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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe pochodne naturalnego produktu, sulforafanu CH3S(O)(CH-2)4NCS,
w postaci sulfidéw, sulfoksyddw, w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylowych bgdz w-izotiocyja-
niano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)alkilowych o wzorze 1,

ArF(CHsz_x)z-S—(C Hz)y-N=C =S
wzor 1

w ktorym Arr 0znacza grupe polifluoroarylowg o wzorze CeHy(CF3)pFsx-p, gdzie k oznacza liczbe natu-
ralng od 0 do 4, p oznacza liczbe 0, 1 lub 2, x oznacza liczbe 0, 1 lub 2, z oznacza liczbe 0, 1 lub 2, m
oznacza liczbe 0 lub 1, a y oznacza liczbe naturalng od 3 do 6, sposob ich wytwarzania i zastosowanie
w leczeniu chordb onkologicznych lub hematoonkologicznych.

Pochodne sulforafanu wedtug wynalazku otrzymano poprzez zastgpienie w czasteczce sulfora-
fanu grupy metylowej, zwigzanej z sulfinylowym atomem siarki, podstawnikami polifluoroarylowymi,
badz polifluoroarylo(fluoro)alkilowymi oraz ewentualnie poprzez zmiane liczby grup metylenowych
w fancuchu tgczacym centralny atom siarki z izotiocyjanianowym atomem azotu, a takze poprzez
zmiane stopnia utlenienia centralnego atomu siarki.

Zwigzki wedtug niniejszego wynalazku nie byly dotychczas opisane w literaturze chemiczne;.

Nieoczekiwanie, w trakcie badan wtasnych, okazato sie, ze uzyskane sposobem wedtug wyna-
lazku nowe potgczenia, odznaczajg sie wzmocnionym dziataniem biologicznym i nowymi wtasciwo-
Sciami leczniczymi, w szczegdlnosci jako $rodki zwalczajgce niektore komorki nowotworowe.

Pochodne sulforafanu, w postaci sulfidow lub sulfoksydow w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-poliflu-
oroarylowych lub w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)-alkilowych, przedstawione wzo-
rem1,

(("))m
ArF(CHxF2-x)Z's_(cHZ)y_N=C=S

wzor 1

w ktorym Arr 0znacza grupe polifluoroarylowg o wzorze Ce¢Hy(CF3)pFsx-p, gdzie k oznacza liczbe natu-
ralng od 0 do 4, p oznacza liczbe 0, 1 lub 2, x oznacza liczbe 0, 1 lub 2, z oznacza liczbe 0, 1 lub 2, m
oznacza liczbe 0 lub 1, a y oznacza liczbe naturalng od 3 do 6, w tym sulfidy o wzorze 1 dla
m = 0, sulfoksydy w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylowe o wzorze 1 dla m = 1, z wytgczeniem
zwigzku o wzorze 1, gdziek =4, m=1,p=0,x=0,y=4,z2=0.

Sposdb wytwarzania pochodnych sulforafanu o wzorze 1, w ktérym Arg 0znacza grupe polifluo-
roarylowg o wzorze CeHk(CF3)pFs.k-p, gdzie k 0znacza liczbe naturalng od 0 do 4, p oznacza liczbe 0, 1
lub 2, x oznacza liczbe 0, 1 lub 2, z oznacza liczbe 0, 1 lub 2, m oznacza liczbe 0 lub 1, a y oznacza
liczbe naturalng od 3 do 6, wedtug wynalazku polega na tym, ze prekursory o wzorze 2 (m = 0 lub
m=1)

(c">)m
Arg(CH,F2.x),-S-(CH2)yNH,
wzor 2
(m=0, 1)
poddaje sie reakcji z tiofosgenem w obecnosci wodorotlenku sodu, do otrzymania odpowiedniego sul-

fidu w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylowego bgdz w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoro-
arylo(fluoro)alkilowego o wzorze 1 (m = 0), ktory nastepnie utlenia sie za pomocg $rodka utleniajgcego,
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wybranego z grupy obejmujgcej kwas m-chloroperbenzoesowy (MCPBA), oksazirydyny Davisa, meta-
nadjodan sodu (NalO4) lub nadtlenek wodoru (H203), tworzac sulfoksyd o-izotiocyjaniano-1-alkilowo-
polifluoroarylowy badz w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)-alkilowy, o wzorze 1 (m = 1),
w ktérych Arg, x, z, oraz y majg podane wyzej znaczenie.

Metodologie wedtug wynalazku ilustrujg syntezy zwigzkdw pokazane na Schemacie 1.

