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Streszczenie: Otrzymywanie kwaséw aminofosfonowych i ich pochodnych stanowi wazny kierunek
badan w chemii medycznej. Ze wzgledu na strukturalne podobienstwo do naturalnie wystepuja-
cych aminokwaséw aminofosfoniany uznawane sg za ich bioizostery. Dodatkowymi zaletami s3
niska toksycznos¢, wysoka lipofilowosé oraz trwatos$¢ wigzania C—P. Na przestrzeni lat dowiedzio-
no, ze aminofosfoniany wykazujg szerokie spektrum aktywnosci biologicznej, m.in. przeciwnowo-
tworowej, przeciwdrobnoustrojowej, przeciwwirusowej, przeciwutleniajgcej czy hamujacej
dziatanie réznych enzymoéw. Do najbardziej rozpowszechnionych fosfonianowych analogdéw ami-
nokwaséw zaliczaja sie miedzy innymi kwas 3-aminopropylofosfonowy (3-APPA), kwas
L-2-amino-4-fosfonobutanowy (L-AP4) czy kwas 3-amino-2-(4-chlorofenylo)propylofosfonowy
(faklofen). Duze znaczenie majg rowniez fosfonopeptydy o krétkich tancuchach weglowych, np.
alafosfalina i dehydrofos. Zréznicowana aktywnos$¢ biologiczna aminofosfonianéw zacheca do
syntezy nowych zwigzkdw o potencjalnym zastosowaniu w medycynie. Z uwagi na duze zaintere-
sowanie tego typu zwigzkami w niniejszej monografii przedstawiono najnowsze osiggniecia (lata
2013-2022) dotyczgce aminofosfoniandw wykazujgcych wyzszg aktywnosé biologiczng w poréw-
naniu z lekami referencyjnymi. Zdecydowana wiekszo$¢ opisanych w pracy zwigzkéw to
a-aminofosfoniany, jednak przytoczono réwniez kilka przyktadéw biologicznie czynnych
a-aminodifosfoniandéw oraz B-aminofosfoniandw. Liczng grupe zwigzkéw stanowig aminofosfo-
niany o dziataniu antyproliferacyjnym. Wsrdd nich nalezy wyrdzni¢ pochodne posiadajgce w swojej
strukturze farmakofory o udokumentowanej aktywnosci biologicznej, np. fragment reiny, dia-
cereiny, kwasu azjatykowego, irynotekanu czy kamptotecyny. Ponadto a-aminofosfoniany, jak
rowniez a-aminodifosfoniany sfunkcjonalizowane pierscieniem aromatycznym albo heteroaroma-
tycznym, wykazujg aktywnos$é przeciwutleniajgcg potwierdzong badaniami in vitro z wykorzysta-
niem réznych metod. Opisano przyktady zwigzkéw o aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz
hamujacej dziatanie réinych enzymoéw, w tym acetylocholinoesterazy, COX-1, COX-2 czy
tyrozynazy.

Stowa kluczowe: aminofosfoniany, aktywnos¢ biologiczna, przeciwutleniacze, cytostatyki,
inhibitory



Abstract: The preparation of aminophosphonates and their derivatives is an important research
topic in medicinal chemistry. Due to their structural similarity to naturally occurring amino acids,
aminophosphonates are considered to be the bioisosteres of amino acids. Moreover, the
advantages of aminophosphonates include low toxicity, high lipophilicity, and durability of C—P
bond. Over the years, a broad spectrum of activity for aminophosphonates has been proven,
including anticancer, antimicrobial, antiviral, antioxidant properties, or inhibitory activity toward
various enzymes. Among the most well-known phosphonate analogues of amino acids,
3-aminopropylphosphonic acid (3-APPA), L-2-amino-4-phosphonobutyric acid (L-AP4), and
3-amino-(4-chlorophenyl)propylphosphonic  acid (faclofen) need to be mentioned.
Phosphonopeptides with short carbon chains, e.g. alaphosphalin and dehydrofos, are of great
importance. The observed various biological activity of aminophosphonates prompted the
synthesis of new compounds with potential applications in medicine. Due to the great interest in
this type of compounds, herein the latest achievements (2013-2022) regarding
aminophosphonates with higher biological activity when compared to reference drugs are
presented. The vast majority of the described compounds include a-aminophosphonates,
however, a few examples of biologically active a-aminodiphosphonates and B-aminophosphonates
are also presented. Aminophosphonates with antiproliferative potency belong to a large group of
compounds. Among them, derivatives having in their structure pharmacophores with
well-documented biological activity should be distinguished, e.g. rhein, diacerein, asiatic acid,
irinotecan, and camptothecin unit. a-Aminophosphonates and a-aminodiphesphonates
fuctionalised with aromatic or heteroaromatic rings have also exhibited antioxidant activity
confirmed by in vitro studies using various methods. Compounds having antimicrobial properties
as well as inhibitory activity toward various enzymes, including acetylcholinesterase, COX-1,
COX-2, and tyrosinase, have been exemplified.

Keywords: aminophosphonates, biological activity, antioxidants, cytostatics, inhibitors



Wykaz skrétéow

2-AEP — kwas 2-aminoetylofosfonowy

3-APPA — kwas 3-aminopropylofosfonowy

4-MU - 7-hydroksy-4-metylokumaryna

5-Fu — 5-fluorouracyl

Ao s — stezenie zwigzku, ktére powoduje zmniejszenie poczatkowej absorbancji prébki o 50%
A375 — linia komdrkowa ludzkiego czerniaka ztosliwego

A549 — linia komodrkowa ludzkiego niedrobnokomdrkowego raka ptuc

A549/CDDP —linia komérkowa ludzkiego niedrobnokomérkowego raka ptuc oporna na cisplatyne
AA — kwas azjatykowy

ABTS — 2,2’-azobis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonian) diamonu

ACE — konwertaza angiotensyny

Ach — acetylocholina

AChE - acetylocholinoesteraza

Alk — grupa alkilowa

ATP — adenozynotrifosforan

Bax —biatko proapoptotyczne nalezgce do rodziny biatek BCL-2 (ang. BCL-2-associated X protein)
BCL-2 - rodzina biatek apoptotycznych (ang. B-cell leukemia/lymphoma-2)

Bcl-2 — biatko antyapoptotyczne nalezgce do rodziny biatek BCL-2

BEL-7404 — linia komdrkowa raka watrobowokomérkowego

BHA — butylohydroksyanizol

BHT — butylohydroksytoluen

Bn — grupa benzylowa

BuChE — butylocholinoesteraza

CA4 — kombretastatyna A4

CAS — miejsce aktywne katalitycznie acetylocholinoesterazy (ang. catalitic active site)
CDDP — cisplatyna; cis-diaminodichloroplatyna(ll)

CNE - linia komérkowa ludzkiego raka nosogardzieli

COX - cyklooksygenaza prostaglandynowa

COX-1 — cyklooksygenaza 1

COX-2 — cyklooksygenaza 2

CPT — kamptotecyna

CRT — kalretykulina

CUPRAC — metoda oceny potencjatu przeciwutleniajgcego oparta o redukcje kompleksu
batokuproiny lub neokuproiny z jonami Cu?

DHA — kwas dehydroabietynowy

DOX — doksorubicyna

DPPH — 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

DU-145 — linia komodrkowa ludzkiego raka prostaty

Ecal09 - linia komdrkowa ludzkiego raka przetyku

Et — grupa etylowa

FRAP — metoda oceny potencjatu przeciwutleniajgcego oparta o redukcje kompleksu
zelazowo-2,4,6-tripirydylo-S-tiazyny z jonami Fe®*



GA — kwas glicyretynowy

GABA — kwas y-aminomastowy

Glso — stezenie zwigzku powodujgce zahamowanie wzrostu komérek nowotworowych w 50%

GPx — peroksydaza glutationowa

HCPT — 10-hydroksykamptotecyna

HCT-116 — linia komdrkowa ludzkiego raka jelita grubego

HEK 293 — ludzkie komérki embrionalne nerki

HEK 293T — ludzkie komorki embrionalne nerki zawierajgce duzy antygen T wirusa SV40

Hela — linia komdrkowa raka szyjki macicy

Hep3B — linia komdérkowa ludzkiego raka watrobowokomorkowego

HepG2 — linia komérkowa ludzkiego raka watrobowokomérkowego

HFB4 — linia komdrkowa ludzkich prawidtowych melanocytéw

HL-60 — linia komdrkowa ludzkiej biataczki

HL-7702 — prawidtowe ludzkie komérki watroby

HMGB1 — biatko wydzielane przez uszkodzone tkanki i stymulujgce procesy zapalne (ang. high
mobility group box 1)

HT-29 - linia komérkowa ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego

Huh7 - linia komérkowa raka watrobowokomarkowego

HUVEC — ludzkie komorki $Srédbtonka zyty pepowinowej

i-Bu — grupa izobutylowa

ICso — stezenie zwigzku powodujgce spadek poczatkowego stezenia rodnika/jonu/H,0, o 50%;
stezenie zwigzku hamujace wzrost badanej populacji w 50%; stezenie zwigzku powodujgce
zahamowanie aktywnosci enzymu w 50%

IGROVI - linia komérkowa ludzkiego raka jajnika

i-Pr — grupa izopropylowa

IS — indeks selektywnosci

K562 — linia komorkowa ludzkiej biataczki szpikowej

LO2 — linia prawidtowych ludzkich komérek watroby

L-AP4 — kwas L-2-amino-4-fosfonobutanowy

LDsy — stezenie zwigzku szacowane jako stezenie smiertelne dla 50% organizméw uzytych do
badan

MBC — minimalne stezenie bakteriobdjcze

MCF-10A - linia prawidtowych ludzkich komérek nabtonkowych sutka

MCF-7 — linia komdrkowa estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi

MCF-7/DOX — linia komodrkowa estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi oporna na
doksorubicyne

MDA-MB-231 — linia komdrkowa raka piersi z mutacjg genu BRAC-1/2

MDA-MB-435 — linia komdrkowa ludzkiego raka piersi

Me — grupa metylowa

MG-63 — linia komdrkowa ludzkiego kostniakomiesaka

MGC-803 - linia komérkowa ludzkiego raka zotgdka

Mia-PaCa-2 — linia komdrkowa ludzkiego raka trzustki

MIC — minimalne stezenie hamujace

MIL — millepachina



MMP — metaloproteinazy macierzowe

MMP-2 — metaloproteinaza-2

MMP-9 — metaloproteinaza-9

MRSA — szczep gronkowca odporny na metycyline

MV4-11 — linia komdrkowa ludzkiej ostrej biataczki szpikowej

N2a — mysie komorki nerwiaka niedojrzatego

NCI-H460 — linia komérkowa ludzkiego niedrobnokomérkowego raka ptuc
NF-KB — jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B

NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne

NNGH - kwas N-izobutylo-N-[4-metoksyfenylosulfonylo]glicylohydroksamowy
OUN - osrodkowy uktad nerwowy

OVCAR-3 — linia komdrkowa ludzkiego raka jajnika

PARP — polimeraza poli(ADP-rybozy)

PAS — peryferyjne miejsce anionowe acetylocholinoesterazy (ang. peripherial anionic site)
PC-3 - linia komérkowa ludzkiego raka prostaty

PPG — grupa propargilowa

RFT - reaktywne formy tlenu

RP — metoda oceny potencjatu przeciwutleniajgcego oparta o redukcje Fe[(CN)e]s do Fe[(CN)sl2
sec-Bu — grupa sec-butylowa

SK-BR-3 — linia komdrkowa gruczolakoraka piersi z ekspresjg receptoréw HER2
SKOV-3 — linia komdérkowa ludzkiego raka jajnika

SKOV-3/CDDP - linia komoérkowa ludzkiego raka jajnika oporna na cisplatyne
SOD - dysmutaza ponadtlenkowa

Spca-2 — linia komdrkowa ludzkiego gruczolakoraka ptuc

T24 - linia komérkowa ludzkiego raka pecherza moczowego

TPTZ — kompleks zelazowo-2,4,6-tripirydylo-S-tiazyny

TROLOX — kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylochromano-2-karboksylowy; pochodna witaminy E
U20S - linia komérkowa ludzkiego kostniakomiesaka

U-973 — linia komdrkowa ludzkiej biataczki

WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

X —atom halogenu

20l - $rednica strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojow
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1. Wprowadzenie

Duze zainteresowanie aminofosfonianami wynika niewatpliwie z ich strukturalnego podobienstwa
do naturalnie wystepujgcych aminokwaséw. Zblizona budowa tych zwigzkéw powoduje, ze amino-
fosfoniany moga z powodzeniem wigzac sie z centrum aktywnym receptora badz enzymu (Mucha
iin., 2011). Do zalet fosfonianowych analogéw aminokwaséw zalicza sie takze ich wysoka lipofilo-
wos$¢, niskg toksycznos$¢ oraz trwato$¢ wigzania wegiel-fosfor (C—P) w warunkach hydrolizy kwa-
sowej, zasadowej czy enzymatycznej (Horsman i Zechel, 2017). Biorgc pod uwage wszystkie
powyzsze aspekty, projektowanie oraz synteza tego typu uktaddéw jest waznym kierunkiem badan
w chemii medyczne;j.

Pierwsze doniesienia literaturowe dotyczace aminofosfoniandw datowane sg na rok 1943,
kiedy to opisano synteze kwasu aminometylofosfonowego 1 (Ryc. 1) (Pikl, 1943; Kukhar i Hudson,
2000). Jednakze rozwdj badan nad tg klasg zwigzkdéw nastgpit dopiero w 1959 roku po wyizolowa-
niu kwasu 2-aminoetylofosfonowego 2 (2-AEP, ciliatyna, Ryc. 1) z Ciliate protozoa (Horiguchi
i Kandatstu, 1959).

o E/OH

Il_OH “OH
HaN P on mg
1 2

Rycina 1. Struktury kwasu aminometylofosfonowego 1 oraz kwasu 2-aminoetylofosfonowego 2.

Zainteresowanie kwasami aminofosfonowymi i aminofosfonianami zaowocowato w kolejnych
latach opublikowaniem wielu prac na temat ich syntezy i aktywnosci biologicznej. Dowiedziono, ze
zwigzki te posiadajg wtasciwosci m.in. przeciwnowotworowe, przeciwdrobnoustrojowe, przeciw-
wirusowe, przeciwutleniajgce, a takze stosowane sg jako inhibitory réznych enzymow (Lejczak
i Kafarski, 2009; Mucha i in., 2011; Naydenova i in., 2010; Orsini i in., 2010). W$rdd szerokiej gamy
aminofosfonianéw wykazujgcych aktywnosé biologiczng na szczegélng uwage zastugujg analogi
powszechnie znanych neuroprzekaznikéw centralnego uktadu nerwowego (OUN) — kwasu
y-aminomastowego (GABA) i kwasu glutaminowego. Kwas 3-aminopropylofosfonowy (3-APPA) 3
jest agonistg receptora GABAg (Vigot i Batini, 1999), podczas gdy faklofen 4 dziata jako jego anta-
gonista (Ryc. 2) (Kerr i in., 1987). Kwas L-2-amino-4-fosfonobutanowy (L-AP4) 5 (Ryc. 2) wykazuje
natomiast selektywng aktywnosé agonistyczng w stosunku do Ill grupy metabotropowych recep-
toréw glutaminergicznych (Ma, 1999).

HoN
2 oH
pr

o
p-OH “OH HoN

E/OH
H,oN Pl
2NN OH

~OH
cl CO,H

3 4 5

Rycina 2. Struktury 3-APPA 3, faklofenu 4 i L-AP4 5.

Wazing grupg zwigzkéw sg takze fosfonopeptydy o krétkich taricuchach weglowych, do kté-
rych nalezg m.in. alafosfalina 6 (Ryc. 3), wykazujgca dziatanie podobne do penicyliny, czy cyklose-
ryny (Allen i in., 1978; Maruyama i in., 1979), dehydrofos 7 stosowany w leczeniu zakazen
Salmonellg (Johnson i in., 1984) oraz naturalnie wystepujgcy fosfonotripeptyd K-26 8 bedacy sil-
nym inhibitorem konwertazy angiotensyny (ACE) (Ryc. 3) (Ntai i Bachmann, 2008).

10



H o S o T 1 2oH

HoN Y TOH RHN™ “P{

z H 5
(0] = Meo ©H o R
6 7 8 K-26
R =Gly-Leu R =4-HO-C4H,CH,

Rycina 3. Struktury alafosfaliny 6, dehydrofosu 7 i K-26 8.

