasciwosci barwnikéw sg podyktowane potrzeba uzyskania obrazéw mikroskopowych naj-
wyzszej jakosci przy wysokim sygnale fluorescencji w stosunku do szumu, generowanego przez auto-
fluorescencje komorki.
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Celem tworcow niniejszego wynalazku bylo opracowanie nowej pochodnej pirydo[2,3-d]pirymi-
dyny z ugrupowaniem tosylowym o korzystnych wtasciwosciach spektroskopowych oraz wskazanie jej
zastosowania jako barwnika fluorescencyjnego do barwienia biologicznych struktur komoérkowych Iub
wykorzystania w diagnostyce choréb nowotworowych.

Istote niniejszego wynalazku stanowi 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-
-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonian, o postaci chemicznej przedstawionej wzorem 1.

Istote wynalazku stanowi takze zastosowanie 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pi-
rymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonianu przedstawionego wzorem 1 jako barwnika fluorescencyj-
nego do barwienia biologicznych struktur komaorkowych, przy czym stosuje sie go, to jest podaje do
komorek, w pozywce hodowlanej umozliwiajacej przezycie komorek, po uprzednim rozpuszczeniu
w rozpuszczalniku.

Korzystnie, w roztworze gotowym do podania do komorek, stezenie rozpuszczalnika w pozywce
hodowlanej nie przekracza 0,3%.

Korzystnie, 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-
-sulfonian stosuje sie rozpuszczony w dimetylosulfotlenku.

Korzystnie, jako pozywke hodowlana stosuje sie pozywke Dulbecco's Modified Eagle Medium —
DMEM.

Korzystnie, 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-
-sulfonian stosuje sie jako barwnik fluorescencyjny do barwienia btoniastych struktur komoérkowych.

Korzystnie, 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-
-sulfonian stosuje sie jako barwnik fluorescencyjny do barwienia btoniastych struktur komoérkowych no-
wotwordw nabtonkowych ptuc.

Korzystnie, 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-
-sulfonian stosuje sie jako barwnik fluorescencyjny do barwienia btoniastych struktur komoérkowych no-
wotworéw mézgu.

Korzystnie, 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-
-sulfonian stosuje sie jako barwnik fluorescencyjny do barwienia btoniastych struktur komoérkowych no-
wotwordw piersi.

Z przedstawionych badan w przykiadzie 1 wynika, ze 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pi-
rydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonian (oznaczenie kodowe zwiazku: ET-05) posiada
dwa pasma absorbcji w zakresie 300—350 nm oraz fluorescencje w zakresie 495 nm oraz 464 nm.
Dodatkowo, istotnie korzystne parametry takie jak duze przesuniecie Stokesa (powyzej 110 nm) oraz
wysoka intensywnos¢ fluorescenciji umozliwiajg zastosowanie zwigzku jako barwnika fluorescencyjnego
do barwienia biologicznych struktur komorkowych. Zwigzek ET-05 moze by¢ stosowany pod postacia
farmaceutycznie dostepnego preparatu, przyktadowo jako roztwor rozpuszczony w korzystnym dla ko-
morek rozpuszczalniku. Przy czym, takim rozpuszczalnikiem moze by¢ DMSO lub etanol. Za bez-
pieczng dawke rozpuszczalnika uwaza sie nie wiecej niz 0,3% objetosci pozywki hodowlanej gotowe;j
do podania do uktadu komorkowego. Zaletg opisanej pochodnej ET-05 jest brak dlugoterminowej cyto-
toksycznosci (72 godziny) wobec komorek raka ptuca, jak i znikoma cytotoksycznos¢ wzgledem kilku
linii komdrek nowotworowych, tj. nowotworu mézgu oraz piersi. Przyktadowo, opisana pochodna ET-05
po 2-godzinnej inkubacji w srodowisku komdérkowym moze by¢ zastosowana do obserwacji nowotwordow
ptuc, piersi oraz mozgu. Intensywna zielona fluorescencja zwigzku pozwala na uzyskanie wysokiej ja-
kosci obrazu (przy zachowaniu dobrego stosunku sygnatu do tfa), ktéry moze by¢ rejestrowany przy
uzyciu kamery CCD. Pochodna ET-05 dobrze wiaze sie z elementami komoérkowymi, na co wskazuje
jej specyficzny mechanizm akumulacji w obszarach btoniastych komarek, jakie wystepuja w mitochon-
driach oraz lizosomach.