Arg(CHyF2.4),-S-(CH2)yNH, Arg(CHyF2.x),-S+(CH,),NH,
wzoér 2 (m=0) wzér 2 (m=1)
CSCl,, CSCl,,
5% NaOH, 5% NaOH,
CH,CI, CHCl;
(c"’)"‘ mCPBA, CH,Cl, (O)m
Arg(CH,F,,),-S-(CH,)yN-C-S > Arg(CH,F3,),-S-(CH,),N-C-S
wzér 1 (m=0) wzor 1 (m=1)

SCHEMAT 1

Prekursory o wzorze 2 otrzymaé mozna wedtug opisanych wczes$niej w literaturze metod!'-41,

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przykfady.

Procedura I. Procedura ogélna wytwarzania sulfidow o-izotiocyjaniano-1-alkilowo-poliflu-
oroarylowych badz w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)-alkilowych o wzorze 1
(m =0).

Do schtodzonego do 0°C roztworu sulfidu o-amino-1-alkilowo-polifluoroarylowego o wzorze 2
(m =0) (1.85 mmol) w CHCIs (10 ml) wkroplono tiofosgen (CSCI2) (2 mmol), a po chwili wodny roztwér
NaOH (6 mmol, 2 ml H20). Roztwor mieszano przez 1 h utrzymujgc temperature 0°C, a nastepnie przez
noc w temperaturze pokojowej. Po tym czasie rozdzielono warstwy. Faze wodng ekstrahowano CHCI3
(2x10 ml). Potgczone fazy organiczne suszono bezwodnym MgSO4. Odparowano rozpuszczalnik pod
zmniejszonym cisnieniem uzyskujgc surowy produkt, ktéry oczyszczono za pomocg chromatografii ko-
lumnowej.

Otrzymano w ten sposob odpowiedni czysty sulfid o-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylowy
owzorze 1 (m =0).

Przyktad | Sulfid 2°,3',4’,5,6’-pentafluorofenylowo-4-izotiocyjaniano-1-butylowy
owzorze1(k=0,p=0,m=0,y=4,z=0). Wydajnos¢ 41% po oczyszczaniu za pomocg chromatografii
kolumnowej, stosujgc jako eluent uktad rozpuszczalnikédw CH2Cl>-heksan w gradiencie.

F
F F

F g~ ~NCS
F

"H NMR (200 MHz, CDCls) 6 3.55 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 2.91 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.99 — 1.58 (m, 4H).

°F NMR (188 MHz, CDCl) 5-131.38 —-132.37 (m), -151.23 —-151.76 (m), -159.65 —-160.19 (m).

MS (Cl/izobutan): m/z = 314 [M+H]".

Przyktad Il. Sulfid 4-fluorofenylowo-4-izotiocyjaniano-1-butylowy o wzorze 1 (k = 4,
p=0,m=0,y=4,z=0). Wydajnos¢ 37% po oczyszczaniu za pomocg chromatografii kolumnowe;,
stosujgc jako eluent uktad rozpuszczalnikow CH2Cl>-heksan w gradiencie.

F
\©\s/\/\/NCS
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"H NMR (200 MHz, CDCl3) 8 7.43 — 7.29 (m, H), 7.06 — 6.92 (m, 2H), 3.53 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
2.89 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.93 - 1.61 (m, 4H).

"H{'°F} (200 MHz, CDClz) 5 7.46 — 7.29 (m, 2H), 7.10 — 6.91 (m, 2H), 3.53 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
2.89 (t, J =6.7 Hz, 2H), 1.97 - 1.61 (m, 4H).

F NMR (188 MHz, CDCls) 5 -114.40 —-114.37 (m).

°F{'"H} NMR (188 MHz, CDCl3) 5 -114.51 (s).

Przyktad lll. Sulfid 4’-fluorofenylowo-4-izotiocyjaniano-1-pentylowy o wzorze 1 (k = 4,
p=0,m=0,y=4,z=0). Wydajnos¢ 37% po oczyszczaniu za pomocg chromatografii kolumnowe;,
stosujgc jako eluent uktad rozpuszczalnikéw CH2Cl>-heksan w gradiencie.

/©/s\/\/\/NCS
F

"H NMR (200 MHz, CDCls) 5 7.40 — 7.28 (m, 2H), 7.06 — 6.93 (m, 2H), 3.50 (t, J = 6.3 Hz, 2H),
287 (t,J=6.8 Hz, 1H), 1.80 — 1.42 (m, 6H).

"H{"°F} NMR (200 MHz, CDCl3) 5 7.42 — 7.28 (m, 2H), 7.10 — 6.89 (m, 2H), 3.50 (t, J = 6.3 Hz,
2H), 2.87 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 1.85 - 1.40 (m, 6H).

F NMR (188 MHz, CDCls) 5 -114.80 —-115.07 (m).

F NMR (188 MHz, CDClz) 5 -114.93 (s).

Przyktad IV. Sulfid 4’-(trifluorometylo)-2’,3’,5°,6’-tetrafluorofenylowo-4-izotiocyjaniano-
-1-butylowy o wzorze 1 (k=0,p=1,m=0,y =4,z =0).