Szerokie spektrum aktywnosci biologicznej wykazywanej przez kwasy aminofosfonowe oraz
ich pochodne nieustannie inspiruje naukowcéw z catego swiata do projektowania nowych zwigz-
kéw o potencjalnym zastosowaniu w lecznictwie. Ich wspdlnym celem jest synteza nowych sub-
stancji badZz modyfikacja uktadéw o udokumentowanej aktywnosci farmakologicznej prowadzaca
do otrzymania coraz bardziej skutecznych i bezpiecznych terapeutykéw. Niniejsza monografia sta-
nowi przeglad doniesien literaturowych z lat 2013-2022 dotyczacych aminofosfoniandéw wykazu-
jacych aktywnos¢ biologiczng wyzszg niz standardowo stosowane leki referencyjne.

2. Aminofosfoniany wykazujgce aktywnos¢ przeciwutleniajgca

Mianem reaktywnych form tlenu (RFT) okresla sie indywidua chemiczne, ktére sg pochodnymi
czgsteczkowego tlenu i posiadajg na powtoce walencyjnej co najmniej jeden niesparowany elek-
tron. Ich cechg charakterystyczng jest wysoka reaktywnosé, dlatego nadmiar RFT w organizmie
wptywa niekorzystnie na procesy zachodzace w komérkach, a w konsekwencji prowadzi do wysta-
pienia stresu oksydacyjnego. Organizmy wyksztatcity mechanizmy obronne przed szkodliwym
dziataniem reaktywnych form tlenu, do ktérych zalicza sie enzymy antyoksydacyjne, np. dysmutaze
ponadtlenkowg (SOD) i peroksydaze glutationowg (GPx), oraz antyoksydanty nieenzymatyczne,
m.in. kwas askorbinowy czy karotenoidy (Hensley i in., 2000; Valko i in., 2007). Udowodniono, ze
wysokie stezenie RTF jest odpowiedzialne za patogeneze wielu chordb cywilizacyjnych, takich jak
nowotwory (Valko i in., 2006), cukrzyca (Baynes, 1991), choroby serca i uktadu krgzenia (Bahorun
i in., 2006), choroba Parkinsona (Zuo i Motherwell, 2013), choroba Alzheimera (Huang i in., 2016a),
oraz za procesy starzenia (Beckman i Ames, 1998). Z tego wzgledu synteza zwigzkéw wspomagajg-
cych naturalng obrone organizmu wcigz cieszy sie niestabngcym zainteresowaniem. Opracowano
szereg metod in vitro umozliwiajgcych ocene potencjatu antyoksydacyjnego nowych substancji.
Techniki te sg oparte na prostych reakcjach chemicznych, w ktérych biorg udziat badane zwigzki
i rodniki lub jony metali. Jednakze podstawowg wadg tego typu testéw jest brak odzwierciedlenia
fizjologicznych warunkdw panujgcych w zywym organizmie (pH, temperatura, przemiany metabo-
liczne) (Gulcin, 2020). Na przestrzeni ostatniej dekady opublikowano szereg prac dotyczacych syn-
tezy i aktywnosci przeciwutleniajgcej a-aminofosofonianéw oraz a-aminodifosofonianéw. Poten-
cjat antyoksydacyjny otrzymanych zwigzkéw oceniano przy zastosowaniu réznorodnych metod
in vitro (Gulcin, 2020). Na rycinie 4 przedstawiono ogdlne struktury a-aminofosofonianéw 9-16
oraz a-aminodifosofonianéw 17-19 wykazujacych aktywnos$¢ przeciwutleniajgcg na poziomie
wyzszym niz standardowo stosowane antyoksydanty, m.in. kwas askorbinowy, butylohydro-
ksytoluen (BHT) czy Trolox.
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Rycina 4. Ogdlne struktury a-aminofosfoniandw 9-16 oraz a-aminodifosofonianéw 17-19 (a —
Aissa i in., 2022; Reddy i in., 2014; Shaikh i in., 2016; Shashikumar i in., 2013; Sreelakshmi
iin.,2018; Sudileti i in., 2019a; Tekale i in., 2014; Tellamekala i in., 2019; Zaout i in., 2021); b —
Kandula i in., 2021; Nadiveedhi i in., 2021; Reddy i in., 2016; Sudileti i in.,2019b); c — An i in., 2019;
Tekale i in., 2014;); d — Gundluru i in., 2016); e — Shaikh i in., 2020a); f — Bazine i in., 2020); g — Ali
iin., 2013); h—Raoiin., 2015); | — Sadik i in., 2019); j — Aissa i in., 2021).
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Analizujac budowe zwigzkéow 9-19 (Ryc. 4), mozna zauwazy¢, ze wszystkie posiadajg w swej
strukturze pierscienie aromatyczne lub heteroaromatyczne, ktére w wielu przypadkach sa
sfunkcjonalizowane grupami hydroksylowymi, alkoksylowymi, nitrowymi czy atomami halogendw.
Sposrdd szerokiej gamy zwigzkdéw (Ryc. 4) wyselekcjonowano pochodne 9a-e-14a-e, 15a-c, 18a
oraz 19a-c (Ryc. 5), wykazujace najwyzszg aktywnos¢ przeciwutleniajagcg w poréwnaniu z zastoso-
wanym w danym tescie wzorcem (Aissa i in., 2021; Aissa i in., 2022; Bazine i in., 2020; Kandula i in.,
2021; Reddy i in., 2016; Sadik i in., 2019; Sreelakshmi i in.,2018; Sudileti i in., 2019b; Tekale i in.,
2014; Zaout i in., 2021).
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Rycina 5. Struktury zwigzkéw 9a-e—14a-e, 15a-c, 18a oraz 19a-c wykazujgcych najwyzszg
aktywnos¢ przeciwutleniajgcg (9a — Sreelakshmi i in., 2018; 9b — Zaout i in., 2021; 9¢c-d — Aissa i in.,
2022; 9e — Tekale i in., 2014; 10a — Reddy i in., 2016; 10b — Sudileti i in., 2019b; 10c-e — Kandula
iin.,2021; 14a-e, 15a-c — Bazine i in., 2020; 18a — Sadik i in., 2019; 19a-c — Aissa i in., 2021).
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Metodg in vitro najczesciej wykorzystywang przy ocenie potencjatu przeciwutleniajgcego
zwigzkdéw jest metoda DPPH. Technika ta polega na badaniu zdolnosci okredlonej substancji do
neutralizacji syntetycznego rodnika — 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH) (Gulcin, 2020).
W tabeli 1 zostaty przedstawione wartosci parametru ICso (stezenie zwigzku powodujgce spadek
poczatkowego stezenia rodnika DPPH o 50%), wyznaczone dla a-aminofosfoniandw wykazujgcych
znacznie wyzszg aktywnos¢ antyoksydacyjng w poréwnaniu ze standardowymi przeciwutleniacza-
mi — kwasem askorbinowym, butylohydroksytoluenem (BHT) oraz butylohydroksyanizolem (BHA).
Na szczegdlng uwage zastuguje pochodna 14e (Ryc. 5), ktérej aktywnosé przeciwutleniajgca byta
odpowiednio 15- i 44-krotnie wyzsza niz dla BHT i BHA (Bazine i in., 2020).

Tabela 1. Aktywnos¢ przeciwutleniajgca a-aminofosfonianéw 9a-b, 10a-e, 14e oraz 15a i 15c
wzgledem rodnika DPPH (9a — Sreelakshmi i in.,2018; 9b — Zaout i in., 2021; 10a — Reddy i in.,
2016; 10c-e — Kandula i in., 2021; 14e, 15a,c — Bazine i in., 2020).

ICso0 [ug/ml]/[uM]

Numer zwigzku

Badany zwigzek Wzorzec
9a 25,5 pg/ml 43,2 ug/ml (kwas askorbinowy)
22,32+1,19 ug/ml (BHT)
9b 2,0610,01 |
hg/m 5,73+0,41 pg/ml (BHA)
10a 25,9+1,28 pg/ml 42,3+1,28 pug/ml (BHT)
10c 50,1+0,02 pg/ml
10d 50,6+0,06 pg/ml 202,410,02 pg/ml (BHT)
10e 53,4+0,06 pg/ml
14e 2,01+0,02 pMm
29,72+0,59 uM(BHT
15a 8,15+0,18 UM /72£0,59 UM(BHT)

87,32+0,47 uM(BHA
15¢ 5,64+0,01 uM HM(BHA)

Innym stabilnym rodnikiem, ktory jest wykorzystywany do okreslenia potencjatu antyoksyda-
cyjnego zwigzkow, jest rodnik galwinoksylowy (Shi i in., 2001). Najlepsza zdolno$¢ jego wygaszania
wykazywaty a-aminofosfoniany 14e oraz 15b (Ryc. 5), wartosci stezenia powodujgcego zmniejsze-
nie poczatkowej absorbancji badanej prébki o 50% (Aoqs) wynosity 3,74+0,03 dla 14e oraz
4,73+0,08 dla 15b, podczas gdy dla BHT i BHA wartosci parametru Ags wynosity odpowiednio
15,06+0,18 i 29,84+0,06 uM (Bazine i in., 2020). Czesto stosuje sie takze metode ABTS, ktéra pole-
ga na ocenie zdolnosci badanego zwigzku do neutralizacji kationorodnika generowanego
z 2,2’-azyno-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonianu diamonu) (ABTS) (Re i in., 1999). W tym
wypadku najwyzszg aktywnos¢ wykazywaty pochodne 14e i 15c, dla ktérych wartosci stezen
powodujgcych spadek poczatkowego stezenia kationorodnika o 50% (ICso) wynosity odpowiednio
2,61+0,56 i 3,29+0,03 uM, dla poréwnania dla BHT bylo to 5,35+0,1 uM, a dla BHA -
13,31+0,03 uM (Bazine i in., 2020).

Potencjat przeciwutleniajacy zwigzkéw mozna réwniez okresli¢ poprzez badanie ich zdolnosci
do zmiatania reaktywnych form tlenu. Aktywnos¢ a-aminofosfonianu 9e (Ryc. 5) wyrazona jako
stopied zmiatania rodnika hydroksylowego w procentach (% inhibicji) byta 4-krotnie wyzsza
(% inhibicji = 81,82+2,53) niz w przypadku standardowo stosowanej witaminy C (% inhibicji =
20,63+2,53) (Tekale i in., 2014) Natomiast najwyzszg zdolno$¢ neutralizacji nadtlenku wodoru be-
dacego prekursorem rodnika hydroksylowego wykazywaty zwigzki 9a, 10d, 10e i 18a (Ryc. 5). Wy-
znaczone wartosci parametru ICso (stezenie zwigzku powodujgce spadek poczatkowego stezenia
H.0, 0 50%) w kazdym przypadku byty nizsze od wartosci wyznaczonych dla standardowych prze-
ciwutleniaczy — kwasu askorbinowego i BHT: 9a (ICso = 80,5 pg/ml) vs. kwas askorbinowy (ICso =
151,3 pg/ml) (Sreelakshmi i in., 2018), 10d (ICso = 75,4+0,03 uM), 10e (ICso = 89,210,05 uM) vs. BHT
(ICso = 231+0,04 uM) (Kandula i in., 2021) oraz 18a (ICso = 19,11 pg/ml) vs. kwas askorbinowy
(ICs0= 43,10 pg/ml) (Sadik i in., 2019).

Szeroko rozpowszechnione sg takze techniki wykorzystujgce reakcje redukcji jondw metali.
Ocene zdolnosci redukowania jondw Fe** do Fe** mozna przeprowadzi¢ przy zastosowaniu metody
RP (ang. reducing power), ktora polega na redukcji kompleksu Fe[(CN)s]s do Fe[(CN)e]2 (Jayapra-
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kasha i in., 2001), metody FRAP (ang. ferric reducing antioxidant power assay) opartej o redukcje
kompleksu 2,4,6-tripirydylo-S-tiazyny (TPTZ) z jonami Fe3* (Benzie i Strain, 1996) oraz za pomoca
testu z 1,10-fenantroling (Szydlowska-Czerniak i in., 2008). W tabeli 2 zestawiono wartosci para-
metréw ICso (stezenie zwigzku powodujgce spadek poczatkowego stezenia Fe3* o 50%) oraz Aos
wyznaczone dla zwigzkéw posiadajgcych najwyzszg zdolnosé redukcji jonédw Fe3* oceniong przy
zastosowaniu wyzej wymienionych metod (Aissa i in., 2021; Aissa i in., 2022; Bazine i in., 2020;
Sudiletiiin., 2019b; Zaout i in., 2021).

Tabela 2. Aktywnos¢ przeciwutleniajgca a-aminofosfonianéw 9b-d, 10b, 14a-d oraz 19a i 19c
oceniona w testach RP, FRAP i z 1,10-fenantroling (9b — Zaout i in., 2021; 9¢-d — Aissa i in., 2022;
10b — Sudileti i in., 2019b; 14a-d — Bazine i in., 2020; 19a,c — Aissa i in., 2021).

Numer zwigzku RP FRAP Test z 1,10-fenantroling
9b Aos = 4,84+0,75 ug/ml
BHT Aos=>50 pg/ml - -
BHA Aos = 8,41+0,67 ug/ml
14b Aos=14,32+0,06 uM
14c Aos=13,30+0,18 uM
14d Ao,s=13,06+0,04 uM - -
BHT Ao,5=40,70+3,94 uM
BHA Ao,s=29,68+0,71 uM
10b ICso=25,44%1,14 pg/ml
Kwas askorbinowy - ICs0=51,02+1,66 pg/ml B
9c Ao;s= 0,940,038 ug/ml
9d Ao;s=0,0660,02 pg/ml
Trolox - - Aos5=5,21£0,027 pg/ml
Kwas askorbinowy Ao;s=3,08+0,02 pg/ml
14a Ao,s=1,9910,20 uM
14c Aos=1,8410,81 uM
BHT - B Aos=10,16+0,17 pM
BHA Aos = 5,15+0,07 pM
19a Aos=1,14+0,26 pg/ml
19c Aos=1,22+0,19 pg/ml
Trolox - B Ao5=5,21+0,27 pug/ml
Kwas askorbinowy Ao;s = 3,08+0,02 pug/ml

Z kolei technika CUPRAC (ang. cupric ion reducing antioxidant capacity) oparta jest na redukcji
jonéw Cu? do Cu* i polega na spektrofotometrycznym pomiarze absorpcji kompleksu jonéw Cu*
z batokuproing (2,9-dimetylo-4,7-difenylo-1,10-fenantrolina) lub neokuproing (2,9-dimetylo-
-1,10-fenantrolina) (Apak i in., 2006). Najwyziszy potencjat antyoksydacyjny wykazywaty
a-aminofosfoniany 14e i 15¢ (Aos = 1,86+0,01; 2,37+0,03 uM odpowiednio dla 14e, 15c oraz
43,65+0,87 i 20,19+0,19 uM odpowiednio dla BHT i BHA) (Bazine i in.,, 2020) oraz
a-aminodifosofonian 19b (Ags = 3,17+0,93 pg/ml dla 19b oraz Aos = 8,69+0,14 i 8,31+0,15 ug/ml
odpowiednio dla Troloxu i kwasu askorbionowego) (Aissa i in., 2021).

Zastosowanie znalazta takze metoda polegajgca na oznaczaniu catkowitego potencjatu prze-
ciwutleniajgcego w sprzezonym uktadzie B-karotenu z kwasem linolowym (Marco, 1968). Najwyz-
szg aktywnos¢ antyoksydacyjng wykazywaty zwigzki 14b i 14e, dla ktorych wartos$¢ parametru Ags
wynosita odpowiednio 2,37+0,02 i 1,88+0,11 uM, podczas gdy dla BHT i BHA byty to wartosci od-
powiednio 5,62+0,00 i 6,99+0,00 uM (Bazine i in., 2020).
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3. Aminofosfoniany wykazujgce aktywno$¢ przeciwnowotworowg

Choroby nowotworowe stanowig jedng z gtdwnych przyczyn zgondw na catym sSwiecie (Bray i in.,
2018). Jak podaje Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO), w 2020 roku odnotowano 19,3 miliona
nowych zachorowan, z czego blisko 10 milionéw to przypadki Smiertelne (Ferlay i in., 2021). Tera-
pia choréb nowotworowych obejmuje najczesciej zaréwno leczenie chirurgiczne, jak i chemiotera-
pie. Podstawowym problemem wspodfczesnej medycyny jest jednak nieznajomos¢ mechanizmow
przyczyniajacych sie do powstawania nowotwordw, co w znacznym stopniu ogranicza mozliwos¢
projektowania skutecznych lekdw. Pomimo tego w wielu osrodkach naukowych nieustannie trwajg
badania koncentrujace sie na poszukiwaniu nowych zwigzkéw o wyzszej aktywnosci antyprolifera-
cyjnej oraz szerokim profilu bezpieczenistwa.