Pochodna wedtug wynalazku mozna otrzymac z wykorzystaniem metod znanych ze stanu tech-
niki, na przyktad z wykorzystaniem procedury syntezy, opisanej w publikacjach: Mularski J, Malarz K,
Pacholczyk M, Musiol R., Eur J Med Chem. 2019, 163, 610-625 oraz Malarz K, Mularski J, Kuczak M,
Mrozek-Wilczkiewicz A, Musiol R., Cancers 2021, 13, 1790 z modyfikacjami.

Ponizej przedstawiono rozwigzania wediug wynalazku, ktére maja charakter przyktadowy.
W przyktadzie 1 przedstawiono posta¢ chemiczng 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]piry-
midino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonianu (oznaczenie kodowe zwiazku: ET-05) oraz przyktadowy
sposob jego otrzymywania. W tym przyktadzie przedstawiono takze wrasciwosci pochodnej ET-05, ktore
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sg istotne dla jej zastosowania, przy czym wskazano wiasciwosci spektroskopowe omawianej pochod-
nej wraz z przyktadowymi widmami absorpcji i emisji oraz cytotoksyczno$¢ badanej pochodnej ET-05
wobec réznych typdw komoérek nowotworowych.

W przyktadach 2-5 przedstawiono mozliwos¢ zastosowania 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)ete-
nylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonianu w barwieniu biologicznych struktur ko-
morkowych.

Przyktad 1

2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonian
(ET-05) o postaci chemicznej przedstawionej wzorem 1.

Zwiazek wedtug wynalazku, tj. 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-
-metylobenzeno-1-sulfonian otrzymano wedtug przyktadowej metody, ktéra polega na tym, ze w naczy-
niu umieszczono (0,2 mmol, 56 mg) bezposredni prekursor zwiazku ET-05: [2-[(E)-2-(2-metoksyfe-
nylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidyno-4(3H)-on. Dodano chlorek metylenu — CH2Cl2 (3 mL), DIPEA —
N,N-diizopropyloetyloamine (0,3 mmol; 39 mg), TsCl — chlorek 4-metylobenzenosulfonowy (0,3 mmol,
57 mg) oraz DMAP - 4-dimetyloaminopirydyne (0,02 mmol; 3 mg). Cato$¢ mieszano w atmosferze gazu
obojetnego (w temperaturze pokojowej 20—22°C) do zaniku sygnatu pochodzacego od prekursora. Na-
stepnie dokonano identyfikacji sygnatu za pomoca cienkiej warstwy TLC (CHzCl2:heksan — 1:1). Zwig-
zek wydzielano poprzez rozdziat chromatograficzny stosujac kartridz wypetniony zelem krzemionkowym
(40-63 um, 60 A). "H NMR (500 MHz, CD2Cl2) § 9,19 (dd, J = 4.4, 2.0 Hz, 1H), 8.52 (dd, J = 8,2, 2,0
Hz, 1H), 8,42 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 8,29-8,18 (m, 2H), 7,74 (dd, J = 7,5, 1,6 Hz, 1H), 7,56 (dd, J = 8,2,
4,4 Hz, 1H), 7,48-7,40 (m, 3H), 7,36 (d, J = 16,1 Hz, 1H), 7,11-7,04 (m, 2H), 4,07 (s, 3H).

Natomiast bezposredni prekursor ET-05, to jest [2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-
-d]pirymidyno-4(3H)-on otrzymano uprzednio w wyniku przyktadowej trzyetapowej syntezy:

1) W pierwszym kroku wykonano reakcje kwasu 2-aminonikotynowego z nadmiarem stechio-
metrycznym bezwodnika octowego (50 ekwiwalentow molowych), w temperaturze 80°C w re-
aktorze mikrofalowym — o mocy 80 W. Wynikiem reakcji byt 2-metylo-4H-pirydo[2,3-d][1,3]ok-
sazyn-4-on. '"H NMR (500 MHz, DMSQ) & 8,96 (dd, J = 4,7, 2,0 Hz, 1H), 8.50 (dd, J = 7,8,
2,0 Hz, 1H), 7,61 (dd, J = 7,8, 4,7 Hz, 1H), 2,45 (s, 4H); Surowy produkt wydzielano poprzez
filtracje.