Wydajnos$¢ 25% po oczyszczaniu za pomocg chromatografii kolumnowej, stosujgc jako eluent
uktad rozpuszczalnikow CH2Cl-heksan w gradiencie.

F
FaC F

F s/\/\/NCS
F

"H NMR (200 MHz, CDCls) 5 3.56 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.08 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.02 — 1.61 (m, 4H).

3C NMR (126 MHz, CDCl3) & 148.51 — 147.45 (m), 146.27 — 145.78 (m), 145.70 — 144.86 (m),
143.59 — 142.55 (m), 131.04 (s), 120.72 - 119.52 (m), 44.60 (s), 33.38 (s), 28.64 (s), 26.89 (s).

9F NMR (188 MHz, CDCls) 5-55.66 (t, J = 21.7 Hz), -131.58 — -132.06 (m), -138.98 —-139.84 (m).

MS (El): m/z =363 [M]*".

HRMS: m/z obliczono [M]* C12HsF7NS2 362.99864, znaleziono 362.99773.

Przyktad V. Sulfid 4’-(trifluorometylo)-2’,3’,5°,6’-tetrafluorofenylowo-5-izotiocyjaniano-
-1-pentylowy owzorze 1 (k=0,p=1,m=0,y =4,z =0).

Wydajnos$¢ 40% po oczyszczaniu za pomocg chromatografii kolumnowej, stosujgc jako eluent
uktad rozpuszczalnikow CH2Cl-heksan w gradiencie.

F
F S ~_~_NcCs

F1C F
F

"H NMR (200 MHz, CDCls) 5 3.53 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.06 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 1.86 — 1.44 (m, 6H).

3C NMR (126 MHz, CDCls) & 148.40 — 147.65 (m), 146.40 — 145.59 (m), 145.46 — 145.02 (m),
143.52—-142.77 (m), 130.36 (s), 120.59 (s), 44.96 (s), 33.94 (s), 29.54 (s), 29.27 (S).

9F NMR (188 MHz, CDCls) 5-55.61 (t, J = 21.6 Hz), -131.23 —-132.89 (m), -138.50 —-140.81 (m).

MS (El): m/z =377 [M]*".

HRMS: m/z obliczono [M]* C13H10F7NS2 377.01429, znaleziono 377.01496.

Procedura lIl. Procedura ogélna wytwarzania sulfoksydéw w-izotiocyjaniano-1-alki-
lowo-polifluoroarylowych badz e-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)-alkilowych
owzorze 1 (m=1).
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Do schiodzonego do -20°C roztworu sulfidu w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylowego
badz w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)-alkilowego o wzorze 1 (m = 0) (0.8734 mmol)
w CH2Cl2 (7 ml), powoli wkroplono roztwor kwasu meta-chloroperbenzoesowego (MCPBA) (0.8734
mmol) w CH2Cl2 (5 ml), w atmosferze argonu. Roztwdr mieszano przez 0,5 h utrzymujgc temperature
-20°C, a nastepnie przez 1 h w temperaturze pokojowej. Mieszanine przemyto nasyconym wodnym
roztworem NaHCOs. Po oddzieleniu, faze¢ organiczng suszono bezwodnym MgSO4. Odparowano roz-
puszczalnik pod zmniejszonym ciSnieniem uzyskujgc surowy produkt, ktéry oczyszczono za pomocg
chromatografii kolumnowej, stosujgc jako eluent uktad rozpuszczalnikéw CH2Cl.-MeOH w gradiencie.
Otrzymano w ten sposob czysty produkt — sulfoksyd w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylowy bgdz
w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)alkilowy o wzorze 1 (m = 1).

Przyktad Vi. Sulfoksyd 2’,3’,4’,5’,6’-pentafluorofenylowo-4-izotiocyjaniano-1-butylowy
owzorze1(k=0,p=0,m=1,y=4,z=0). Wydajnosé: 75%.

F

F F

F s/\/\/NCS
F O

"H NMR (500 MHz, CDCls) 3 3.61 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.56 — 3.15 (m, 2H), 2.00 — 1.86 (m, 4H).

9F NMR (188 MHz, CDCls) 5 -137.73 —-138.23 (m), -144.92 — -145.40 (m), -156.91 —-157.53 (m).

MS (Cl/izobutan): m/z = 330 [M+H]".

Przyktad VI Sulfoksyd 4’-fluorofenylowo-4-izotiocyjaniano-1-butylowy o wzorze 1
(k=4,p=0,m =1,y =4, z=0). Wydajnos¢: 86%.

F
\O\S/\/\/NCS

(o)

"H NMR (200 MHz, CDCl3) 3 7.67 — 7.56 (m, 2H), 7.29 — 7.18 (m, 3H), 3.55 (t, J = 5.8 Hz, 2H),
2.81(t, J =6.5Hz, 2H), 1.99 - 1.66 (m, 4H).