3.1. Modyfikacja struktur czgsteczek biologicznie czynnych poprzez wprowadzenie ugrupowania
a-aminofosfonianowego

Reina (Ryc. 6) jest naturalnie wystepujgcg pochodng antrachinonu i posiada szeroki zakres aktyw-
nosci biologicznej, m.in. przeciwzapalnej, przeciwutleniajgcej, przeciwdrobnoustrojowej oraz prze-
ciwnowotworowej (Zhou i in., 2015). W serii a-aminofosfonianéw opartych na strukturze reiny
(Yaoiin., 2014) najlepszg aktywnos¢ przeciwnowotworowa wykazywaty zwigzki 20a-f (Ryc. 6).

OH O OH OH O OH aR=3-Br-CgH,
o bR = 4-F-CgH,
OH N p-OEt CR=2-Cl-CgH,
T OE d R=3-MeO-CH,
0 ol o) 0 R

e R =2-MeO-C4H,
Reina 20a-f fR=Ph

Rycina 6. Struktury reiny oraz zwigzkéw 20a-f.

Sposrdd przedstawionych a-aminofosfoniandw 20a-f najlepszg aktywnos$¢ przeciwnowotwo-
rowg wzgledem wszystkich pieciu badanych linii komdrkowych — ludzkiego raka watrobowoko-
morkowego (HepG2), ludzkiego raka nosogardzieli (CNE), ludzkiego gruczolakoraka ptuc (Spca-2),
raka szyjki macicy (Hela) oraz ludzkiego raka jelita grubego (HCT-116) — wykazywat zwigzek 20d.
W kazdym przypadku wyznaczone wartosci parametru 1Csq, zdefiniowanego jako stezenie badanej
substancji hamujgce wzrost badanej populacji w 50%, byty nizsze niz dla 5-fluorouracylu (5-Fu)
(Tabela 3). Warta uwagi jest takze pochodna 20e, ktdéra dziatata lepiej niz 5-fuorouracyl wobec linii
CNE, Spca-2 oraz Hela. Dowiedziono, ze wszystkie otrzymane aminofosfoniany nie byly cyto-
toksyczne wzgledem prawidtowych ludzkich komaérek srédbtonka zyty pepowinowej (HUVEC).

Tabela 3. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzkdw 20a-f.

: ICs0 [uM]
Numer zwigzku
HepG2 CNE Spca-2 Hela HCT-116
20a 62,37+2,17 40,1243,14 75,36+4,89 78,23%16,32 40,18%3,56
20b 59,3814,29 34,57+2,31 24,31+2,17 95,36t4,56 57,82t4,56
20c 39,1941,02 67,98+5,71 28,27+2,14 35,23+2,23  48,20+2,34
20d 22,08+1,30 24,14+1,28 28,27+3,44 19,34%1,58 5,32+0,75
20e 30,01+2,31 28,56+1,87 14,97+3,26 25,64+2,59 8,37+0,88
20f 39,25+2,09 34,28+2,97 27,36%1,89 38,19+2,57 17,79+1,23
5-Fu 29,9810,37 40,21+1,98 42,20+2,14 35,34+2,72  5,7810,85
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Dalsze badania przeprowadzone dla pochodnej 20d wyraznie dowiodty, ze mechanizm dziata-
nia polegat na indukowaniu apoptozy komdrek linii HCT-116 poprzez zatrzymywanie ich wzrostu
w fazie G1. Wptyw zwigzku 20d na aktywacje ekspresji kaspaz wskazywat, ze szlak apoptozy moze
przebiegaé z udziatem receptora programowanej Smierci znajdujgcego sie w btonie komérkowej
(Yaoiin., 2014).

Diacereina (Ryc. 7) jest pochodng reiny (Ryc. 6), stosowang przede wszystkim w leczeniu cho-
roby zwyrodnieniowej stawow (Pavelka i in., 2016). Modyfikacja jej struktury polegajgca na wpro-
wadzeniu ugrupowania a-aminofosfonianowego doprowadzita do otrzymania serii pochodnych
(Qin i in., 2014), ktdore przebadano pod katem aktywnosci cytostatycznej wobec komérek linii
HepG2, CNE, Spca-2 i HCT-116.

OAc O OAc OAc O aR=4-F-CcH,
bR = 4-Cl-CgH,
O‘O O‘O Qoe  rarecr
Y “OEt d R =4-MeO-CiH,
e R=4-Me-CgH,
Diacereina 21a-f f R = 1-naftyl

Rycina 7. Struktury diacereiny oraz zwigzkéw 21a-f.

Wartosci ICso wyznaczone dla pochodnych 21a-f (Ryc. 7) wykazujgcych najlepsze dziatanie
przeciwnowotworowe sposrdd catej serii zwigzkdw zebrane zostaty w tabeli 4.

Tabela 4. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzkéw 21a-f.

] ICso [UM]
Numer zwigzku

HepG2 CNE
21a 13,65+1,05 18,45+2,04
21b 32,31+2,58  25,69%2,36
21c 55,90+3,37  24,43%2,56
21d 56,86+2,68  37,07+2,80
21e 22,93+1,34 19,19+0,89
21f 19,68+2,01  23,5811,32
5-Fu 20,30%2,42 >50

Najlepszg aktywnos¢ antyproliferacyjng wzgledem linii komdrkowej CNE, lepsza niz szeroko
stosowany 5-fluorouralcyl, wykazywaty zwigzki 21a-f, natomiast wobec linii HepG2 pochodne —
21a i 21f. Co wiecej, zaden z badanych zwigzkéw nie byt cytotoksyczny wzgledem prawidtowych
komérek (Qin i in., 2014). Udowodniono ponadto, ze mechanizm dziatania antyproliferacyjnego
pochodnej 21e byt taki sam jak dla zwigzku 20d (Ryc. 6) (Yao i in., 2014).
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Kolejng wazng grupe zwigzkdow o aktywnosci przeciwnowotworowej stanowig pochodne ku-
maryny, zaréwno te pozyskiwane z surowcédw naturalnych, jak i pochodzenia syntetycznego
(Borges i in., 2005; Venugopala i in., 2013). Wprowadzenie ugrupowania a-aminofosfonianowego
do struktury 7-hydroksy-4-metylokumaryny (4-MU, Ryc. 8) miato na celu poprawe aktywnosci
przeciwnowotworowej poprzez zwiekszenie powinowactwa do DNA. Na rycinie 8 przedstawiono
zwiazki 22a-d wykazujgce wyzsza niz 5-Fu aktywnos¢ antyproliferacyjng wobec badanych linii ko-
markowych — linii komérek ludzkiego raka zotgdka (MGC-803), raka nosogardzieli® (KB) i HCT-116
(Liiin., 2015).

(0]
H 11 _OFEt
0.__0O OH 0.__0 OV\H/N Pl
> COEt
19@/ m o Ri Ry
4-MU 22a-j

aR;=H,R,=3-Br-C¢H,; bR, = H, R, =2-Me0-CcH,; ¢ Ry = H, R, = 2-naftyl;
dR, =Me,R,=Ph

Rycina 8. Struktury 4-MU oraz zwigzkéw 22a-d.

Pochodna 22d dziatata lepiej niz lek referencyjny wobec komérek wszystkich linii, natomiast
zwigzki 22a-c wykazywaty wyzszg aktywnos¢ jedynie wzgledem linii KB (Tabela 5). Ponadto przed-
stawione zwigzki nie byty cytotoksyczne wzgledem prawidtowych komérek linii HUVEC.

Tabela 5. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzku 22a-d.

ICso [uM]
Numer zwigzku
MGC-803 KB HCT-116
22a 74,16+3,36 0,50%2,68 25,75+1,21
22b 36,85+1,96 0,45+1,03 23,68+5,89
22c 41,47+2,86 0,79+1,70 38,90+0,04
22d 14,55+1,11 0,08+1,12 8,68+3,20
5-Fu 15,3241,96 1,23+#1,09 10,05+2,20

W toku dalszych badan udowodniono, ze zwigzek 22d indukowat apoptoze komérek HCT-116
poprzez zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G1, aktywacje kaspaz 3 i 9 oraz biatek anty-
i proapoptotycznych (Liiin., 2015).

Do zwigzkdéw wykazujacych aktywnos¢ przeciwnowotworowa nalezy takze kwas azjatykowy
(AA, Ryc. 9) — naturalnie wystepujacy pentacykliczny terpen (Hsu i in., 2005). Sprawdzono wptyw
obecnosci ugrupowania a-aminofosfonianowego na wtasciwosci cytostatyczne pochodnych kwasu
azjatykowego (Huang i in., 2016b).

1 W zaprezentowanych pracach oryginalnych linie komérkowe KB oraz KB-vin sa btednie okreélane jako linie
komorek ludzkiego raka nosogardzieli (KB-vin — linia komdrkowa ludzkiego raka nosogardzieli oporna na
winkrystyne). Prawidtowo sg to sublinie linii HeLa — komadrek ludzkiego raka szyjki macicy. Problem ten
wyjasniony jest w pracy, ktora ukazata sie w Cancer Research w 2017 roku (Vaughaniin., 2017) (przyp. aut.).
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23aR=2-F-CgH,; b R = 4-F-CgH,; ¢ R = 2-Cl-CgH,; d R = 3-CI-CgH,; @ R = 4-Cl-CgH,; f R = 2-Br-CgH,; g R = 3-Br-CgH,;
h R = 4-Br-CgH,; i R = 3-Me-CgH,; j R = 4-Me-CgHy; k R = 2-MeO-C¢H,; I R = 3-MeO-CgH,; m R = 4-MeO-C¢H,; n R = Ph

24aR=4-Br-CgH,; b R = 4-Me-CgH,
Rycina 9. Struktury AA oraz zwigzkow 23a-n i 24a-b.
Badania in vitro potwierdzity wysokg aktywnos¢ zwigzkdw 23a-n oraz 24a-b (Ryc. 9) wobec
czterech linii komdrek nowotworowych — linii komérek ludzkiego niedrobnokomérkowego raka

ptuc (A549), raka pecherza moczowego (T24), ludzkiego raka jajnika (SKOV-3) oraz Spca-2. W wielu
przypadkach wartosci ICso byty nizsze niz dla 5-fluorouracylu oraz cisplatyny (Tabela 6).

Tabela 6. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzkéw 23a-n i 24a-b.

. ICs0 [uM]
Numer zwigzku
A549 T24 Spca-2 SKOV-3
23a 21,77+1,12 16,19%2,91 10,10#4,01 31,26%0,31
23b 20,18+1,19 20,78+2,12 29,73+1,54 25,24v0,15
23c 14,89+2,31 6,59%0,16 15,01+1,95 27,5240,67
23d 29,80+2,52 13,92+0,92 18,02+0,99 35,4711,96
23e 15,70+0,46  8,93%1,26  16,06%2,62 18,60+0,14
23f 12,27+1,20 14,88+1,98 22,61+1,97 26,95+0,84
23g 26,28+0,68 20,24+1,63 24,13%+2,19 21,1740,36
23h 17,59+1,70 17,93+0,77 27,76%0,97 18,07+0,47
23i 27,71+0,55 25,24+0,55 23,80+1,09 19,37+0,53
23j 12,36+4,42 17,83%4,54 20,28%1,07 10,26+0,69
23k 47,31+1,12 24,11+0,66 31,43+2,09 40,13+0,32
23| 35,7341,34 16,65+1,85 22,75+1,26 42,29+0,79
23m 45,57+0,45 18,11+0,33 27,70+1,98 38,2040,83
23n 37,92+1,18 28,92+0,53 39,39+2,35 30,87+0,18
24a 23,35+1,52 13,80+1,90 16,76+1,48 19,70+0,11
24b 27,12+3,01 21,89+1,65 25,11+0,99 20,12+1,13
5-Fu 34,47+1,90 40,14+2,14 44,34+1,90 27,2310,16

Cisplatyna 13,48+0,37 30,05+0,39 15,83+0,54 15,60+1,68
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Najlepsze dziatanie hamujgce namnazanie sie komarek raka ptuc, lepsze niz oba zastosowane
leki referencyjne, wykazywaty pochodne 23f oraz 23j. Wszystkie przedstawione zwigzki (23a-n oraz
24a-b) byty bardziej aktywne niz 5-Fu i cisplatyna wobec linii T24. Najwiekszg zdolno$¢ hamowania
proliferacji komodrek linii Spca-2 miaty pochodne 23a oraz 23c, a wobec komérek linii SKOV-3 naj-
skuteczniejszy okazat sie zwigzek 23j. Wykazano réwniez, ze wszystkie otrzymane zwigzki byty
mniej cytotoksyczne wobec prawidtowych komérek linii HUVEC niz 5-Fu i cisplatyna. Ponadto do-
wiedziono, ze aktywnos$é przeciwnowotworowa zwigzku 23c wobec linii komérkowej T24 byta
spowodowana apoptozg komdrek nowotworowych poprzez regulacje poziomu biatek apoptotycz-
nych z rodziny BCL-2 (ang. B-cell leukemia/lymphoma-2), aktywacje kaspaz 3 i 9, a nastepnie roz-
szczepienie enzymow polimerazy poli(ADP-rybozy) (PARP). Analiza cyklu komoérkowego
potwierdzita, ze zwigzek 23c hamowat proliferacje przez zatrzymanie fazy G1 (Huangiin., 2016b).

Kwas glicyretynowy (GA, Ryc. 10) jest kolejnym zwigzkiem majgcym udokumentowang
aktywnos¢ hamujaca proliferacje komdrek nowotworowych, m.in. raka ptuc (Huangiin., 2014) czy
ludzkiej biataczki (Huang i in., 2016c). Opisano synteze i aktywnos$¢ cytostatyczng serii nowych
inhibitoréw jadrowego czynnika transkrypcyjnego NF kappa B (NF-kB) 25—28 (Ryc. 10), pochodnych
kwasu glicyretynowego zawierajgcych ugrupowania a-aminofosfonianowe (Jiniin., 2018).

R4
R2
H
N
O=
/P\
EtO OEt
25a-g (n=1)
26a-g (n=2)
R4
R RZ
: H
N
GA
O=
/P\
EtO OEt

27a-g(n=1)
28a-g(n=2)

aR,=H,R,=H; bR, =0Me, R, =H; cR, =H, R, =OMe
dR,=F,R,=H;eR =H,R,=F;fR =Br,R,=H;gR; = H, R, = Br

Rycina 10. Struktury GA oraz zwigzkdéw 25-28a-g.

Wiekszos¢ otrzymanych zwigzkéw wykazywata duzo wyiszg zdolnosé¢ hamowania rozwoju
komorek ludzkiego niedrobnokomorkowego raka ptuc (NCI-H460), ludzkiego kostniakomiesaka
(MG-63), raka zotadka (MGC-803), ptuc (A549) oraz watroby (HepG2) (ICso = od 6,25+0,95 do >50
MM) niz sam kwas glicyretynowy (ICso = od 36,15+2,38 do >50 uM), co wskazuje, ze wprowadzenie
funkcji a-aminofosfonianowej korzystnie wptywa na aktywnosé antyproliferacyjng. Najlepsze dzia-
tanie wzgledem wszystkich linii komdérek nowotworowych, lepsze niz 10-hydroksykamptotecyna
(HCPT), wykazywat zwigzek 26e (Tabela 7), przy czym odznaczat sie on niskg cytotoksycznoscig
wobec prawidtowych ludzkich komérek watroby (HL-7702).
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Tabela 7. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzku 26e.

Numer zwigzku ICso [UM]
NCI-H460 MG-63 MGC-803 A549 HepG2
26e 8,28+1,07 9,01+1,01 8,73%1,09 6,25+0,95 9,11+1,23
HCPT 10,08+1,05 10,69+1,15 9,71+1,03 9,13+1,09 10,21+1,06

Dalsze badania dowiodty, ze pochodna 26e powodowata zatrzymanie cyklu komdrkowego
w fazie S i indukowata apoptoze w komdrkach linii A549 poprzez zablokowanie szlaku sygnatowego
NF-kB. Ponadto wywotywata spadek potencjatu btony mitochondrialnej, indukowata produkcje RFT
oraz hamowata migracje komadrek nowotworowych linii A549 (Jiniin., 2018).