2) W drugim etapie 2-metylo-4H-pirydo[2,3-d][1,3]oksazyn-4-on (8 g) wymieszano z 40 mL wod-
nego roztworu amoniaku (32%) w temperaturze pokojowej (20—22°C) do catkowitego roz-
puszczenia sie osadu. Nasycanie roztworu reakcyjnego dwutlenkiem wegla powodowato pre-
cypitacje produktu 2-metylopirydo[2,3-d]pirymidin-4(3H)-onu, ktory zbierano na lejku filtracyj-
nym i przemywano 2-propanolem — otrzymujac chinazolon z wydajnoscia 40%. Reakcja zo-
stata sprawdzona w skali 50 mmol; '"H NMR (500 MHz, DMSOQ) & 12,48 (s, 1H), 8,90 (dd, J =
4,6, 2,1 Hz, 1H), 8,45 (dd, J =7,8, 2,1 Hz, 1H), 7,48 (dd, J = 7,8, 4,6 Hz, 1H), 2,40 (s, 3H);

3) W ostatnim etapie przeprowadzono reakcje 2-metylopirydo[2,3-d]pirymidin-4(3H)-onu z alde-
hydem 2-metoksysalicylowym w kwasie octowym (przyktadowo stosowano taka ilo$¢, aby nie
przekroczy¢ 2 M stezenia substratu). Reakcje mozna prowadzi¢ stosujac reaktor mikrofalowy
(130°C, 80 W, 120 minut) lub na tazni olejowej (130°C, 12 h). Produkt krystalizowano z me-
dium reakcyjnego z wydajnoscig 45%. 'H NMR (500 MHz, DMSO) § 12,62 (s, 1H), 8,93 (dd,
J =45 21Hz 1H), 8,46 (dd, J = 7,8, 2,1 Hz, 1H), 8,29 (d, J = 16,0 Hz, 1H), 7.64 (dd,
J=77,17Hz 1H), 747 (dd, J = 7,8, 4,6 Hz, 1H), 7.44 (ddd, J = 8,8, 7,4, 1,7 Hz, 1H),
7,16-7,09 (m, 2H), 7,06 (appt, J = 7,5, 1H), 3,93 (s, 3H).

Wrlasciwosci spektroskopowe 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-

-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonianu.

W tabeli nr 1 przedstawiono zbiér najwazniejszych parametrow spektroskopowych zwiazku
2-{(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno- 1-sulfonianu rozpuszczo-
nego w DMSO jako najkorzystniejszym rozpuszczalniku, ktore potwierdzaja przydatnos¢ wskazanej pochod-
nej z przyktadu 1 do barwienia biologicznych struktur komoérkowych.

Zgodnie z przedstawionymi danymi mozna zaobserwowac, ze badana pochodna ET-05 wykazuje
dwa pasma absorbcji przy dtugosci fali 307 nm oraz 358 nm oraz maksimum fluorescenc;ji przy diugosci
fali 495 nm. Pochodna prezentuje takze istotnie wysoka intensywnosc fluorescencji oraz duze przesu-
niecie Stokesa, ktére wynosi 137 nm. Wskazane parametry spektroskopowe sa szczegolnie korzystne
i istotne w zakresie uzyskania wysokiego sygnatu fluorescencji w stosunku do tta, co jest gwarantem



PL 246646 B1 5

otrzymania najwyzszej jakosci obrazéw mikroskopowych. Z kolei, te cechy sa szczegdlnie wazne dla
wskazanego zastosowania wedtug niniejszego wynalazku.

Przyktadowe widma absorpcji i emisji 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]piry-
midino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonianu.