"H{'°F} NMR (200 MHz, CDCl3) 5 7.69 — 7.53 (m, 2H), 7.32 — 7.17 (m, 3H), 3.55 (t, J = 5.8 Hz,
2H), 2.81 (t, J =6.5 Hz, 2H), 2.01 - 1.67 (m, 4H).

3C NMR (126 MHz, CDCls) 5 164.45 (d, J = 251.9 Hz), 138.87 (s), 131.07 (s), 126.31 (d, J =8.9
Hz), 116.81 (d, J = 22.6 Hz), 56.20 (s), 44.65 (S), 28.97 (S), 19.57 (S).

°F NMR (188 MHz, CDCls) 3 -107.42 — -107.74 (m).

OF{'"H} NMR (188 MHz, CDCl3) 5 -107.60 (s).

MS (El): m/z = 257 [M]*".

HRMS: m/z obliczono [M]* C11H12F1NOS2 257.03444, znaleziono 257.03387.

Przyktad VI Sulfoksyd 4’-fluorofenylowo-5-izotiocyjaniano-1-pentylowy o wzorze 1
(k=4,p=0,m =1,y =4, z=0). Wydajnosc¢: 84%.

(o)
/©/S\/\/\/NCS
F

'H NMR (200 MHz, CDCL) & 7.71 — 7.54 (m, 2H), 7.30 — 7.16 (m, 2H), 3.52 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
2.78 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.95 — 1.39 (m, 6H).

H{*F} NMR (200 MHz, CDCl3) & 7.70 — 7.51 (m, 2H), 7.26 — 7.18 (m, 2H), 3.52 (t, J = 6.2 Hz,
2H), 2.78 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.99 — 1.39 (m, 6H).

13C NMR (126 MHz, CDCls) 8 164.38 (d, J = 251.5 Hz), 139.12 (d, J = 2.9 Hz), 130.30 (s), 126.30
(d, J = 8.8 Hz), 116.71 (d, J = 22.5 Hz), 56.95 (S), 44.76 (s), 29.61 (s), 25.77 (S), 21.44 (S).

19F NMR (188 MHz, CDCls) & -107.70 — -108.05 (m).

19F{"H} NMR (188 MHz, CDCl3) 5 -107.84 (s).

MS (El): m/z = 371 [M]*".
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HRMS: m/z obliczono [M]* C12H14F1NOS2 271.05009, znaleziono 271.04976.
Przyktad IX. Sulfoksyd 4’-(trifluorometylo)-2’,3’,5’,6’-tetrafluorofenylowo-4-izotiocyja-
niano-1-butylowy o wzorze 1 (k=0,p=1,m =1,y =4,z =0). Wydajnos¢: 78%.

F

Fi;C F
F S/\/\/NCS
6

F

"H NMR (200 MHz, CDCls) 5 3.62 (t, J = 5.8 Hz, 2H), 3.60 — 3.11 (m, 2H), 2.10 — 1.83 (m, 4H).

9F NMR (188 MHz, CDCls) 8 -55.99 (t, J = 21.9 Hz), -135.55 - -136.28 (m), -136.64 —-137.13 (m).

MS (Cl/izobutan): m/z = 381 [M+H]".

HRMS: m/z obliczono [M]* C13H10F7NOS? 380.00138, znaleziono 380.00077.

Otrzymang mieszanine racemiczng rozdzielono na enancjomery stosujgc technike HPLC na chi-
ralnej fazie statej (Chirobiotic T2; heksan — (-PrOH:MeOH 50%) 7%).

(+)1(k=0,p=1,m=1,y=4,2=0) [o]o + 76.3 (c = 0.84, ACOEt), ee = 99.9%

(-)1k=0,p=1,m=1,y=4,z2=0) [a]o- 76.1 (c = 1.52, ACOEt), ee = 99.6%

Przyktad X. Sulfoksyd 4’-(trifluorometylo)-2’,3’,5’,6’-tetrafluorofenylowo-5-izotiocyja-
niano-1-pentylowy o wzorze 1 (k=0,p=1,m=1,y =5,z =0). Wydajnosé: 89%.

Fo
F s\/\/\/NCS
F:C F
F

"H NMR (200 MHz, CDCl3) 8 3.57 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.59 — 3.07 (m, 2H), 2.00 — 1.62 (m, 6H).

F NMR (188 MHz, CDCls) 5-55.98 (t, J = 21.8 Hz), -135.78 —-136.56 (m), -136.76 —-137.11 (m).

MS (El): m/z = 393 [M]*

HRMS: m/z obliczono [M]* C13H10F7NOS2 393.00920, znaleziono 393.00864.