Millepachina (ang. millepachine, MIL, Ryc. 11) nalezy do grupy flawonoidéw opartych na
strukturze chalkonu i wykazuje aktywnos¢ przeciwnowotworowg, w szczegdlnos$ci wobec komérek
raka watroby (Wu i in., 2013). W serii a-aminofosfonianowych pochodnych MIL (Huang i in.,
2020a) zwigzki 29a-j (Ryc. 11) wykazywaty aktywnos¢ antyproliferacyjng wobec badanych linii ko-
morkowych — linii komérek ludzkiego czerniaka ztosliwego (A375), ludzkiej biataczki szpikowej
(K562), HepG2 oraz NCI-H460 na poziomie wyzszym niz zwigzek macierzysty — millepachina. Spo-
$réd nich najlepsze dziatanie miata pochodna 29h (ICso = 2,03+0,91; 1,96+1,02; 0,85+0,83;
2,61+1,13 uM odpowiednio dla A375, K562, HepG2 oraz NCI-H460), znacznie wyzsze niz MIL (I1Cso =
7,05+0,72; 8,58+1,01; 5,35+0,43 oraz 11,85+1,08 uM odpowiednio dla A375, K562, HepG2 oraz
NCI-H460).

EtO II _OEt

MIL 29a-j

aR;=H;R,=0Me;R3=H;bR;=H;R,=Me;R;=H; cR; =H; R, =F; Ry =H;
dR; =H; R, =NO,; R; =H; eR,; =0Me; R, =H; R;=H; fR; =Me; R, =H; Ry = H;
gR,=F;R,=H;R;=H; hR; = 0H; R, =0Me; Ry =H;iR; =NO,; R, = OMe; R; = H;
j R, =0Me; R, = OMe; R; = OMe

Rycina 11. Struktury MIL oraz zwigzkéw 29a-j.

Dodatkowo zwigzek 29h wykazywat niskg toksycznos¢ w stosunku do prawidtowych komérek
linii HL-7702. Ponadto poréwnano aktywnosci przeciwnowotworowe zwigzku 29h wobec linii ko-
morkowej MCF-7 i linii komdrek estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi opornych na doksoru-
bicyne (MCF-7/DOX), a takze dziatania cytostatyczne wobec linii A549 i linii komérek ludzkiego
niedrobnokomédrkowego raka ptuc opornych na cisplatyne (A549/CDDP). Wyznaczone wartosci
parametru ICso wskazujg, ze a-aminofosfonian 29h wykazuje niemalze identyczng aktywnos¢ za-
rowno wobec linii komdrkowych wrazliwych (MCF-7 i A549), jak i opornych na doksorubicyne
(MCF-7/DOX) oraz cisplatyne (A549/CDDP) (Tabela 8).

Tabela 8. Poréwnanie aktywnosci cytostatycznej zwigzku 29h wobec linii komdrkowych
wrazliwych i opornych na doksorubicyne oraz cisplatyne.

. ICso [LM]
Zwiagzek
MCF-7 MCF-7/DOX  A549  A549/CDDP
29h 1,75¢1,03 21241,15 309+1,03 2,83+1,64
Doksorubi
° s(%rgx')cyna 1,094091 4354231 2,27+41,15  2,95+1,33

Cisplatyna (CDDP) 9,05+1,67 15,21+2,07 6,05+1,46 27,36+2,03
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Udowodniono, ze pochodna 29h indukowata apoptoze komoérek oraz zatrzymanie cyklu ko-
moérkowego w fazie G2/M poprzez znaczne zahamowanie polimeryzacji mikrotubul. Dodatkowo
zwigzek 29h przyczyniat sie do spadku potencjatu btony mitochondrialnej, zwiekszenia produkcji
RFT oraz regulacji poziomu biatek apoptotycznych — Bax (biatko proapoptotyczne nalezgce do ro-
dziny biatek BCL-2; ang. BCL-2-associated X protein) oraz Bcl-2 (biatko antyapoptotyczne nalezgce
do rodziny biatek BCL-2), ktdrej towarzyszyta aktywacja kaspaz 3 i 9 (Huangiin., 2020a).

Jednym z podejs¢ do otrzymywania biologicznie czynnych zwigzkdéw jest synteza tzw. czaste-
czek hybrydowych (koniugatow). Potgczenie struktur dwoch lub trzech zwigzkédw wykazujgcych
aktywnos¢ biologiczng czesto prowadzi do zmniejszenia lekoopornosci i poprawy aktywnosci dzieki
efektowi synergicznemu (Rakesh i in., 2018). Zwigzki 30a-f zawierajgce w swej strukturze fragment
neokryptolepiny (Bracca i in., 2014; Lavrado i in., 2010), akrydyny (Belmont i in., 2007; Denny,
2004) oraz ugrupowanie a-aminofosfonianowe przedstawiono na rycinie 12 (Ahmed i in., 2020).

O B aR=0
P> bR=(CH2)2
NH

cR=(CH,);
N N_g d R = (CH,),NH(CH,),
O o=R-oph e R = (CH,);NH(CH,),
OPh f R = (CH,)3N(CH,),N(CH,);
30a-f

Rycina 12. Struktury a-aminofosfonianéw 30a-f.

Zwiazki 30a-f zbadano pod katem aktywnosci cytostatycznej in vitro wobec linii komorek raka
jelita grubego (HCT-116), estrogenozaleinego gruczolakoraka piersi (MCF-7), raka watroby
(HepG2) oraz niedrobnokomadrkowego raka ptuc (A549) (Tabela 9).

Tabela 9. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzkéw 30a-f.

. ICs0 [uM]
Numer zwigzku
HCT-116  MCF-7 HepG2 A549
30a 5,8%1,4 8,2+1,7 23,1+2,4 19,4123
30b 7,3¥1,6 15,9+2,1 24,6%2,7 25,6%3,1
30c 7,0£1,7 18,3%2,1 27,8+2,9 25,2132
30d 4,7+¢1,3 18,4+2,1 28,0+3,1 33,4%3,7
30e 5,7+1,5 18,8%2,3 26,8+2,9 29,0£3,5
30f 2,404 16,0+2,1 27,1+3,1 20,9+2,9

Doksorubicyna  10,9+2,3 26,5+3,7 32,8%3,6 27,941

Z analizy wartosci ICso przedstawionych w tabeli 9 wynika, ze zwigzki 30a-c oraz 30f wykazy-
waty lepszg aktywnosc¢ antyproliferacyjng wobec wszystkich czterech linii komdérkowych w poréw-
naniu z doksorubicyng, natomiast pochodne 30d i 30e dziataty stabiej niz zwigzek referencyjny
jedynie w przypadku linii A549. Otrzymane wyniki potwierdzajg synergiczny wptyw poszczegdlnych
fragmentéw strukturalnych na aktywnosé przeciwnowotworowg zsyntezowanych czgsteczek hy-
brydowych (Ahmed i in., 2020).

Irynotekan (Ryc. 13) nalezy do grupy inhibitoréw topoizomerazy | i jest stosowany w lecznic-
twie jako Srodek przeciwnowotworowy (Rothenberg, 1997). Zatozono, ze wprowadzenie funkcji
a-aminofosfonianowej do struktury irynotekanu doprowadzi do zwiekszenia skutecznosci, zmini-
malizowania skutkéw ubocznych, a takze poprawy wtasciwosci fizykochemicznych otrzymanych
pochodnych 31a-j i 32a-j (Ryc. 13) (Huang i in., 2020b).
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Irynotekan 31(n=1)

32(n=3)
aR;=H;R,=H;bR;=H;R,=F;cR;=H;R,=Cl;dR; =H; R,=Br;
eR;=H;R,=0Me; fR;=H; R,=Me; gR, =F; R,=H; hR; =Cl; R, = H;
i Ry =Br;R,=H; jR, = OMe; R, = H

Rycina 13. Struktury irynotekanu oraz pochodnych 31a-j i 32a-j.
Wszystkie zwigzki poddano ocenie aktywnosci antyproliferacyjnej in vitro wobec szesciu linii
komdrek nowotworowych — linii komorek ludzkiego kostniakomiesaka (U20S), linii komérek ludz-
kiego raka jajnika opornej na cisplatyne (SKOV-3/CDDP), a takze SKOV3, A549, MCF-7 oraz MG-63.

Sposrdd wszystkich pochodnych najlepszg aktywnosé wobec wszystkich badanych linii komérko-
wych, wyzszg niz irynotekan i cisplatyna, posiadat zwigzek 32b (Tabela 10).

Tabela 10. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzku 32b.

. ICso [UM]
Numer zwigzku
U20S SKOV-3/CDDP SKOV-3 A549 MCF-7 MG-63
32b 1,75+0,95 1,39+1,02 0,92+0,81 3,05+1,27 2,20+1,35 3,23+1,01

Irynotekan 14,21+1,82 26,55+2,33 13,63+1,53 16,53+1,53 12,25%#1,19 18,09+2,03
Cisplatyna 11,34+1,76 37,45+1,09 8,75+1,09  8,35+1,68 11,05+1,72 9,58+1,31

Na podstawie analizy mechanizméw zachodzgcych w komérkach raka jajnika (SKOV-3) wyka-
zano, ze zwigzek 32b powodowat zatrzymywanie cyklu komoérkowego w fazie S oraz indukowat
apoptoze wraz ze spadkiem potencjatu btony mitochondrialnej. Ponadto, stosujgc model hetero-
przeszczepu in vivo, dowiedziono, ze pochodna 32b znaczgco hamowata wzrost guza u myszy i nie
powodowata zauwazalnej toksycznosci (Huangiin., 2020b).

Kamptotecyna (CPT, Ryc. 14), podobnie jak irynotekan (Ryc. 13), jest szeroko rozpowszech-
nionym inhibitorem topoizomerazy | stosowanym w terapii przeciwnowotworowej (Pommier i in.,
1995; Sriram i in., 2005). Zsyntezowano dwie serie nowych a-aminofosfonianowych pochodnych
CPT — zwigzki 33a-p oraz 34a-e (Ryc. 14) — ktére przebadano in vitro wobec szesciu linii komorek
nowotworowych — ludzkiego raka watrobowokomaorkowego (Hep3B), raka piersi z mutacjg genu
BRAC-1/2 (MDA-MB-231), ludzkiego raka nosogardzieli opornego na winkrystyne (KB-vin), KB,
MCF-7 oraz A549 (Chen i in., 2021).
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33 aR; =H, R,=Me; bR, = Me, R,= Me; c R, =i-Pr, R,= Me; d R, =i-Bu, R,= Me; e R, = sec-Bu, R,= Me;

fR, =Bn, R,= Me; gR; = H, Ry= Et; h R; = Me, R,= Et; i Ry = i-Pr, Ry= Et; j Ry = i-Bu, R,= Et;
k R; = sec-Bu, R,= Et; I R; = Bn, R,= Et; m R; = H, R,= Ph; n R, = Me, R,= Ph; o R, = sec-Bu, R,= Ph;
p R;=Bn,R,=Ph

CPT

34 aR;=/i-Pr,n=1;bR;=i-Bu,n=1; cR;=sec-Bu,n=1;dR;=Bn,n=1;eR;=H,n=3

Rycina 14. Struktura CPT oraz a-aminofosfonianéw 33a-p i 34a-e.

Prawie wszystkie otrzymane zwigzki wykazywaty duzo wyzszg aktywnos¢ cytostatyczng
in vitro niz stosowany w terapii przeciwnowotworowej irynotekan (Chen i in., 2021). Sposréd nich
zwigzek 33g (Ryc. 14) wykazywat najwyziszg aktywnos$¢ antyproliferacyjng wobec wszystkich
testowanych linii komérek nowotworowych, 10-krotnie wyzszg w pordwnaniu z irynotekanem
(Tabela 11). Natomiast zaden ze zwigzkéw nie dziatat lepiej niz inny inhibitor topoizomerazy | —
topotekan.

Tabela 11. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzku 33g.

Numer ICs0 [uM]
zwigzku Hep3B MDA-MB-231 KB-vin KB MCF-7 A549
33g 0,1531+0,031 1,611+0,241 0,974+0,079 0,834+0,111 0,334+0,061 0,517+0,039

Irynotekan 1,432+0,144 15,563+0,302 10,717+0,613 7,993+0,312 3,828+0,036 8,306+0,280
Topotekan 0,008+0,001  0,101+0,005 0,396+0,021  0,063+0,004 0,035+0,001 0,045+0,002

Mechanizm dziatania zwigzku 33g polegat nie tylko na indukowaniu apoptozy komadrek i za-
trzymaniu cyklu komdrkowego, ale takze na hamowaniu aktywnosci topoizomerazy | w komérce
i systemie bezkomdrkowym w sposdb podobny do dziatania irynotekanu. Dodatkowo test ostrej
toksycznosci wykazat, ze 33g nie byt toksyczny dla komérek watroby i nerek oraz uktadu krwio-
twdrczego myszy. Aktualnie trwajg badania nad dalszg optymalizacjg struktury i oceng aktywnosci
biologicznej tego zwigzku (Cheniin., 2021).

Cyklooksygenaza-2 (COX-2) jest enzymem, ktéry ulega nadekspresji po wystgpieniu stanu za-
palnego w organizmie (Tsai i in., 2003). W ostatnich latach udowodniono, ze ekspresja COX-2 ulega
znacznemu podwyzszeniu rowniez w przypadku wystepowania niektdrych nowotwordw, np. piersi
i trzustki (Maitra i in., 2002). Zaprojektowano serie a-aminofosfonianéow posiadajacych w swej
strukturze fragment celekoksybu (Ryc. 15), szeroko znanego inhibitora COX-2, a otrzymane zwigzki
przebadano pod katem aktywnosci antyproliferacyjnej wobec czterech linii komérkowych (MCF-7,
Hela, HepG2 i HCT-116). Na rycinie 15 przedstawiono struktury zwigzkdw o wyzszej niz cisplatyna
aktywnosci cytostatycznej wzgledem badanych linii komérkowych (Zhang i in., 2020).
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Rycina 15. Struktury celekoksybu oraz pochodnych 35a-v.

Najwyzszg aktywnos¢ przeciwnowotworowg wzgledem komorek raka piersi (MCF-7) wykazy-
wat zwigzek 35c, dla ktérego wyznaczona wartosé ICsgp wynosita 5,32+0,65 uM, podczas gdy dla
cisplatyny ICso = 23,1840,83 uM. W przypadku komérek raka szyjki macicy (Hela) najskuteczniejszy
byt zwigzek 35g (ICsp = 7,25%0,23 uM; dla cisplatyny ICso = 10,06+0,54 uM), raka watroby (HepG2) —
35m (ICso = 7,25+0,49 uM; dla cisplatyny ICsp = 28,36+0,43 uM), a wobec raka jelita grubego
(HCT-116) — pochodna 35t (ICsp = 2,34+0,27 uM; dla cisplatyny ICso = 8,73+1,09 uM). Zwigzkiem
o najwiekszym potencjale terapeutycznym byt 35t (ICso = 9,71+0,47; 16,43+0,62; 12,51+1,18
i 2,34+0,27 uM odpowiednio dla MCF-7, Hela, HepG2 oraz HCT-116). Jednoczesnie wykazano niskg
cytotoksyczno$é zwigzkéw 35a-v wobec prawidtowych komérek embrionalnych nerki zawieraja-
cych duzy antygen T wirusa SV40 (HEK 293T). Przeprowadzone dokowanie molekularne wykazato,
ze antyproliferacyjne dziatanie zwigzku 35t wynika z indukcji apoptozy mitochondrialnej oraz ha-
mowania cyklu komérkowego w fazie G1 (Zhangi in., 2020).