Zaprezentowane w formie wizualnej widma absorpcji dla pochodnej ET-05 w DMSO (przedsta-
wione na Fig. 1) oraz widma emisji (wzbudzenie 358 nm) dla pochodnej ET-05 w DMSO (przedstawione
na Fig. 2) potwierdzaja korzystne wtasnosci spektroskopowe badanej pochodnej ET-05. Na wszystkich
prezentowanych widmach widoczna jest zaleznos$¢ intensywnosci potozenia pasm absorpcji oraz fluo-
rescencji od badanego stezenia zwiazku. Co wazne, zastosowanie zwiazku ET-05 w niskim stezeniu:
6,25*107-6 M nadal potwierdza wysoka intensywnos¢ fluorescencji (powyzej 2000). W zwiazku z tym,
tak korzystne parametry spektroskopowe zakwalifikowaty zwigzek do dalszych badan komaorkowych.

Wrlasciwosci spektroskopowe 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-
-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonianu w zaleznosci od stosowanego rozpuszczalnika.

W tabeli nr 2 przedstawiono zmiany wtasciwosci spektroskopowych pochodnej ET-05 w zalezno-
$ci od stosowanego rozpuszczalnika (polarnosci). Rozpuszczalniki uporzadkowane wg indeksu polar-
nosci (klasyfikacja Burdick & Jackson).

Zgodnie z przedstawionymi danymi, pochodna ET-05 prezentuje szczegdlnie korzystne parame-
try spektroskopowe w rozpuszczalniku polarnym, takim jak DMSO. Rozpuszczalnik ten jest uwazany za
najkorzystniejszy z uwagi na rozpuszczenie substancji przeznaczonej do obrazowania materiatu 2y-
wego [Nguyen, S., Nguyen, H., Truong, K., Biomed. Res. Ther. 2020, 7(7), 3855-3859 oraz Jamalza-
deh, L., Ghafoori, H., Sariri, R., Rabuti, H., Nasirzade, J., Hasani, H., & Aghamaali, M. R., Avicenna
J Med Biochem, 2016, 4(1), 10-33453]. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, aby bezpieczna dawka rozpusz-
czalnika nie przekraczata 0,3% objetosci pozywki hodowlanej gotowej do podania do uktadu komorko-
wego.

Podsumowujac, przedstawione korzystne parametry spektroskopowe zakwalifikowaly zwigzek
ET-05 do dalszych badan komdrkowych nad jego zastosowaniem.

Cytotoksycznosci badanego 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-
-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonianu wobec réznych typéw komérek nowotworowych.

Aktywnosc¢ antyproliferacyjna zwiazku ET-05 oznaczono wobec ludzkich komorek nowotworow
mozgu (linie komorkowe: U251, U87, LN-229), piersi (linia komorkowa MCF-7) oraz ptuca (linia komor-
kowa A549). Komorki wysiewano na 96-dotkowa ptytke w ilosci 5 tysiecy na dotek (po 100 pl/dotek)
i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C i 5% CO2. Po tym czasie przygotowano i poda-
wano roztwory zwiazku ET-05 (rozpuszczonego w minimalnej ilosci DMSO, tj. w taki sposob aby zawar-
tos¢ DMSO nie przekraczata 0,3% objetosci pozywki hodowlanej gotowe] do podania do uktadu komor-
kowego) w stezeniach umozliwiajacych wyznaczenie wartosci |Cso. Przyktadowa aplikacja zwiazku: roz-
puszczenie zwiazku w DMSO celem przygotowania roztworow o nastepujacych stezeniach: 25 uM,
12,5 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1 uM, 0,5 uM, 0,1 uM w pozywce hodowlanej Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM), koncowa objetos¢ w dotkach wynosita 200 uL. Nastepnie roztwory zostaty podane komorkom
i inkubowane 72 godziny. Po tym czasie przezywalno$¢ komérek zostata okreslona za pomoca stan-
dardowego testu MTS. Aktywnos$¢ antyproliferacyjna 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-
-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonianu w postaci wyliczonych wartosci ICso przedsta-
wiono w tabeli 3.