Otrzymang mieszanine racemiczng rozdzielono na enancjomery stosujgc technike HPLC na chi-
ralnej fazie statej (Chirobiotic T2; heksan — (-PrOH:MeOH 50%) 7%).

(+)1(k=0,p=1,m=1,y=5,2=0) [a]o + 78.1 (c = 0.97, AcOEY), ee = 99.8%

(-)1(k=0,p=1,m=1,y=5,z=0) [a]o- 65.3 (c =0.55, ACOEt), ee = 83.6%

Procedura lll. Procedura ogélna wytwarzania sulfoksydéw o-izotiocyjaniano-1-alkilowo-
polifluoroarylowych badz w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)-alkilowych o wzo-
rze1(m=1).

Do schtodzonego do 0°C roztworu odpowiedniego sulfoksydu o-amino-1-alkilowo-polifluoroary-
lowego bgdz w-amino-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)-alkilowego o wzorze 2 (m = 1) (1.85 mmol)
w CHCI3 (10 ml) wkroplono tiofosgen (CSCl2) (2 mmol), a po chwili wodny roztwor NaOH (6 mmol, 2 ml
H20). Roztwor mieszano przez 1 h utrzymujac temperature 0°C, a nastepnie przez noc w temperaturze
pokojowej. Po tym czasie rozdzielono warstwy. Faze wodna ekstrahowano CHCI3 (2x10 ml). Potgczone
fazy organiczne suszono bezwodnym MgSO4. Odparowano rozpuszczalnik pod zmniejszonym ciSnie-
niem uzyskujgc surowy produkt, ktéry oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej, stosujac
jako eluent uktad rozpuszczalnikdw CH>Cl.-MeOH w gradiencie.

Otrzymano w ten sposéb czysty produkt — sulfoksyd w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroary-
lowy oraz w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)-alkilowy o wzorze 1 (m =1).

Przyktad Xl. Sulfoksyd 4’-fluorobenzylowo-4-izotiocyjaniano-1-butylowy o wzorze 1
(k=4,p=0,m=1,x=2,y=4,z=1). Wydajnos¢: 40%.

E o]

'H NMR (200 MHz, CDCls) & 7.35 — 7.19 (m, 2H), 7.17 — 7.01 (m, 2H), 3.96 (s, 2H), 3.55 (t,
J =6.1 Hz, 2H), 2.70 — 2.53 (m, 2H), 2.03 — 1.69 (m, 4H).

H{'9F} NMR (200 MHz, CDCl3) 5 7.35 — 7.21 (m, 2H), 7.14 — 6.99 (m, 2H), 3.96 (s, 2H), 3.55 (t,
J = 6.1 Hz, 2H), 2.68 — 2.49 (m, 2H), 2.02 — 1.70 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 8 162.93 (d, J = 248.0 Hz), 131.83 (d, J = 8.3 Hz), 130.92 (s), 125.48
(d, J =3.2 Hz), 116.18 (d, J = 21.7 Hz), 57.34 (s), 49.84 (s), 44.72 (s), 29.12 (s), 20.14 (S).
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F NMR (188 MHz, CDCls) 5 -112.13 —-112.48 (m).

OF{'"H} NMR (188 MHz, CDCl3) 5 -112.33 (s).

MS (Cl/izobutan): m/z = 272 [M]*.

Przyktad Xll. Sulfoksyd 3’,5’-di-(trifluorometylo)fenylowo-4-izotiocyjaniano-1-butylowy
owzorze1(k=3,p=2,m=1,y=4,z=0). Wydajnosé: 42%.

CF,3

F3C/©LS/\/\/NCS

"H NMR (200 MHz, CDClz) 3 8.09 (s, 2H), 8.01 (s, 1H), 3.59 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.08 — 2.71
(m, 2H), 2.19 - 1.75 (m, 4H).

3C NMR (126 MHz, CDClz) & 147.43 (s), 133.09 (q, J = 34.3 Hz), 131.52 (s), 125.04 (dt, J = 6.9,
3.3 Hz), 124.40 (d, J = 2.6 Hz), 122.66 (q, J = 273.4 Hz), 56.28 (s), 44.60 (s), 28.86 (s), 19.75 (S).

F NMR (188 MHz, CDCl3) 5 -62.23 (s).

MS (Cl): m/z = 376 [M+H]*.

HRMS: m/z obliczono [M]* C13H11FsNOS2 375.01863, znaleziono 375.01812.

Przyktad Xl Sulfoksyd 3’,56’-di-(trifluorometylo)fenylowo-5-izotiocyjaniano-1-penty-
lowyowzorze1(k=3,p=2,m=1,y=5,z=0). Wydajnos¢: 91%.

o]
Fs;C S ~_~_NCs

CF;

'H NMR (200 MHz, CDCls) & 8.08 (s, 2H), 8.01 (s, 1H), 3.55 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.08 — 2.68
(M, 2H), 2.12 = 1.41 (m, 4H).