Kolejnym zwigzkiem wykorzystywanym w leczeniu réznych typédw nowotwordw ztosliwych,
m.in. biataczki szpikowej, jest mesylan imatynibu (Ryc. 16) — selektywny inhibitor kinaz tyrozyno-
wych, m.in. kinazy Bcr-Abl, znany pod nazwg handlowa Gleevec (Nadal i Olavarria, 2004). W ostat-
nim czasie zsyntezowano a-aminofosfonianowe analogi mesylanu imatynibu 36a-j (Ryc. 16) (Aita

iin., 2021).
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aR=4-NMe,; b R = 4-NEt,; c R = 3,4,5-tri-OMe; d R = 4-OH;
eR=4-Cl; fR=4-Br; g R =4-NO,; hR=3-NO,; iR =4-Cl, 3-NO,;
j R = 1-naftyl

Rycina 16. Struktury mesylanu imatynibu oraz zwigzkow 36a-j.
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Ocena aktywnosci cytostatycznej in vitro wobec kilku linii komdrkowych — ludzkiej biataczki
(U-973 i HL-60), ludzkiego raka prostaty (DU-145), K562 oraz MCF-7 — wykazata, ze zwigzki zawie-
rajgce w pierscieniu aromatycznym atom halogenu (36f, ICss = od 1,068+0,88 pM do
2,033+0,97 uM), grupe nitrowa (36g, ICso = od 1,402+0,79 uM do 2,335+0,73 puM; 36h, 1Cso = od
1,380+0,94 uM do 2,213+0,64 uM) oraz oba podstawniki jednoczesnie (36i, ICso = od
1,4374£0,92 uM do 2,558+0,76 uM) wykazywaty lepsza aktywnosé przeciwnowotworowa w po-
rownaniu z doksorubicyng i imatynibem. Przeprowadzone badania in silico dowiodty, ze aktywnos¢
przeciwnowotworowa wszystkich zaprojektowanych zwigzkéw wynikata z hamowania ludzkiej
kinazy tyrozynowej Bcr-Abl. Ponadto ocena ryzyka toksycznosci przeprowadzona przy pomocy
modelowania molekularnego wykazata, ze wszystkie otrzymane zwigzki cechowaty sie wysokim
profilem bezpieczestwa w poréwnaniu z imatynibem (Aita i in., 2021).

3.2. Inne aminofosfoniany wykazujgce aktywnosc przeciwnowotworowq

W 2013 roku zostaty opisane synteza i aktywnos¢ przeciwnowotworowa serii nowych komplekséw
platyny(ll) 37a-f (Ryc. 17) posiadajgcych w strukturze ugrupowanie a-aminofosfonianowe (Huang
iin., 2013a).

— P—OEt an=2;R=H
bn=1;R=H

\ N/\ _N cn=0;R=H
/Pt\H 7\ dn=2;R=3,4,5-tri-OMe
Cl Cl N en=1;R=3,4,5-tri-OMe
R fn=0;R=3,4,5tri-OMe

Rycina 17. Struktury kompleksow platyny(Il) 37a-f.

Wszystkie zwigzki wykazywaty selektywng aktywnos$¢ wobec linii komérek raka watrobowo-
komdrkowego (BEL-7404), wyzszg niz powszechnie stosowana cisplatyna (Tabela 12).

Tabela 12. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzkéw 37a-f.

Numer zwiazku
37a 37b 37c 37d 37e 37f Cisplatyna
ICso [uM] 26,5 32,1 24,8 21,2 17,6 12,5 132,8

Ponadto kompleksy 37a-f wykazywaty nizszg cytotoksycznos$é w stosunku do prawidtowych
ludzkich komérek watroby (HL-7702) niz do testowanych komérek nowotworowych, co swiadczy
oich wysokim profilu bezpieczeAstwa. Dziatanie przeciwnowotworowe badanych zwigzkéw
wynikato z indukowania apoptozy komérek oraz zatrzymywania cyklu komérkowego w fazie G1. Co
wiecej, badania ruchliwosci elektroforetycznej i analiza spektralna przy wykorzystaniu zjawiska
dichroizmu kotowego wykazaty, ze sposdb wigzania kompleksu 37f z DNA moze byc¢ inny niz
w przypadku cisplatyny (Huang i in., 2013a).

Kilka lat pdzniej ta sama grupa badawcza opublikowata wyniki badar dotyczacych syntezy
i aktywnosci antyproliferacyjnej kolejnej serii komplekséw platyny(ll) zawierajgcych ligand
a-aminofosfonianowy (Huang i in., 2019). Sposrdd wszystkich nowych zwigzkédw na szczegdlng
uwage zastuguje pochodna 38 (Ryc. 18), ktdérej dziatanie in vitro wobec komérek raka pecherza
moczowego (T24), kostniakomiesaka (MG-63), raka watrobowokomoérkowego (HepG2) oraz raka
jajnika (SKOV-3) byto duzo wyzsze w poréwnaniu ze stosowanymi w terapii przeciwnowotworowej
cisplatyng i oksaliplatyng (Tabela 13) (Huangiin., 2019).
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Rycina 18. Struktura kompleksu 38.

Tabela 13. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzku 38.

. IC50 [uM]
Numer zwigzku
T24 MG-63 HepG2 SKOV-3
38 0,46+0,31 0,25+0,11 0,73%0,13 1,240,2
Cisplatyna 1,8+0,2 7,510,2 4,2+0,3 8,1+0,4

Oksaliplatyna  0,87+0,15  4,610,1 1,240,2 7,5+0,6

Ponadto kompleks ten byt takze mniej cytotoksyczny wzgledem prawidtowych komaérek wa-
troby linii HL-7702 niz badane chemioterapeutyki. Dalsze badania przeprowadzone na komérkach
linii T24 dowiodty, ze kompleksy platyny(ll) gromadzity sie w siateczce endoplazmatycznej, co po-
wodowato jej silny stres wywotany generowaniem reaktywnych form tlenu, a to z kolei wyzwalato
ekspozycje kalretykuliny (CRT) na btone komodrkowg oraz wydzielanie ATP i biatka HMGB1
(ang. high mobility group box 1; biatko wydzielane przez uszkodzone tkanki i stymulujgce procesy
zapalne). Sygnaty te pobudzaty komodrki odpornosciowe i powodowaty cytotoksycznosé wobec
komodrek nowotworowych. Wykazano takze wptyw kompleksu 38 na komorki nowotworowe, ktére
stawaty sie immunogenne, a powstawanie guzow u badanych osobnikéw byto znacznie opdznione.
Silne dziatanie przeciwnowotworowe zwigzku 38 zwigzane z immunogenng $miercig komadrek po-
twierdzone zostato w dwdch niezaleznych modelach mysich (Huangiin., 2019).

Kolejng grupa zwigzkdéw wykazujacych aktywnosé przeciwnowotworowgq sg a-aminofosfonia-
nowe pochodne antracenu (Ryc. 19) (Kraicheva i in., 2013).

OEt OEt pCY %
EtO.
R.

39

Rycina 19. Struktury a-aminodifosfonianow 39a-b.

Widoczne na rycinie 19 a-aminodifosfoniany 39a i 39b (Ryc. 19) wykazywaty silne dziatanie
przeciwnowotworowe wobec komadrek ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego linii HT-29 (ICso =
0,434+0,0042 i 0,436+0,0044 mg/ml odpowiednio dla 39a, 39b), lepsze niz doksorubicyna (ICso =
0,58+0,013 mg/ml). Testy bezpieczenstwa in vitro i in vivo potwierdzity niskg toksycznos¢ badanych
zwigzkdéw wobec komérek prawidtowych (Kraichevaiin., 2013).

Opisane zostaty synteza oraz aktywnos$¢ przeciwnowotworowa serii a-aminofosfonianéw
40a-q (Ryc. 20) (Huang i in., 2013b) zawierajacych w swej budowie szkielet kwasu dehydroabiety-
nowego (DHA, Ryc. 20).
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e R =4-Me-CgH,; f R = 3-Me-C¢H,; g R = 4-F-CgH,; h R = 2-F-CgH,;
i R=3-F-CgH,; j R = 4-CI-CgH,; k R = 2-CI-CgHy; | R = 3-CI-CgHy;
m R = 4-Br-CgH,; n R = 2-Br-CgH,; 0 R = 3-Br-CgH,; p R = 1-naftyl
g R = 2-naftyl

Rycina 20. Struktury DHA oraz zwigzkéw 40a-q.

Badania przesiewowe aktywnosci antyproliferacyjnej in vitro potwierdzity, ze wiekszos¢
otrzymanych zwigzkéw wykazywata wyzsze dziatanie hamujgce wobec linii komérek raka ptuc
(NCI-H460 i A549), raka watroby (HepG2) oraz raka jajnika (SKOV-3) niz szeroko stosowany 5-Fu.
W przypadku linii NCI-H460 wszystkie pochodne byty bardziej aktywne (ICso w zakresie od
3,33+0,58 do 36,37+3,48 uM) niz zwigzek referencyjny — 5-Fu (ICso= 44,04+0,54 uM). Wobec linii
A549 oraz SKOV-3 stabiej niz 5-Fu (ICso= 34,33%0,23 i 24,43+0,41 uM odpowiednio dla linii A549
i SKOV-3) dziatata jedynie pochodna 40q (ICso= 45,74+3,87 i >50 uM odpowiednio dla linii A549
i SKOV-3), natomiast wartosci ICso pozostatych zwigzkdw miescity sie w zakresie od 12,66+1,76 do
29,58+1,46 uM dla A549 oraz od 9,96+1,08 do 21,35+2,01 uM dla SKOV-3. W przypadku komdrek
linii HepG2 najwyzszg aktywnos¢ wykazywaty pochodne 40a, 40c-e, 40h, 40j, 40k oraz 40m-o (ICsp
w zakresie od 7,70+1,06 do 29,96+2,46 uM; dla 5-Fu — 1C50=29,98+0,37). W toku dalszych badan
ustalono, ze zwigzek 40c indukowat apoptoze komodrek linii NCI-H460 poprzez zatrzymywanie cyklu
komorkowego w fazie G1 (Huang i in., 2013b).

Kontynuujac badania, zsyntezowano szereg kolejnych pochodnych DHA (Ryc. 20) — zwigzki
41a-p i 42a-0 (Ryc. 21), a nastepnie zbadano ich aktywnos¢ cytostatyczng wobec czterech linii ko-
morkowych (NCI-H460, A549, HepG2 oraz SKOV-3) (Huang i in., 2013c).

41aR="Ph; bR=4-MeO-CgH,; R =2-MeO-CgH,; d R = 3-MeO-CgH,; e R = 4-Me-CgHy; f R = 3-Me-CgHy; g R = 4-F-CgH,;
h R =2-F-CgH,; i R = 3-F-CgH; j R = 4-Cl-CgH,; k R = 2-CI-CgHy; | R = 3-CI-CgH,; m R = 4-Br-CgH,; n R = 3-Br-CgH,;
o R = 1-naftyl; p R = 2-naftyl

42 a R =Ph; bR =4-MeO-CgH,; ¢ R = 2-MeO-C¢H,; d R = 4-Me-C¢Hy; e R = 3-Me-CgH,; f R = 4-F-CgH,; g R = 2-F-CgHy;
h R = 3-F-CgH,; i R = 4-Cl-CgH,; j R = 2-Cl-CgHy; k R = 3-CI-CgH,; | R = 4-Br-CgHy; m R = 3-Br-CgHy; n R = 1-naftyl;
o R = 2-naftyl

Rycina 21. Struktura zwigzkdw 41a-p i 42a-o.
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Zwigzek 41d najskuteczniej hamowat wzrost komodrek raka ptuc linii NCI-H460 (ICso =
11,49+0,49 uM) oraz komoérek raka jajnika linii SKOV-3 (ICso = 8,41+0,08 uM); dla poréwnania ICsp
dla 5-fluorouracylu wynosito 44,04+0,54 uM oraz 24,43+0,41 uM odpowiednio dla linii NCI-H460
i SKOV-3. Pochodna 42c wykazywata 3-krotnie wyzszg aktywnos$¢ cytostatyczng (ICso =
8,62+0,07 uM) wzgledem komorek raka watroby linii HepG2 w poréwnaniu z 5-Fu (ICso
=29,98+0,37 uM), a zwigzek 42f dziatat 5-krotnie lepiej (ICso = 7,00£0,04 uM) niz 5-Fu (ICso
= 34,33+0,23 uM) wobec komérek raka ptuc linii A549. Na przyktadzie pochodnej 42f dowiedziono,
ze wykazywata ona wyrazne dziatanie indukujgce apoptoze komdrek nowotworowych (Huangi in.,
2013c).

Opisana zostata aktywnos¢ antyproliferacyjna in vitro serii a-aminofosfoniandw bazujgcych na
strukturze naftalenu i fluorenu (Chinthaparthi i in., 2013). Sposréd wszystkich otrzymanych zwigz-
kédw najwyzszg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg (Tabela 14) wobec komdrek raka szyjki macicy
(Hela) oraz gruczolakoraka piersi z ekspresjg receptorow HER2 (SK-BR-3) wykazywaty zwigzki 43a-f
oraz 44a-b (Ryc. 22).

H

N_R
O I/OMG oM
e T

43a-f 44a-b

43aR=4-F-CgH,; b R=4-Cl-CgH,; cR=Et;d R=Pr;e R=/-Bu; fR = Bu
44aR=Et;bR=Bu

Rycina 22. Struktury zwigzkéw 43a-f i 44a-b.

Tabela 14. Wartosci ICso wyznaczone dla zwigzkéw 43a-f i 44a-b.

. ICso [ug/ml]
Numer zwigzku
Hela SK-BR-3
43a 13,524+0,89 19,45+0,91
43b 12,76+0,86 11,29+0,81
43c 1,1840,35 2,52+0,15
43d 6,16+0,19 5,41+0,16
43e 8,3410,24 7,8910,22
43f 2,10+0,85 3,37+0,95
44a 0,95+0,06 1,21+0,09
44b 1,45+0,08 2,79+0,11
Etopozyd 13,65+0,55 9,7310,42
Kamptotecyna 3,57+0,33 2,83+0,11

Niemalze wszystkie przedstawione zwigzki dziataty lepiej niz stosowany w lecznictwie etopo-
zyd wobec obu badanych linii komérkowych, a niektore z nich (43c, 43f, 44a i 44b) wykazywaty
aktywnos¢ wyzszg niz kamptotecyna (Ryc. 16) (Chinthaparthiiin., 2013).

Wysokg aktywnos$¢ cytostatyczng wobec linii komadrek biataczki limfoblastycznej T (Jurkat)
wykazywat a-aminofosfonian 45 (Ryc. 23). Wartos$¢ ICso wyznaczona dla tej pochodnej wynosita
4,0+0,08 uM i byta znacznie nizsza niz dla stosowanego w lecznictwie tamoksyfenu (ICsp =
8,810,16 uM) (Bhattacharyaiin., 2013).
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Rycina 23. Struktura pochodnej 45.

Opublikowano wyniki badain dotyczacych syntezy i aktywnosci przeciwnowotworowej serii
B-aminofosfonianéw zawierajgcych w swej strukturze pierscien triazolu (Abdou i in., 2014).
Aktywnos¢ antyproliferacyjng in vitro wobec linii komdrek ludzkiego raka jajnika (IGROVI
i OVCAR-3), raka prostaty (PC-3 i DU-145), raka piersi (MDA-MB-231 i MDA-MB-435) oraz raka wa-
troby (HepG2) oceniono dla wybranych B-aminofosfonianéw (46a i 46b, Ryc. 24). Wartosci stezen
badanych substancji powodujgcych zahamowanie wzrostu komérek nowotworowych w 50% (Glso)
przedstawiono w tabeli 15.

(])Et
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46a-b

Rycina 24. Struktura zwigzkéw 46a-b.

Tabela 15. Wartosci Glso wyznaczone dla zwigzkéw 46a-b.

Numer zwiazku Glso [uM]
IGROVI OVCAR-3 PC-3 DU-145 MDA-MB-231 MDA-MB-435 HepG2
46a 27,3 25,3 10,5 11,8 23,9 16,1 18,8
46b 28,9 31,9 19 22,7 14,4 22,5 29,7
Doksorubicyna 38,4 26,9 15 28,3 26,4 26,9 23,6

Zwigzek 46a dziatat lepiej niz doksorubicyna wobec wszystkich badanych linii komérkowych,
natomiast pochodna 46b byta bardziej aktywna niz lek referencyjny wzgledem linii IGROVI,
DU-145, MDA-MB-231 oraz MDA-MB-435 (Abdou i in., 2014).