Zgodnie z przedstawionymi wynikami, dla badanego 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pi-
rydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonianu nie obserwowano cytotoksycznosci wobec
nowotworu nabtonkowego ptuc. Dodatkowo, prezentowane dane wskazuja na nieznaczna cytotoksycz-
nos¢ pochodnej o wzorze 1 wobec Kilku komorek nowotworowych mdzgu oraz piersi. Jednakze, warte
podkreslenia jest to, ze wyniki te prezentujg nieznaczng cytotoksycznos¢ zwiazku w wydtuzonym (do
72 godzin) czasie inkubacji w stosunku do czasu eksperymentu barwienia, ktéry wynosit 2 godziny.
W zwiazku z powyzszym, zachowanie zwiazku w srodowisku komorkowym uwaza sie za korzystne
i wartosciowe wzgledem zastosowania opisanego w niniejszym wynalazku. Zwigzki moga zosta¢ apli-
kowane w stezeniu pozwalajacym na osiagniecie wysokiej fluorescenciji.

Przykiad 2

Zastosowanie 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-
-1-sulfonianu do barwienia btoniastych struktur komorkowych nowotworéw nabtonkowych piuc.
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Przyktadowa procedura barwienia komorek ludzkiego nowotworu nabtonkowego ptuca linii A549.
Komarki wysiano w ilosci 150 tys. (wraz z 1 mL DMEM) na wczesniej przygotowane specjalne szalki do
obrazowania posiadajace powierzchnie zawierajaca szkietko nakrywkowe, a nastepnie inkubowano
przez 24 godziny w 37°C, 5% CO2. Po tym czasie przygotowano roztwér zwiazku (rozpuszczalnik
DMSO, ktorego zawartos¢ nie przekracza 0,3% objetosci pozywki hodowlanej gotowej do podania do
uktadu komorkowego) w stezeniu 25 uM w pozywce hodowlanej Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM), kohcowa objetos¢ na szkietku wynosita 1 mL. Nastepnie roztwor zostat podany komérkom
i inkubowany przez 2 godziny w 37°C, celem wnikniecia zwiazku przez btone komorkowa. Po inkubacji
komorki przemywano dwukrotnie DMEM (bez FBS i czerwieni fenolowej), a nastepnie obserwowano
przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego po wzbudzeniu filtrem DAPI, co przedstawiono na Fig. 3.

Zgodnie z przedstawionym obrazem, badana pochodna wykazuje jasna, intensywna zielong flu-
orescencje w komorkach raka ptuca. Umiejscowienie sygnatu fluorescencyjnego na obszarze komorki
moze wskazywac powinowactwo do struktur btoniastych.

Przykfad 3

Zastosowanie 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-
-1-sulfonianu do barwienia btoniastych struktur komorkowych nowotworéw mozgu.

Przyktadowa procedura barwienia komérek ludzkiego nowotworu mozgu linii U251, U87 lub
LN-229. Komarki wysiano w ilosci 150 tys. (wraz z 1 mL DMEM) na wczesniej przygotowane specjalne
szalki do obrazowania posiadajace powierzchnie zawierajaca szkietko nakrywkowe, a nastepnie inku-
bowano przez 24 godziny w 37°C, 5% CO-2. Po tym czasie przygotowano roztwor zwiazku (rozpuszczal-
nik DMSO, ktorego zawartos¢ nie przekracza 0,3% objetosci pozywki hodowlanej gotowej do podania
do uktadu komoérkowego) w stezeniu 25 uM w pozywce hodowlanej DMEM, koricowa objetos¢ na
szkietku wynosita 1 mL. Nastepnie roztwér zostat podany komérkom i inkubowany przez 2 godziny
w 37°C, celem wnikniecia zwiazku przez btone komérkowa. Po inkubacji komérki przemywano dwukrot-
nie DMEM (bez FBS i czerwieni fenolowej), a nastepnie obserwowano przy pomocy mikroskopu fluore-
scencyjnego po wzbudzeniu filtrem DAPI, co przedstawiono na Fig. 4.

Przedstawiony obraz, wyraznie wskazuje na akumulacje pochodnej ET-05 we wnetrzu komorek
nowotworow mézgu, przyktadowo linii U251. Zwiazek charakteryzuje sie intensywng zielong fluorescen-
cje, ktéra moze wystepowacé w obszarach btoniastych komoérek.