13C NMR (126 MHz, CDCl3) 8 147.79 (s), 133.14 (q, J = 34.2 Hz), 130.70 (s), 125.03 (s), 124.50
(d, J = 2.6 Hz), 122.79 (g, J = 273.45 Hz), 57.11 (s), 44.85 (S), 29.68 (s), 25.82 (S), 21.66 (S).

19F NMR (188 MHz, CDCls) & -62.23 (s).

MS (El): m/z = 389 [M]*".

HRMS: m/z obliczono [M]* C14H13FsNOS: 389.03428, znaleziono 389.03395.

BADANIA BIOLOGICZNE

W badaniach biologicznych uzyte zostaty cztery linie komérkowe: MCF-7, MDA-MB-231 — ko-
morki nowotworowe gruczotow piersiowych, MALME-3M - komorki nowotworowe czerniaka oraz
MALME-3 — prawidtowe komarki skory.

Linia komérkowa MCF-7

Komorki linii MCF-7 sg komérkami gruczolakoraka piersi pobranymi z wysieku do optucnej od
69-letniej kobiety rasy kaukaskiej. Komorki wytwarzajg receptory estrogenowe i progesteronowe,
w zwigzku z czym sg wrazliwe na hormony. Na wzrost komorek wptywa¢ mozna réwniez za pomoca
TNF o oraz cytokreatyny. W komédrkach wykryto ekspresje onkogenu WNT7B oraz genu, ktérego pro-
duktem jest IGFBP (insulin-like growth factor binding protein), czyli biatko wigzace insulinopodobny
czynnik wzrostu. Jest to linia epitelialna, adherentna, szybkorosngca co utatwia badania.

Linia komérkowa MDA-MB-231

Linia MDA-MB-231 jest linig szybkorosnacg, adherentng i epitelialng gdyz sg to komarki gruczo-
lakoraka piersi pochodzgce z przerzutow do optucnej od kobiety rasy kaukaskiej w wieku 51 lat. Jak
wyzej, komorki wykazujg ekspresje onkogenu WNT7B a ponadto ekspresje EGF (epidermal growth
factor) oraz TGF o (transforming growth factor o). W odréznieniu od linii MCF-7, komdrki nie wykazujg
ekspresiji receptorow estrogenowych i progesteronowych wiec nie sg wrazliwe na leczenie hormo-
naine.

Linia komérkowa Malme-3M

Komorki MALME-3M to komérki czerniaka, pochodzace z przerzutéw do ptuc od 43-letniego mez-
czyzny rasy kaukaskiej. Komorki morfologicznie przypominajg fibroblasty, wykazujg ekspresje antyge-
néw leukocytarnych: HLA A2, Aw30, B13, B40, DRw7.
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Linia komérkowa MALME-3

Komorki MALME-3 sg to prawidtowe fibroblasty skéry pochodzgce od tego samego pacjenta co
komorki MALME-3M. Sg to komorki adherentne, wolnorosngce, co utrudnia ich badanie. Wykazujg
nadekspresje antygendéw: HLA A2, Aw30, B13, B40(+/-), DRw?7.

Rozbankowanie komoérek

Fiolki z komérkami (ATCC), przechowywane w zbiorniku z ciektym azotem w temperaturze
-196°C wyjeto i szybko rozmrozono. Otrzymany roztwér komérek w DMSO przeniesiono do falkonu
z 4 ml pozywki i odwirowano (5 min, 1200 obrotéw/min temperatura 25°C). Supernatant wylano w celu
usuniecia DMSO a komérki przeniesiono z 10 ml pozywki do butelki i inkubowano w srodowisku zawie-
rajgcym 5% COz2, 95% powietrza w temperaturze 37°C.

Pasazowanie

Po osiggnieciu przez komérki pokrycia dna butelki przekraczajgcego 75% konieczne byto ich
przesianie. W tym celu odciggnieto pozywke z butelki, ptukano 5 ml roztworu PBS i po doktadnym jego
usunieciu dodano 1,5 ml 0,25% roztworu trypsyny z dodatkiem EDTA. Inkubowano do czasu oderwania
sie komédrek od dna butelki, inaktywowano trypsyne uzywajgc 10 ml pozywki. Za pomoca pipety rozmie-
szano i rozcienczono przenoszgc odpowiednig ilos¢ roztworu komoérek do nowej butelki uzupetniajac
pozywka do 10 ml.