W 2014 roku opisano synteze i aktywnos¢ antyproliferacyjng serii a-aminofosfonianowych
pochodnych alizaryny — 47a-k i 48a-q (Ryc. 25) (Ye i in., 2014).
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47R;=H; aR,=4-Br;bR,=2-Br;cR,=2-OMe; dR, =4-OMe; e R, = 3-OMe;
fR, =2-F; gR,=4-F; hR, =2-Cl; iR, =Ph; jR, = 3-Me; kR, = 4-Me

48R, = Me; a R, = 4-Br; b R, = 2-Br; ¢ R, = 3-Br; d R, = 4-Cl; e R, = 2-Cl; f R, = 3-C;
gR,=4-F, hR,=2-F; iR, =3-F; jR, =2-OMe; k R, = 3-OMe; | R, = 4-OMe;
m R, = Ph; n R, = 1-naftyl; o R, = 2-naftyl; p R, = 3-Me; q R, = 4-Me

Rycina 25. Struktury zwigzkéw 47a-k i 48a-q.

Badania in vitro potwierdzity cytostatyczne dziatanie otrzymanych zwigzkéw wobec wybra-
nych linii komorkowych (CNE, HCT-116, KB, NCI-H460, HepG2, A549, Hela i MGC-803), a w wielu
przypadkach wyznaczone wartosci ICso byty znacznie nizsze niz dla 5-fluorouracylu. W tabeli 16
przedstawiono wartosci 1Csp wyznaczone dla zwigzkdw wykazujgcych najlepszg aktywnosé prze-
ciwnowotworowa wobec kazdej z badanych linii komdrkowych.

Tabela 16. Wartosci ICso dla a-aminofosfonianéw wykazujgcych najlepsza aktywnosé wzgledem
kazdej z badanych linii komdrkowych.

Linia komdorkowa Numer zwigzku |F50 [uM]

Badany zwigzek 5-Fu
CNE 48a 22,19+1,35 45,10+2,33
HCT-116 48b 7,31+1,12 10,05+6,34
KB 48b 0,13+0,021 1,2340,16
NCI-H460 48e 3,80+1,03 45,14+2,14
HepG2 48e 19,94+1,07 38,3413,24
A549 48h 6,7611,48 34,34+3,90
Hela 47j 10,57+1,04 23,3310,12
MGC-803 48n 3,77+0,70 46,93+2,09

Wiekszos¢ przebadanych pochodnych byta bardziej cytotoksyczna wzgledem komérek nowo-
tworowych niz komoérek prawidtowych (HUVEC), co czyni je dobrymi kandydatami jako leki prze-
ciwnowotworowe. Mechanizm dziatania otrzymanych a-aminofosfonianéw potwierdzono na przy-
ktadzie pochodnych 48h i 48n. Udowodniono, ze zwigzki te indukowaty apoptoze mitochondrialng
i powodowaty zatrzymanie cyklu komdrkowego w fazie G1 poprzez zwiekszenie produkcji jonéw
Ca? i reaktywnych form tlenu oraz poprzez wptyw na powigzane enzymy i geny (Yeiin., 2014).

Opisane zostaty synteza i aktywnos$¢ antyproliferacyjna serii nowych a-aminofosfonianow
opartych na strukturze pierScienia 2-oksochinoliny (Fang i in., 2016). Na rycinie 26 przedstawiono
struktury zwigzkdw wykazujgcych lepszg aktywnos¢ przeciwnowotworowg in vitro wobec wybra-
nych linii komdrkowych (A549, Hela oraz MCF-7) w pordwnaniu z 5-fluorouracylem.
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Rycina 26. Struktury zwigzkéw 49a-t.

Najlepsza zdolnos$é hamowania wzrostu komadrek raka ptuc (A549) i raka szyjki macicy (Hela)
wykazywat zwigzek 49q (odpowiednio ICso = 16,6+0,9 i 2,5+0,6 uM). W przypadku linii komdrkowej
estrogenozaleznego gruczolakoraka piersi (MCF-7) najlepsze dziatanie wykazywaty pochodne 49q
(ICso = 1,0+0,4 uM) oraz 49t (ICso = 0,3+0,1 uM). Powyzsze wartosci ICso byty znacznie nizsze w po-
rownaniu z wartosciami wyznaczonymi dla powszechnie stosowanego w leczeniu nowotwordéw
5-fluorouracylu (ICso = 34,3242,1; 56,5+,4; 79,3+5,1 uM odpowiednio dla linii A549, HelLa, MCF-7).
Wykazano, ze mechanizm dziatania antyproliferacyjnego zwigzku 49q wobec komdrek raka szyjki
macicy opierat sie na indukowaniu apoptozy i zatrzymywaniu cyklu komérkowego w fazach S i G2
(Fangiin., 2016).

Wsrdd serii a-aminofosfoniandw zawierajacych w swej strukturze pierscien chinoliny na
szczegolng uwage zastugujg pochodne 50a-o (Ryc. 27) (Zhu i in., 2017).
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Rycina 27. Struktury zwigzkéw 50a-o.

Wszystkie przedstawione zwigzki 50a-o0 wykazywaty wysokg aktywnos$¢ cytostatyczng
wzgledem komadrek raka przetyku (Ecal09), a wyznaczone dla nich wartosci parametru 1Cso miesci-
ty sie z zakresie od 3,41+1,15 do 14,38+1,13 uM i byty nizsze niz dla stosowanego w lecznictwie
sunitynibu (ICso = 16,54+1,17 umol/l). Z kolei pochodne 50h i 50j wykazywaty silne dziatanie
cytostatyczne rowniez wobec komodrek raka watrobowokomérkowego (Huh7) (ICsp = 4,00+1,14
i2,26+1,20 uM odpowiednio dla 50h i 50c) w poréwnaniu z sunitynibem (ICso = 16,54+1,17
i 5,27 UM odpowiednio dla linii Eca109 i Huh7) (Zhuiin., 2017).

Zwigzki zawierajgce w swej strukturze fragment 1,3,4-tiadiazolu wykazujg szerokie spektrum
aktywnosci biologicznej, m.in. przeciwnowotworowej (Sridhar i in., 2020; Yang i in., 2012), prze-
ciwbakteryjnej (Taflan i in., 2019) czy przeciwzapalnej (Amir i Shikha, 2004). Opisane zostaty syn-
teza i aktywnos$¢ cytostatyczna serii a-aminofosfonianowych pochodnych 1,3,4-tiadiazolu (Azaam
i in., 2018). Badania in vitro potwierdzity wysokg zdolno$¢ zwigzku 51 (Ryc. 28) do hamowania pro-
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liferacji komorek ludzkiego gruczolakoraka piersi (MCF-7). Wartos¢ 1Cso wyznaczona dla zwigzku 51
wynosita 14,8 ug/ml, natomiast dla cisplatyny — 17 pg/ml (Azaam i in., 2018).
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Rycina 28. Struktura zwigzku 51.

Opisana zostata synteza, a takze aktywnos¢ przeciwnowotworowa a-aminofosfoniandéw za-
wierajacych w swej strukturze fragment chinazolinonu (Awad i in., 2018). Zwigzki 52a i 52b
(Ryc. 29) wykazywaty wyzszg zdolnos¢ do hamowania wzrostu komoérek raka prostaty (PC-3) niz
doksorubicyna. Wartosci ICso wynosity 8,44+0,9 uM i 6,68+0,5 uM odpowiednio dla 52a i 52b oraz
8,87+0,6 uM dla wzorca (Awad i in., 2018).
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Rycina 29. Struktury zwigzkéw 52a-b.

Uktad chinazolinonu wystepowat takze w strukturze a-aminofosfonianéw 53a i 53b (Ryc. 30),
ktére wykazywaty lepszg aktywnosé przeciwnowotworowa wobec komérek raka watroby linii
HepG2 (ICso = 3,55%0,40 i 3,50+0,46 UM odpowiednio dla 53a i 53b) niz doksorubicyna (ICsp =
3,66+0,42 uM) oraz poréwnywalng cytotoksycznos$é wzgledem prawidtowych komorek melanocy-
tow (HFB4) (Assiriiin., 2018).
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Rycina 30. Struktury zwigzkéw 53a-b.
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Kolejna grupe zwigzkéw o dziataniu przeciwnowotworowym stanowig a-aminofosfoniany 54a
i 54b (Ryc. 31) zawierajgce w swej strukturze fragment furo[3,2-glkromonu (Abu-Bakr i in., 2020).
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Rycina 31. Struktura zwigzkéw 54a-b.

Przeprowadzone badania in vitro wykazaty wysoka aktywnos¢ cytostatyczng zwigzkéw 54a
i 54b wobec ludzkich komodrek raka jelita grubego (HCT-116). Wartosci I1Csp wynosity odpowiednio
4,7 ug/ml i 4,6 pg/ml oraz byty nizsze niz dla powszechnie stosowanej doksorubicyny (ICsp =
5,5 pg/ml). Analogiczne estry metylowe i izopropylowe wykazywaty znacznie stabszg aktywnosc
wobec HCT-116 (ICso= 7,8-14,6 ug/ml) (Abu-Bakr i in., 2020).

Z serii nowych a-aminofosfonianéw zawierajgcych w swej strukturze pierscien oksadiazolu
(Ewies iin., 2019) na szczegdlng uwage zastuguje pochodna 55 (Ryc. 32).

55

Rycina 32. Struktura zwigzku 55.

Badania in vitro dowiodtly, ze zwigzek 55 wykazywat dziatanie antyproliferacyjne wzgledem
ludzkich komorek raka jelita grubego (HCT-116) na poziomie poréwnywalnym do doksorubicyny
(ICso = 9,241,4 i 9,4+3,9 uM odpowiednio dla 55 i dla doksorubicyny). Ponadto zwigzek ten byt se-
lektywny wobec linii komérkowych HCT-116 w porédwnaniu z prawidtowymi komdrkami okreznicy
(indeks selektywnosci IS = 2,46). Pochodng 55 przebadano réwniez pod katem zdolnosci do inicjo-
wania apoptozy w komdrkach raka jelita grubego. Stwierdzono, ze zwigzek ten 6-krotnie podwyz-
szat poziom kaspazy 3 w komdrkach HCT-116 w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi. Pochodna
55 powodowata takze znaczacy wzrost poziomu kaspaz 8 i 9, nadekspresje poziomu cytochromu C,
zwiekszenie stezenia Bax i zmniejszenie stezenia biatka Bcl-2 w komédrkach HCT-116 (Ewies i in.,
2019).

Opisano synteze i aktywnos¢ przeciwnowotworowg nowych a-aminofosfonianéw posiadaja-
cych w swej strukturze pierscien pirydyny. Sposrdod wszystkich otrzymanych pochodnych zwigzki
56a-h (Ryc. 33) wykazywaty lepszg zdolnos¢ hamowania proliferacji komorek rakowych od po-
wszechnie stosowanej doksorubicyny (Poolaiin., 2019).
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Rycina 33. Struktury zwigzkow 56a-h.

Wobec komodrek raka piersi linii MCF-7 najwyzszg aktywnos¢ antyproliferacyjng wykazywat
zwigzek 56e (ICsp = 11,44+0,012 uM), podczas gdy wyznaczona wartos¢ ICso dla doksorubicyny
wynosita 24,65:0004 uM. W przypadku linii MDA-MB-231 najlepiej dziatat zwigzek 56b (ICso =
15,860,016 uM; dla wzorca ICso = 40,42+0,004 uM). Pochodna 56b byta rowniez najbardziej cyto-
toksyczna w stosunku do linii komodrek ludzkiego raka trzustki (Mia-PaCa-2) (ICso =
35,350,008 uM), ludzkiego raka szyjki macicy (Hela) (ICso = 20,310,034 uM) oraz ludzkiego raka
watrobowokomérkowego (HepG2) (ICso = 29,45+0,014 uM) w poréwnaniu z doksorubicyng, dla
ktdrej wartosci 1Cso wynosity odpowiednio 45,27+0,004, 38,21+0,006 i 35,43+0,016 uM dla linii
Mia-PaCa-2, Hela i HepG2. Ponadto zwigzki 56a-h nie byly cytotoksyczne w stosunku do
prawidtowych komadrek embrionalnych nerki (HEK 293) (Poola i in., 2019). Przeprowadzone
dokowanie molekularne wykazato wystepowanie silnych wigzan wodorowych pomiedzy badanymi
zwigzkami a miejscem aktywnym topoizomerazy Il, enzymu o duzym znaczeniu w leczeniu choréb
nowotworowych (Kellner i in., 2002).

W 2019 roku opisano synteze i aktywnos$¢ przeciwnowotworowg dwdéch serii nowych
a-aminofosfonianéw (Loredo-Calderon i in., 2019). Sposréd wszystkich otrzymanych zwigzkéw
najwyzszg aktywnos$¢ antyproliferacyjng wobec dwéch linii komérek raka piersi (MDA-MB-231
i MCF-7) wykazywaty pochodne 58a (ICso = 26,61+5,08 uM dla MDA-MB-231) oraz 57 (ICso =
35,72+16,65 uM dla MCF-7), 58b (ICso = 36,68+12,31 uM dla MCF-7) i 58c (ICso = 0,50+0,22 pM dla
MCF-7) (Ryc. 34). Warto podkresli¢, ze wszystkie wyznaczone wartosci ICso byty znacznie nizsze
w poréwnaniu ze zwigzkiem referencyjnym — fotemustyng (ICso = 851+75,86 i 812,61+64,93 pM
odpowiednio dla MDA-MB-231 i MCF-7). Przebadane zwigzki wykazywaty niska cytotoksycznosé
wzgledem prawidtowych komérek nabtonkowych sutka (MCF-10A). Na przyktadzie pochodnych 57
i 58b udowodniono, ze dziatanie antyproliferacyjne badanych a-aminofosfonianéw wynikato
z indukowania apoptozy poprzez aktywacje kaspazy 3 (Loredo-Calderoniin., 2019).
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Rycina 34. Struktury zwigzkéw 57 i 58a-c.

W serii a-aminofosfoniandéw posiadajgcych w swej strukturze pierscien 1,3-tiazolu najlepsze
dziatanie cytostatyczne wobec linii komadrek raka piersi (MCF-7 i MDA-MB-231), prostaty (DU-145),
watroby (HepG2) oraz szyjki macicy (Hela) wykazywaty zwigzki 59a-c (Ryc. 35) (Gundluru i in.,
2021).
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Rycina 35. Struktury zwigzkéw 59a-c.

Wartosci ICso wyznaczone dla pochodnych 59a-c (Tabela 17) byty nizsze niz dla zwigzku refe-
rencyjnego — doksorubicyny. Badania in silico wykazaty, ze aktywno$¢ przeciwnowotworowa
wszystkich otrzymanych a-aminofosfoniandow jest wynikiem hamowania topoizomerazy Il oraz
polimerazy tubulinowej (Gundluruiin., 2021).

Tabela 17. Wartosci ICso wyznaczone dla a-aminofosfonianéw 59a-c.

: ICs0 [ng/ml]
Numer zwigzku
MCF-7 MDA-MB-231 DU-145 HepG2 Hela
59a 12,54+0,027 8,1810,018 3,02+0,018 22,01+0,008 10,68+0,019
59b 12,30+0,018 6,30+0,002 2,13+0,0018 20,89+0,008 9,600,016
59c 14,13+0,016 8,54+0,008 3,34+0,028 26,14+0,001 12,30+0,018

Doksorubicyna  16,18+0,017 8,640,006 3,82+0,024  26,68+0,002 12,650,018

Sposrod dwéch serii zwigzkdw zawierajgcych w  swej strukturze szkielet oktahydro-
chinoksalin-2(1H)-onu (lwanejko i in., 2020) najlepsza zdolno$¢ hamowania proliferacji komorek
ludzkiej ostrej biataczki szpikowej (MV4-11), wyzszg niz cisplatyna (ICso = 0,46+0,26 uM), wykazy-
waty a-aminofosfonian 60a (ICsp = 0,21+0,13 uM) oraz kwas fosfonowy 60b (ICso = 0,45+0,25 uM)
(Ryc. 36). Obie pochodne nie byty cytotoksyczne wzgledem komadrek prawidtowych. Dalsze bada-
nia dowiodty, ze zwigzek 60a indukowat apoptoze komdrek nowotworowych przy jednoczesnym
zwiekszeniu aktywnosci kaspazy 3/7 (Iwanejko i in., 2020).
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Rycina 36. Struktury zwigzkow 60a-b.

Kolejng grupe zwigzkdw o aktywnosci przeciwnowotworowe] stanowig a-aminofosfoniany
zawierajgce w swej strukturze pierscien indolu (Ma i in., 2021). Na rycinie 37 przedstawiono
struktury zwigzkow 61a-h wykazujgcych wyzszg aktywnosc¢ cytostatyczng niz 5-fluorouracyl.
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Rycina 37. Struktury zwigzkéw 61a-h.