Przykiad 4

Zastosowanie 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-
-1-sulfonianu do barwienia btoniastych struktur komorkowych nowotworéw piersi.

Przyktadowa procedura barwienia komérek ludzkiego nowotworu piersi linii MCF-7. Komorki wy-
siano w ilosci 150 tys. (wraz z 1 mL DMEM) na wczesniej przygotowane specjalne szalki do obrazowa-
nia posiadajace powierzchnie zawierajaca szkietko nakrywkowe, a nastepnie inkubowano przez 24 go-
dziny w 37°C, 5% COa. Po tym czasie przygotowano roztwor zwiazku o wzorze 1 (rozpuszczalnik
DMSO, ktorego zawartos¢ nie przekracza 0,3% objetosci pozywki hodowlanej gotowej do podania do
uktadu komorkowego) w stezeniu 25 uM w pozywce hodowlanej DMEM, kohcowa objetos¢ na szkietku
wynosita 1 mL. Nastepnie roztwor zostat podany komoérkom i inkubowany przez 2 godziny w 37°C,
celem wnikniecia zwiazku przez btone komodrkowa. Po inkubacji komaorki przemywano dwukrotnie
DMEM (bez FBS i czerwieni fenolowej), a nastepnie obserwowano przy pomocy mikroskopu fluorescen-
cyjnego po wzbudzeniu filtrem DAPI, co przedstawiono na Fig. 5.

Zgodnie z przedstawionym obrazem, badana pochodna wykazuje jasna, intensywna zielong flu-
orescencje w komorkach raka piersi. Umiejscowienie sygnatu fluorescencyjnego na obrzezach obszaru
komorki moze wskazywacé powinowactwo do struktur btoniastych.

Przykiad 5

Zastosowanie 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-
-1-sulfonianu do selektywnego barwienia zmian w btoniastych strukturach komérkowych i diagnostyki
chordb nowotworowych ptuc. Przyktadowa procedura barwienia struktur komérkowych ludzkiego nowo-
tworu nabtonkowego ptuca linii A549. Komorki wysiano w ilosci 150 tys. (wraz z 1 mL DMEM) na wcze-
$niej przygotowane specjalne szalki do obrazowania posiadajace powierzchnie zawierajaca szkietko
nakrywkowe, a nastepnie inkubowano przez 24 godziny w 37°C, 5% CO2. Po tym czasie przygotowano
roztwor zwiazku o wzorze 1 (rozpuszczalnik DMSQO, ktérego zawartos¢ nie przekracza 0,3% objetosci
pozywki hodowlanej gotowe] do podania do uktadu komoérkowego) w stezeniu 25 UM w pozywce ho-
dowlanej DMEM, koncowa objetos¢ na szkietku wynosita 1 mL. Nastepnie roztwor zostat podany ko-
morkom i inkubowany przez 2 godziny w 37°C, celem wnikniecia zwiazku przez btone komoérkowa. Po
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zakonczonej inkubacji komorki przeptukano dwukrotnie DMEM (bez FBS i czerwieni fenolowej), a na-
stepnie dodano roztwor odpowiedniego markera fluorescencyjnego, tj. barwnika do mitochondriow
(przyktadowe warunki barwienia: 100 nM, 30 min) lub lizosomoéw (przyktadowe warunki barwienia: 5 uM,
1 godzina). Zastosowane fluorofory pozwalaja na specyficzne wybarwienie wybranych struktur we-
wnatrzkomaorkowych: lizosomow oraz mitochondridw.

Wobec tego zastosowanie powyzszych barwnikéw utatwia ocene akumulacji badanego zwigzku
we wnetrzu komoérek na tle wybarwionych struktur. Po uptywie wymaganego czasu inkubacji, dotki prze-
ptukano dwukrotnie DMEM (bez FBS i czerwieni fenolowej), a nastepnie obserwowano przy pomocy
mikroskopu fluorescencyjnego po wzbudzeniu filtrem o odpowiedniej dtugosci fali.