Test zywotnosci MTT

Po zakonczeniu ustalonego czasu inkubacji komérek MCF-7, MDA-MB-231 i MALME-3M ze
zwigzkami trwajgcej 24, 48, 72 godziny, a dla MALME-3 trwajacej 72 godziny, z ptytek 96-dotkowych
odciggnieto pozywke. Kazdy dotek przemyto roztworem PBS w ilo$ci ok. 100 pl, ktéry nastepnie doktad-
nie odciggnieto. Dodano po 50 wl MTT (250 ng/ml) i wstawiono na 3 godziny do inkubatora (37°C). Po
tym czasie ptytki zalano izopropanolem po 200 pl na kazdy dofek, owinieto parafimem aby zapobiec
wyparowaniu odczynnika i odstawiono do lodéwki. Nastepnego dnia odczytywano absorbancje przy
A=570 nm.

Cytotoksyczno$¢ wybranych stezeh kazdego zwigzku na wszystkich liniach zbadano w co naj-
mniej dwoch niezaleznych powtérzeniach zawierajgcych co najmniej 3 powtdrzenia zalezne (n = 6).
Wyniki skorygowano przez odjecie absorbancji tfa. Policzono $rednig z pomiaréw, odchylenie i btad
standardowy dla wszystkich stezen. Poréwnujgc dane do kontroli, obliczono zywotno$¢é komérek inku-
bowanych z badanymi zwigzkami.

Nastepnie, za pomocg programu Graphpad Prism 5, oszacowano wartosci indeksu ICso czyli
stezenia zwigzkdw powodujgce $mier¢ 50% komorek. Indeks ten pozwala poréwnaé skale efektu po-
szczegOlnych zwigzkédw miedzy sobg. Indeks ten wyznacza sie poprzez dopasowanie krzywej Hill'a
(réwnanie 1) do punktéw dodwiadczalnych:

y=100/(1+10"((logICs0-x)")) (réwnanie 1)
gdzie:
y — zywotno$¢ komorek;
X — logarytm dziesietny ze stezenia badanego zwigzku,
H — wspotczynnik Hill'a

Policzone zostaty rowniez indeksy selektywnosci (Sl) wedtug rownania 2. Indeks ten pozwala

okre$li¢ ile razy silniej dany zwigzek dziata na komorki nowotworowe niz na prawidtowe.

Sl = (|C50 linii praW|d}oweJ)/(|C50 linii nowotworowej) (r(')wnanie 2)

Wartosci ICso [umol/l] i wspotczynniki selektywnosci (SI) badanych zwigzkdw dla poszczegoinych
linii komorkowych w zaleznosci od linii komorkowej i/lub czasu inkubacji przedstawiono w Tabeli 1 oraz
Tabeli 2.
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Tabela 1. Wartosci ICso [umol/l] badanych zwiazkéw dla poszczegdlnych linii komérkowych w zaleznosci
od czasu inkubacji lwspolczynnlkl selektywnosci (SI) wyznaczone po 72 godzmach inkubacji.

' Zwigzek 1 (K=4,p=0,m =1, y = 4IZE0F =
[MCF-7 IMDA MB-231 | MALME-3M | MALME-3
1Cso
24h 9,3 10,2 11,9
48h 6,3 6,5 10,9
72h 45 3,9 10,5 23,3
S
| s 2| 5 9[ 22|

ZW|q_zek1 (k=-,4,p 0, =1 y 5 iz 0) [F'rzyk?ad VIII]
[MCF-7 |MDA-MB-231 \MALME 3M | MALME-3

ICs0
24h 5,6 7.9 10,1
48h 3,9 5,1 10,0
72h 2,7 3,3 9,3 13,7
Sl
| 51 4,1 1,5]
2wigzek 1(k=0,p =1, m=1,y = 4, 2 =0): [Przykiad IX} -
MDA-MB-
MCF-7 | 231 MALME-3M | MALME-3
ICs0
24h 5,8 2,3 3,7
48h 1,2 0,6 2,3
72h 0,9 0,5 2.7 5,0
Sl
[ 5,7 10,2] 1,9

. Zwigzek 1(k=0,p=1,m=1,y = 5,2 = 0);[Przyktad X]
[MCF-7 |MDA-MB-231 | MALME-3M | MALME-3

ICs0
24h 4,2 3,5 4,7
48h 0,8 1,1 3,8
72h 0,7 1,3 4,3 8,3
Sl
| 11.1] 6.5 1.9
Zwazek ik = 4, p=0,m= 1 X=2, y 4, z = 1) [Prijk%ad X}
MDA- MB-
MCF-7 | 231 MALME-3M | MALME-3
ICs0
24h 9,8 9,4 15,6
48h 8,1 5,4 13,4
72h 5,8 4,3 12,9 25,4
Sl
l44 |59 20 _
2Zwiazek 1 (k=3,p=2,m=1,y =5, z = 0); [Przykiad Xli|]
Linia MDA-MB-
komorkowa |MCF-7 | 231 MALME-3M | MALME-3
ICs0
24h 4,3 3,6 7,9
48h 3,3 3,1 8,1
72h 2,4 2,6 10,9 7,6
1)

| 32 29| 0,7]
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alforafan(SEN)
MDA-MB-
MCF-7 |231 MALME-3M | MALME-3
ICso
24h 42,6 24,7 40,4
48h 12,9 19,9 32,5
72h 10,5 11,3 27.3 24,9
Sl
| 2.4] 1,1] 0,9]

Tabela 2. Wartosci ICso [umol/l] badanych rozdzielonych mieszanin racemicznych zwigzkéw dla po-

szczegodlnych linii komérkowych po 72 godzinach inkubaciji.