Wszystkie przedstawione pochodne 6l1a-h wykazywaty lepsze dziatanie antyproliferacyjne
wobec linii komérek raka watroby (HepG2), natomiast wobec komdrek raka zotgdka (MGC-803)
najwyzszg aktywnos¢é miaty zwigzki 61b, 61d i 61g (Tabela 18) (Maiin., 2021).

Tabela 18. Wartosci ICso wyznaczone dla a-aminofosfonianéw 61a-h.

. ICs0 [uM]
Numer zwigzku
HepG2 MGC-803
6la 47,1 -
61b 40,6 45,1
61c 37,1 -
61d 43,1 35,7
6le 67,4 -
61f 444 -
61g 34,2 44,8
61h 49,3 90,3
5-Fu 78,7 82,0

Strategia faczenia cytostatykow z regulatorami mikrosrodowiska nowotworowego jest obec-
nie skuteczng metodg leczenia nowotworéw (Hanna i in., 2009; Kumari i in., 2021). W ostatnim
czasie opublikowano wyniki badan dotyczacych syntezy i aktywnosci antyproliferacyjnej nowych
koniugatoéw zawierajacych w swej strukturze fragment inhibitora tubuliny oraz inhibitora macie-
rzowych metaloproteinaz (MMP) (Yang i in., 2022). Celem badaczy byto opracowanie czasteczek,
ktdrych dziatanie miato sie opierac¢ na jednoczesnym hamowaniu polimeryzacji tubuliny i zapobie-
ganiu powstawania przerzutdw. Otrzymane pochodne przebadano in vitro pod katem ich aktyw-
nosci przeciwnowotworowej wobec trzech linii komdérkowych: raka watroby (HepG2), raka ptuc
(A549) oraz raka piersi (MCF-7), a nastepnie poréwnano z wynikami otrzymanymi dla paklitakselu,
NNGH (kwas N-izobutylo-N-[4-metoksyfenylosulfonylo]glicylohydroksamowy; inhibitor MMP)
i CA4 (kombretastatyna A4; inhibitor tubuliny). Na rycinie 38 przedstawione sg struktury zwigzkow
62a-l, dla ktérych wartosci parametru ICso byty nizsze niz dla paklitakselu.
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fR = 3-Me-CgHy; g R = 3-F-CgH,; h R = 3-CF5-CgHy; i R = 3-NO,-CeH,;
j R=4-HO-3-MeO-C¢Hs; k R = 3-HO-4-MeO-C4Ha; | R = 3,4-di-Cl-CgH,

Rycina 38. Struktury zwigzkéw 62a-I.

Najlepsze dziatanie wobec komaérek linii HepG2 wykazywaty pochodne 62e i 62k, dla ktérych
wartosci ICso wynosity 0,05 umol/l i byty duzo nizsze niz dla paklitakselu (ICso=0,2240,01 uM) i CA4
(ICs0=0,09£0,01 uM). Dla pozostatych zwigzkéw wyznaczone wartosci ICso miesScity sie w zakresie
od 0,10+0,02 do 0,1940,02 uM. W przypadku komoérek linii A549 lepiej niz paklitaksel (ICso =
0,10£0,01 uM) dziataty zwigzki 62i (ICso=0,07+0,01 uM) i 62k (ICso = 0,08£0,04 puM), natomiast
najwyzszg aktywnos¢ hamujaca proliferacje komérek raka piersi wykazywaty wszystkie przedsta-
wione pochodne 62a-l (ICso= od 0,17+0,01 do 0,50+0,21 uM oraz 0,64+0,05 uM dla paklitakselu).
Oceniono takze cytotoksycznos¢ badanych koniugatéw wzgledem prawidtowych komadrek watroby
(L02). Udowodniono selektywne dziatanie wiekszosci zwigzkéw wobec komdrek nowotworowych
linii HepG2. W dalszym toku badan wykazano, ze a-aminofosfonian 62e hamowat polimeryzacje
tubuliny, indukowat zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G2/M, wywotywat stres oksydacyjny
w komodrkach HepG2 i powodowat apoptoze poprzez zalezny od mitochondriéw szlak apoptotycz-
ny. Ponadto zwigzek ten hamowat powstawanie przerzutéw w wyniku zmniejszenia poziomu me-
taloproteinaz-2 (MMP-2) i -9 (MMP-9) w komérkach HepG2 (Yangiin., 2022).

4. Aminofosfoniany o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym

Leczenie choréb zakaznych stanowi obecnie duze wyzywanie. Wspdtczesna medycyna dysponuje
szeroka gama lekéw przeciwdrobnoustrojowych, jednak w krdtkim czasie stajg sie one coraz mniej
skuteczne. Przyczyng takiego stanu rzeczy jest rosngca lekoopornosé patogendw, ktdre sg zdolne
do szybkiego wytwarzania réznych mechanizméw obronnych (Blair i in., 2015). Dlatego tez po-
trzeba odkrycia skutecznych terapeutykéw sktania naukowcédw do projektowania i syntezy nowych
zwigzkow o potencjalnej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowe;j.

4.1. Aminofosfoniany o aktywnosci przeciwbakteryjnej

Wykazano, ze a-minodifosfoniany 63 i 64 (Ryc. 39) w stezeniu 200 ug/ml skutecznie hamowaty
wzrost bakterii Bacillus subtilis. Wartosci Srednicy strefy zahamowania wzrostu bakterii (ZOl, ang.
zone of inhibition) wyznaczone dla tych pochodnych wynosity odpowiednio 17 i 20 mm i byty wyz-
sze niz dla amoksycyliny uzytej jako lek referencyjny (ZOIl = 15 mm). Zwigzek 63 dziatat lepiej niz
amoksycylina réwniez wobec szczepu Pseudomonas aeruginosa (ZOl =15 i 13 mm odpowiednio
dla 63 i wzorca) (Damiche i Chafaa, 2017).
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Rycina 39. Struktura zwigzkéw 63 i 64.

W serii a-aminofosfonianéw zawierajgcych w swej strukturze szkielet aminofenolu najwyzsza
aktywnos¢ przeciwbakteryjng wykazywaty zwigzki 65a-b (Ryc. 40) (Hellal i in., 2017).
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Rycina 40. Struktury zwigzkédw 65a-b.

Obie pochodne 65a i 65b w stezeniu 100 ug/ml wykazywaty lepsze dziatanie przeciw-
bakteryjne w stosunku do Bacillus subtilis (ZOl = 32,6+0,4 i 31,8+0,0 mm odpowiednio dla 65a
i 65b) oraz Staphylococcus aureus (ZOl = 31,0+0,7 i 30,4+0,1 mm odpowiednio dla 65a i 65b) w po-
rownaniu z chloramfenikolem (ZOl = 30,8+0,0 mm oraz 27,5+0,9 mm — odpowiednio dla Bacillus
subtilis oraz Staphylococcus aureus). Ponadto zwigzek 65a wykazywat lepsze dziatanie wobec
Pseudomonas Aeruginosa (20Ol = 28,0+0,5 mm) niz lek referencyjny (ZOl = 27,5+0,9 mm). Dodat-
kowo dla wszystkich badanych patogendw wyznaczono wartos¢ minimalnego stezenia hamujgcego
(MIC) oraz minimalnego stezenia bakteriobdjczego (MBC), a nastepnie obliczono stosunek
MBC/MIC. W przypadku zwigzkéw 65a i 65b wartos¢ MBC/MIC wynosita od 2 do 4, co wskazuje na
silnie dziatanie bakteriobdjcze tych pochodnych (Hellal i in., 2017) (gdy MBC/MIC > 4 — substancja
posiada dziatanie bakteriostatyczne, za$ gdy MBC/MIC<4 — substancja wykazuje dziatanie
bakteriobdjcze) (Pankey i Sabath, 2004).

W serii a-aminofosfoniandw opartych na strukturze 1,3,4-oksadiazolu (Boshta i in., 2018) naj-
lepszg aktywnos¢é hamujgcg wzrost szczepu gronkowca odpornego na metycyline (MRSA) wykazy-
waty zwigzki 66a-d (Ryc. 41). Wartosci ZOl wyznaczone dla tych pochodnych przy stezeniu
10 pg/ml wynosity odpowiednio 26, 19, 29 i 17 mm dla 66a, 66b, 66c¢ i 66d i byly wyzsze niz dla sto-
sowanego w lecznictwie antybiotyku — gentamycyny (ZOIl = 15 mm) (Boshta i in., 2018).
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Rycina 41. Struktury zwigzkéw 66a-d.
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Sposrdd fluorowanych a-aminofosfoniandw najwyziszg aktywno$é¢ wobec Staphylococcus
aureus wykazywaty zwigzki 67a-c (Ryc. 42). Zmierzone $rednice stref zahamowania wzrostu
S. aureus wynosity odpowiednio 16, 17 i 14 mm dla 67a, 67b i 67c i byty wyzsze niz dla streptomy-
cyny uzytej jako wzorzec (ZOIl = 13 mm) (Sudileti i in., 2019a).
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Rycina 42. Struktury zwigzkow 67a-c.

Otrzymano kolejng serie fluorowanych a-aminofosfonianéw, ktdre przebadano pod katem
aktywnosci przeciwbakteryjnej wzgledem bakterii Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus
i Bacillus subtilis) oraz Gram-ujemnych (Escherichia coli i Salmonella typhi) (Rasal i in., 2020). Na
rycinie 43 przedstawiono struktury zwigzkow 68a-v wykazujgcych lepsze dziatanie niz wzorzec —
chloramfenikol.

a R =2-MeO-CgH,; b R = 3-MeO-C¢H,; € R = 4-MeO-C¢Hy; d R = 3,4-di-MeO-CgH;
e R =3,4,5-tri-MeO-CgH,; f R = 2-HO-3-MeO-CyHa; g R = 3-HO-C¢H,; h R = 4-HO-CeH,;

Ho 9 iR=4-Cl-CgH,; j R = 4-Br-CgH,; kR = 2-F-CgHy; | R = 3-F-CgH,; m R = 4-F-CgHy;
F3C NYF‘)\OEt N R = 3,4-di-F-CgHs; 0 R = 4-CF53-CgHy; p R = 2-NO,-CoH,; g R = 3-NO,-CeH,; £ R = 4-NMe,-CH,
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Rycina 43. Struktury zwigzkdw 68a-v.
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Wartosci parametréow MIC wyznaczone dla zwigzkdw 68a-v byly znacznie nizsze
(7,81-125 pg/ml) w poréwnaniu ze wzorcem — chloramfenikolem (125-250 pg/ml). Na szczegdlng
uwage zastugujg pochodne 68t (MIC = 7,81 pg/ml) oraz 68p i 68u (MIC = 15,62 pg/ml), ktorych
aktywnos¢ wobec Staphylococcus aureus byta odpowiednio 32- i 16-krotnie wyzsza niz dla leku
referencyjnego (MIC = 250 pg/ml). Najlepsze dziatanie hamujgce wzrost Bacillus subtilis, znacznie
wyzsze niz chloramfenikol (MIC = 250 pg/ml), wykazywaty zwigzki 68a i 68q (MIC = 15,62 ug/ml).
Pochodna 68t okazata sie najbardziej skuteczna wzgledem Escherichia coli (MIC = 15,62 ug/ml)
oraz Salmonella typhi (MIC = 31,25 ug/ml), dziatata 8-krotnie lepiej niz chloramfenikol (MIC = 125
i 250 pug/ml odpowiednio dla Escherichia coli i Salmonella typhi) (Rasal i in., 2020).

Przeprowadzone badania in vitro potwierdzity aktywnosé a-aminofosfonianéw 69a-j (Ryc. 44)
w stosunku do bakterii zaréwno Gram-dodatnich (Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus), jak
i Gram-ujemnych (Klebsiella pneumoniae i Escherichia coli) (Poola i in., 2020).

Br OH aR=4-MeO-CgH,; bR= 4-EtO-CgHy; cR = 3,4—di—MeO—C6H3;
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Rycina 44. Struktury zwigzkéw 69a-j.
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W przypadku wszystkich badanych szczepéw bakterii wyznaczone wartosci MIC dla pochod-
nych 69a, 69d oraz 69f-j byty nizsze niz dla leku referencyjnego (Tabela 19).

Tabela 19. Wartosci MIC wyznaczone dla zwigzkdw 69a-j.

MIC [pg/ml]
Numer zwigzku . . ,
B. subtilis S. aureus E. coli K. pneumoniae

69a 11,66 11,2 13,73 11,02
69b 15,36 18,2 16,22 16,08
69c 15,88 27,0 15,63 18,88
69d 9,24 10,5 11,72 11,32
69e 16,16 17,8 16,22 19,16
69f 14,11 15,9 14,78 12,11
69g 13,27 11,36 10,16 14,16
69h 15,66 17,2 16,08 19,04
69i 9,66 11,2 12,08 14,04
69j 8,5 10,5 9,38 8,18

Cyprofloksacyna 16,6 18,20 16,43 19,08

Zwigzek 69c wykazywat stabszg aktywnos¢ niz wzorzec jedynie wobec Staphylococcus aureus,
natomiast zwigzek 69e — wobec Klebsiella pneumoniae. Na szczegdlng uwage zastuguje pochodna
69j, ktéra dziatata najlepiej sposrdd catej gamy a-aminofosfoniandw wobec wszystkich badanych
szczepow bakterii (Poola i in., 2020).

W serii a-aminofosfonianéw zawierajgcych w swej strukturze pierscien chinoliny i piperazyny
(Rajkoomar i in., 2020) zwigzki 70a i 70b (Ryc. 45) byty bardziej aktywne od cyprofloksacyny wobec
niektérych z badanych szczepow bakterii.
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Rycina 45. Struktury zwigzkéw 70a-b.

Pochodna 70a dziatata lepiej w stosunku do Bacillus Cereus (MIC = 9+0,5 uM) i Micrococcus
Luteus (MIC = 9+0,8 uM) niz cyprofloksacyna (MIC = 28+0,5 i 30+0,7 uM odpowiednio dla Bacillus
Cereus i Micrococcus Luteus). Natomiast zwigzek 70b wykazywat wyzszg aktywnos¢ przeciwbakte-
ryjng wobec Micrococcus Luteus (MIC = 740,6 uM) i Staphylococcus aureus (MIC = 9+0,5 uM) niz
cyprofloksacyna (MIC = 30+0,7 i 25+1 uM odpowiednio dla Micrococcus Luteus i Staphylococcus
aureus). Dodatkowe badania przeprowadzone na krewetkach solankowych wykazaty niskg tok-
syczno$¢ badanych zwigzkdw. Smiertelnoé¢ po 24 godzinach wynosita 30% i 31% odpowiednio dla
70a i 70b (przy stezeniu 500 pg/ml) (Rajkoomariin., 2020).
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Aktywnos¢ przeciwbakteryjna wyrazona jako srednica strefy zahamowania wzrostu bakterii
zostata zbadana dla a-aminofosfonianéw 71a-d (Ryc. 46) w stezeniu 50 mg/ml (Alotaibi i Amer,
2020).
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Rycina 46. Struktury zwigzkéw 71a-d.

W przypadku Pseudomonas Aeruginosa wszystkie zwigzki wykazywaty lepsze dziatanie (ZOl =
30, 20, 12 i 10 odpowiednio dla 71a, 71b, 71c, 71d) niz cyprofloksacyna (ZOl = <6 mm). Pochodna
71a (ZOl = 22 mm) byta bardziej aktywna w stosunku do Staphylococcus aureus w poréwnaniu
z amoksycyling (ZOl = <6 mm) i wankomycyng (ZOIl = 18 mm), natomiast zwigzki 71b-d dziataty
lepiej niz amoksycylina (ZOl = 16, 15 i 18 mm odpowiednio dla 71b, 71c i 71d) (Alotaibi i Amer,
2020). Dokowanie molekularne przeprowadzone dla a-aminofosfonianu 71a wykazato, ze zwigzek
ten wigze sie z centrum aktywnym gyrazy DNA — enzymu odgrywajgcego wazng role w procesie
replikacji DNA bakterii (Reece, 1991).

Opisane zostaty synteza i aktywnosé przeciwbakteryjna a-aminofosfonianowych pochodnych
sulfanilamidu wobec szerokiej gamy bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-ujemnych (Wang i in.,
2021). Pochodne 72a-e, 73 i 74 (Ryc. 47) wykazywaty lepsze dziatanie przeciwbakteryjne wobec
niektérych badanych szczepéw (MIC = 2-16 pg/ml) niz standardowo stosowane chloramfenikol
i norfloksacyna (MIC = 8-32 pg/ml).