Prezentowany przyktad barwienia potwierdza specyficzny mechanizm zwigzku i tendencje do
akumulacji w komoérkowych strukturach btoniastych, jakie wystepuja w mitochondriach oraz lizosomach.
Natozenie obrazéw powstatych w wyniku przeprowadzonego kontrbarwienia 2-[(E)-2-(2-metoksyfe-
nylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonianu z barwnikami komercyjnie do-
stepnymi (dedykowanymi dla poszczegolnych organelli komoérkowych, tj. mitochondriéw lub lizosomow)
pozwala jednoznacznie stwierdzi¢ umiejscowienie badanego zwigzku w komorce.

Zastrzezenia patentowe

1. 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfo-
nian, o postaci chemicznej przedstawionej wzorem 1.

2. Zastosowanie 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metyloben-
zeno-1-sulfonianu przedstawionego wzorem 1 jako barwnika fluorescencyjnego do barwienia
biologicznych struktur komdrkowych, przy czym stosuje sie go, to jest podaje do komoérek,
w pozywce hodowlanej umozliwiajacej przezycie komérek, po uprzednim rozpuszczeniu
w rozpuszczalniku.

3. Zastosowanie wedtug zastrz. 2 znamienne tym, ze w roztworze gotowym do podania do ko-
morek, stezenie rozpuszczalnika w pozywce hodowlanej nie przekracza 0,3%.

4. Zastosowanie wedtug zastrz. 2 do 3 znamienne tym, ze 2-[(E)-2-(2-metoksyfenylo)etenylo]pi-
rydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonian rozpuszczony jest w dimetylosulfo-
tlenku.

5. Zastosowanie wedtug zastrz. 2 do 4 znamienne tym, ze jako pozywke hodowlang stosuje sie
pozywke Dulbecco's Modified Eagle Medium — DMEM.

6. Zastosowanie wedtug ktéregokolwiek z zastrzezen 2 do 5 znamienne tym, ze 2-[(E)-2-(2-
-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonian  stosuje sie
jako barwnik fluorescencyjny do barwienia btoniastych struktur komérkowych.

7. Zastosowanie wedtug ktéregokolwiek z zastrzezen 2 do 6 znamienne tym, ze 2-[(E)-2-(2-
-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonian  stosuje sie
jako barwnik fluorescencyjny do barwienia btoniastych struktur komorkowych nowotworéw na-
btonkowych ptuc.

8. Zastosowanie wedtug ktoregokolwiek z zastrzezen 2 do 6 znamienne tym, ze 2-[(E)-2-(2-
-metoksyfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonian  stosuje sie
jako barwnik fluorescencyjny do barwienia btoniastych struktur komérkowych nowotworéw mo-
zgu.

9. Zastosowanie wedtug ktéregokolwiek z zastrzezen 2 do 6 znamienne tym, ze 2-[(E)-2-(2-metok-
syfenylo)etenylo]pirydo[2,3-d]pirymidino-4-ylo-4-metylobenzeno-1-sulfonian stosuje sie jako barw-
nik fluorescencyjny do barwienia btoniastych struktur komoérkowych nowotworéw piersi.
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Tabela 1.
Potozenie _
Zakres Maksimum Przesuniecie
) . pasm | Intensywnosé
Zwigzek | absorpcji | fluorescencji . Stokesa
absorpcji fluorescencji
(nm] Amax [nm] [nm]
A [nm]
ET-05 280-430 | 307; 358 495 8030 137
Tabela 2.
Polozenie
Maksinum Przcsunigcie
pasm Intensywnos¢
Zwigzek | Rozpuszczalnik | fluorescencji ’ Stokesa
abhsorpcji fluorescencji
Amax [nm] [nm]
A [nm]
DMSO 307; 358 495 8030 137
metanol 304; 358 499 1880 141
ET-05
chloroform 305; 358 440 5872 82
toluen 303; 353 423 3700 70
Tabela 3.
Aktywnos¢ antyproliferacyjna - I1Cso [uM]
Zwigzek

U251 U87 LN-229 MCEF-7 AS549

ET-05 | 6,006+ 0,760 | 5,134 + 0,743 | 5,632 + 0,925 | 10,21 + 1,24 >25
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Fig. 4
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