1(k=0,p=1,m=1,y= 1(k=0,p=1,m=1,y=5,z=0);
Zwigzek 4, 2 = 0); [Przykiad IX] [Przykiad X]
(+) (-) racemat (+) (-) racemat
ICso (LM)
MALME-3M 2,1 1,3 2,6 4.8 2,3 4,0
ICso (M)
MDA-MB-231 0,4 0,4 0,5 1,4 0,7 1,2
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Zastrzezenia patentowe

. Pochodne sulforafanu, w postaci sulfiddéw lub sulfoksydéw w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluo-

roarylowych badz w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)alkilowych o wzorze 1,
(O)m
A’F(CHsz-x)z-g'(CHz)y'N=C=s
wzor 1

w ktorym Arr oznacza grupe polifluoroarylowg o wzorze CgsHk(CF3)pFskp, gdzie k oznacza
liczbe naturalng od 0 do 4, p oznacza liczbe 0, 1 lub 2, x oznacza liczbe 0, 1 lub 2, z oznacza
liczbe 0, 1 lub 2, m oznacza liczbe 0 lub 1, a y oznacza liczbe naturalng od 3 do 6, w tym
sulfidy w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylowe bgadz w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-poli-
fluoroarylo(fluoro)alkilowe o wzorze 1 dla m = 0, sulfoksydy w-izotiocyjaniano-1-alkilowopoli-
fluoroarylowe badz w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylo-(fluoro)alkilowe o wzorze 1 dla
m =1, z wylgczeniem zwigzku o wzorze 1,gdzie k=4, m=1,p=0,x=0,y=4,z2=0.
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2. Sposob wytwarzania pochodnych sulforafanu o wzorze 1, w ktérym Arg oznacza grupe poli-
fluoroarylowg o wzorze CeHy(CF3)pFs.k-p, gdzie k oznacza liczbe naturalng od 0 do 4, p ozna-
czaliczbe 0, 1 lub 2, x oznacza liczbe 0, 1 lub 2, z oznacza liczbe 0, 1 lub 2, m oznacza liczbe
Olub 1, ay oznacza liczbe naturalng od 3 do 6, znamienny tym, ze prekursor sulfidu o-amino-
-1-alkilowo-polifluoroarylowego badz w-amino-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)alkilowego,
owzorze 2 (m =0),

(c”))m
ArF(CHxFZ-x)z's'(cHZ)yNHZ

wzor 2
(m=0, 1)

poddaje sie reakcji z tiofosgenem w obecnos$ci wodorotlenku sodu, do otrzymania odpowied-
niego sulfidu w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylowego bgadz w-izotiocyjaniano-1-alki-
lowo-polifluoroarylo(fluoro)alkilowego o wzorze 1 (m = 0), ktéry nastepnie utlenia sie za po-
mocg $srodka utleniajgcego, wybranego z grupy obejmujacej kwas m-chloroperbenzoesowy
(mCPBA), oksazirydyny Davisa, metanadjodan sodu (NalOa4) lub nadtlenek wodoru (H2032), do
utworzenia sulfoksydu ®-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylowego badz w-izotiocyja-
niano-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)-alkilowego o wzorze 1 (m = 1), 10 w ktérych Arg, x, z,
oraz y majg podane wyzej znaczenie.

3. Sposdb wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze w celu wytworzenia pochodnych sulforafanu
o wzorze 1 (m = 1), prekursor sulfoksydu ®-amino-1-alkilowo-polifluoroarylowego badz
®-amino-1-alkilowo-polifluoroarylo(fluoro)alkilowego, o wzorze 2 (m = 1) poddaje sie reakcji
z tiofosgenem w obecnosci wodorotlenku sodu, do otrzymania odpowiedniego sulfoksydu
w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluoroarylowego badz w-izotiocyjaniano-1-alkilowo-polifluo-
roarylo(fluoro)alkilowego o wzorze 1 (m = 1), w ktdrym Arg, X, z, oraz y majg podane wyzej
znaczenie.

4. Zwigzki o wzorze 1 okre$lonym w zastrz. 1, do zastosowania jako leki o wtasciwos$ciach cyto-
statycznych lub cytotoksycznych wobec komérek nowotworowych, zwtaszcza przeciw nowo-
tworom sutka (carcinoma mammae) i czerniaka (melanoma malignum).