EtO\ "/Oit©/SOzNHz EtO.§ ,OE/t©/SOZNH2 EtO.§ /Oit©/802NH2
72a-e 73

aR=Me; bR=PPG;cR=4-F-Bn
d R =4-Cl-Bn; e R =2-F-Bn

Rycina 47. Struktury zwigzkéw 77a-e, 73 i 74.

Pochodna 73 wykazywata 2-krotnie wyzszg aktywnos¢ wzgledem Staphylococcus aureus ATCC
6538 (MIC = 4 pg/ml) w poréwnaniu z chloramfenikolem i norfloksacyng (MIC = 8 pg/ml). Nato-
miast w stosunku do bakterii Escherichia coli JIM109 najlepiej dziatat zwigzek 72e (MIC = 2 ug/ml).
Wartosé MIC byta odpowiednio 8- i 4-krotnie nizsza niz wyznaczona dla chloramfenikolu i norflok-
sacyny (MIC = 16 i 8 pug/ml). Pochodng 72e poddano dalszym badaniom, ktére dowiodty, ze me-
chanizm jej dziatania polegat na niszczeniu btony komdrkowej bakterii Escherichia coli poprzez
wytwarzanie RFT i nastepujacg po nim interkalacje z DNA, co prowadzito do $mierci komorki bak-
teryjnej. Wykazano takze niskg toksycznosé zwigzku 72e w stosunku do ludzkich krwinek czerwo-
nych (Wangiin., 2021).
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4.2. Aminofosfoniany o aktywnosci przeciwbakteryjnej i przeciwgrzybiczej

Dowiedziono, ze a-aminofosfoniany 75a-l (Ryc. 48) wykazywaty wyzszg aktywnos¢ przeciwdrob-
noustrojowg wobec Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhi, Escherichia coli oraz
wobec Candida albicans i Aspergillus niger w poréwnaniu ze stosowanymi w lecznictwie chloram-
fenikolem i flukonazolem (Tabela 20) (Shashikumar i in., 2013).
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Rycina 48. Struktury zwigzkéw 75a-I.

Tabela 20. Wartosci ZOl wyznaczone dla zwigzkéw 75a-l.

. ZOl [mm]
Numer zwigzku . . . . .
S. aureus B. subtilis S. typhi E.coli C.albicans A. niger

75a 2 6 9 5 7 11

75b 8 7 6 12 8 10

75c 5 9 6 11 9 9

75d 9 10 7 6 10 11

75e 9 10 8 12 9 11

75f 8 8 9 10 9 9

758 5 9 6 11 9 9

75h 9 10 7 6 10 11

75i 10 13 8 12 11 9

75j 8 11 9 10 10 12

75k 8 10 6 11 8 6

751 9 12 11 12 10 9
Chloramfenikol 8 7 10 10 - -
Flukonazol - - - - 8 9

Sposrad wszystkich przedstawionych zwigzkéw (Ryc. 48) na szczegdlng uwage zastugujg po-
chodne 75d, 75e, 75h, 75i oraz 75I, ktére dziataty lepiej niz uzyte leki referencyjne wobec szero-
kiego panelu szczepdw drobnoustrojow (Shashikumar i in., 2013).

Aktywnosc¢ przeciwdrobnoustrojowg a-aminofosfonianéw 76a-e (Ryc. 49) przebadano in vitro
wobec wybranych bakterii Gram-ujemnych (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 i Escherichia
coli ATCC 25922), Gram-dodatnich (Staphylococcus aureus ATCC 29213 i Bacillus cereus 11778)
oraz wzgledem szczepu grzyba Candida albicans ATCC 885-653 (przy stezeniu 500 pg/ml) (Galkina
iin., 2019).
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Rycina 49. Struktury zwigzkéw 76a-e.
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Wszystkie zwigzki wykazywaty lepsze dziatanie przeciwbakteryjne wobec Pseudomonas
aeruginosa (ZOl w zakresie od 1010,25 do 15+0,2 mm) w poréwnaniu z chloroheksydyng (ZOl =
7+0,1 mm). Natomiast w przypadku szczepu Bacillus cereus wyzszg aktywnos¢ niz lek referencyjny
(2Ol = 940,2 mm) wykazywaty pochodne 76a, 76b, 76d i 76e (ZOl w zakresie od 11+0,5 do
1740,25 mm). W stosunku do Staphylococcus aureus lepiej niz wzorzec (ZOl = 16+0,5 mm) dziatat
jedynie zwigzek 76e (ZOl = 17£0,3 mm). Pochodna 76e wykazywata réwniez wysoka aktywnosé
hamujacg wzrost Candida albicans (ZOl = 18+0,2 mm), nieznacznie wyzszg niz chloroheksydyna
(201 =17+0,3 mm) (Galkina i in., 2019).

Zwigzki oparte na strukturze kumaryny i tiazolu znane sg z aktywnosci przeciwbakteryjnej
(KhanYusufzai i in., 2017). Modyfikacja czasteczki polegajgca na wprowadzeniu ugrupowania
a-aminofosfonianowego doprowadzita do otrzymania szeregu pochodnych (Litim i in., 2022).
W catej serii pochodnych zwigzki 77a-g (Ryc. 50) wykazywaty najwyzszg aktywnos¢ przeciwdrobno-
ustrojowa.
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Rycina 50. Struktury zwigzkédw 77a-g.

Najlepsze dziatanie przeciwbakteryjne oraz przeciwgrzybicze wobec szczepdw Escherichia coli
ESBL, Pseudomonas aeruginosa VIM—2.1, Acinetobacter baumanni OXA-23 oraz Candida albicans
wykazywat a-aminofosfonian 77a (Ryc. 50). Wartos¢ parametru MIC w kazdym przypadku wynosita
0,125 pg/ml i byta znacznie nizsza niz dla zastosowanych lekéow referencyjnych — imipenemu,
cyprofloksacyny, amikacyny i flukonazolu (MIC = 1-64 pg/ml). Pozostate zwigzki 77b-g wykazywaty
réwniez aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg (wartosci MIC w zakresie od 0,125 do 32 ug/ml)
(Litimiin., 2022).

W ostatnim czasie opisano synteze i aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowg serii
a-aminofosfoniandéw opartych na strukturze 1,3,4-tiadiazolu, wsréd ktorych zwigzki 78a-d (Ryc. 51)
dziataty lepiej niz leki referencyjne (Gundluru i in., 2016).
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Rycina 51. Struktury zwigzkéw 78a-d.

Zbadano aktywnos¢ przeciwbakteryjng wszystkich zwigzkéw wobec bakterii Gram-dodatnich
(Bacillus subtillis ATCC 6051 i Staphylococcus aureus ATCC 25923) oraz Gram-ujemnych
(Escherichia coli ATCC 25922 i Pseudomonas aureginosa ATCC 15692). Aktywnos$¢ przeciwgrzybiczg
zsyntezowanych a-aminofosfoniandw oceniono natomiast wzgledem Aspergillus niger ATCC 1015,
Aspergillus flavus ATCC 9643 i Rhizopus oryzae ATCC 20344. Zmierzone wartosci srednicy zaha-
mowania wzrostu przedstawiono w tabeli 21.
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Tabela 21. Wartosci ZOI dla zwigzkdéw 78a-d.

Numer zwigzku ZOI [mm]
B. subtillis S. aureus E.coli P.aureginosa A. niger A. flavus R. oryzae
78a 3943 3412 3314 3012 1242 1412 11+2
78b 37+2 3613 3611 2912 1043 1245 1512
78c 3614 3411 3312 2912 9+6 13+4 11+6
78d 7+4 743 815 813 8+4 83 9+2
Streptomycyna 3612 33%1 3213 2812 - - -
Flukonazol - - - - 716 12+2 106

Pochodne 78a i 78b wykazywaty lepsze dziatanie wobec wszystkich badanych szczepéw bak-
terii oraz niemalze wszystkich grzybow w poréwnaniu z uzytymi lekami referencyjnymi (Gundluru
iin., 2016).

4.3. Aminofosfoniany o aktywnosci przeciwgrzybiczej

Kolejng grupe stanowig a-aminofosfoniany zawierajgce w swej strukturze pierscien pirydyny.
Zwiagzki 79a-d (Ryc. 52) wykazywaty lepszg zdolno$¢ hamowania wzrostu badanych szczepéw
grzybow niz amfoterycyna B (Abdel-Megeed i in., 2013).
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Rycina 52. Struktury zwigzkéw 79a-d.

Najlepszg aktywnos¢ wobec Candida albicans wykazywaty pochodne 79a (MIC
10+0,8 pg/ml), 79b (MIC = 10+1,0 pg/ml) i 79d (MIC = 10+1,5 pg/ml), lepszg niz wzorzec (MIC
15pg/ml). Natomiast w przypadku Sachccaromycies cerevisiae najlepsze dziatanie wykazywaty
zwigzki 79¢ i 79d (MIC odpowiednio 10+1,4 i 10+0,5 ug/ml); dla poréwnania: dla amfoterycyny B
warto$¢ MIC wynosita 15 pg/ml. Ponadto przeprowadzono takze ocene toksycznosci wszystkich
badanych a-aminofosfoniandw, ktéra wykazata, ze pochodne 79a, 79b i 79d byty bezpieczne do
stosowania in vivo (LDsp = 629; 8916 i 1000 pg/ml odpowiednio dla 79a, 79b i 79d). W przypadku
zwigzku 79¢ dawka $miertelna wynosita jedynie 100 pug/ml (Abdel-Megeed i in., 2013).

5. Inna aktywnos¢

5.1. Inhibitory acetylocholinoesterazy (AChE)

Choroba Alzheimera jest przewlektym, postepujgcym zaburzeniem neurodegeneracyjnym wyste-
pujagcym u oséb w podesztym wieku. Powoduje miedzy innymi utrate pamieci, dysfunkcje po-
znawczg, obnizenie ogdlnej kondycji psychicznej czy problemy z mowg, a w zaawansowanym
stadium uniemozliwia normalne funkcjonowanie (Blennow i in., 2006). Etiologia tej choroby nie
jest do konca poznana, ale uwaza sie, ze niski poziom acetylocholiny (Ach) (Bartus i in., 1982), ku-
mulacja B-amyloidu (Hardy i Selkoe, 2002), agregacja biatek t (Igbal i in., 2009) oraz stres oksyda-
cyjny (Bonda iin., 2010) mogg sie przyczynia¢ do obumierania neuronéw. Najczesciej stosowanymi
terapeutykami w leczeniu choroby Alzheimera sg inhibitory acetylocholinoesterazy, takie jak ta-
kryna, donepezil, rywastygmina i galantamina. Srodki te podwyzszajg poziom acetylocholiny
w o$rodkowym ukfadzie nerwowym (OUN) w celu wzmocnienia neuroprzekaznictwa choliner-
gicznego (Anand i Singh, 2013).
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W latach 2020-2022 ukazato sie kilka prac dotyczacych syntezy i aktywnosci inhibicyjnej
wobec cholinoesterazy a-aminofosfoniandw opartych na strukturze pirazolu (Shaikh i in., 2020a),
chromonu (Shaikh i in., 2020b), karbazolu (Shaikh i in., 2020c), antypiryny (Shaikh i in. 2021) oraz
furanu (Uparkar i in., 2022). Na rycinie 53 przedstawiono struktury zwigzkéow 80a-e, 81a-d, 82a-i,
83a-f oraz 84a-e wykazujacych najlepsza aktywnos¢ hamujacg AChE.
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Rycina 53. Struktury zwigzkéw 80a-e, 81a-d, 82a-i, 83a-f oraz 84a-e (80a-e — Shaikh i in., 20203;
81a-d — Shaikh i in., 2020b; 82a-I — Shaikh i in., 2020c; 83a-f — Shaikh i in. 2021; 84a-e — Uparkar
iin., 2022).

Wyniki przeprowadzonych eksperymentdéw jednoznacznie pokazaty, ze wszystkie pochodne
wykazywaty zdecydowanie lepsze dziatanie inhibitujgce wobec acetylocholinoestrazy (AChE) niz
wzgledem butylocholinoesterazy (BuChE), o czym $wiadczg wysokie wartosci indeksu selektywno-
$ci (ICso(euche)/I1Csoache)). W tabeli 22 przedstawiono wartosci ICso (stezenie badanej substancji
powodujgce zahamowanie aktywnosci AChE w 50%) wyznaczone dla zwigzkdéw o najwyzszej ak-
tywnosci hamujgcej AChE w pordwnaniu z zastosowanymi lekami referencyjnymi.
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Tabela 22. Wartosci ICso wyznaczone dla najlepszych inhibitoréw AChE (80a-e — Shaikh i in., 2020a;
81a-d — Shaikh i in., 2020b; 82a-I — Shaikh i in., 2020c; 83a-f — Shaikh i in. 2021; 84a-e — Uparkar

iin., 2022).
Nr zwigzku ICso [uM] Nr zwigzku ICs0 [uM]
80a 0,138:0,01 8la 0,17710,22
80b 0,055+0,143 81b 0,19440,15
80c 0,109+0,09 81c 0,103£0,24
80d 0,082+0,04 81d 0,1610,05
80e 0,017+0,02 Takryna 0,289+0,02
Takryna 0,210+0,032 Galantamina 3,643%0,07
Galantamina  3,148$0,139 | Rywastygmina _ 5,207#0,11
Rywastygmina 2,632+0,21 83a 1,14%0,16
83b 0,92+0,14
83c 1,05£0,11
82a 0,475+0,12 83d 0,46+0,11
82b 1,38310,19 83e 0,98£0,13
82c 1,62240,30 83f 0,6740,13
82d 0,8250,15 Galantamina 1,72+0,09
82e 1,16240,22 84a 1,152+0,015
82f 1,71340,56 84b 0,884+0,002
82g 0,54710,34 84c 2,24940,026
82h 0,765%0,21 84d 1,334£0,001
82i 0,961+0,13 84e 1,965+0,009
Galantamina 1,91:0,11 Galantamina 2,935+0,02
Rywastygmina 4,667+0,026

Zwigzki 80b, 80e, 81c, 82a, 83d oraz 84b zostaty poddane analizie kinetycznej, ktéra wykazata
ich mieszany typ inhibicji — oddziatywaty one zaréwno z miejscem aktywnym katalitycznie (CAS;
ang. catalitic active site), jak i peryferyjnym miejscem anionowym (PAS, ang. peripherial anionic
site) acetylocholinoesterazy. Wykazano réwniez, ze pochodne 80a-e nie byty cytotoksyczne
wzgledem ludzkich embrionalnych komadrek nerkowych linii HEK 293, a zwigzki 82a-i i 83d-f —
wzgledem mysich komérek nerwiaka niedojrzatego (N2a) (Shaikh i in., 2020a; Shaikh i in., 2020b;
Shaikh i in., 2020c; Shaikh i in., 2021; Uparkar i in., 2022).

5.2. Aminofosfoniany o aktywnosci przeciwzapalnej

Niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) s3 jedng z najczesciej stosowanych grup farmaceutykow.
Ich dziatanie opiera sie na hamowaniu cyklooksygenazy prostaglandynowej (COX), ktdra wystepuje
w dwdéch izoformach. Cyklooksygenaza 1 (COX-1) jest obecna w organizmie w warunkach fizjolo-
gicznych, natomiast cyklooksygenaza 2 (COX-2) jest uwalniana po wystgpieniu stanu zapalnego
(Vaneiin., 1998).

Opisano synteze i aktywnos¢ przeciwzapalng serii a-aminofosfonianéw 9e-i oraz 85-86
(Ryc. 54) (Tekale i in., 2014).

47



H I
| OR; F OEt
S~ O F X

9e-i 85 86
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gR, = Et; R, = 3,4-di-OMe; R, = 4-F
hR, = Et; R, = 4-5Me; R, = 4-i-Pr
iR, = BU; R, = 4-SMe; R, = 4-i-Pr

Rycina 54. Struktury zwigzkéw 9e-i, 86 i 87.

Wszystkie zwigzki byty lepszymi inhibitorami COX-1 i COX-2 niz powszechnie stosowana aspi-
ryna. Wyznaczone wartosci procenta inhibicji miescity sie w zakresie od 30,18+1,61% do
89,84+0,32% (COX-1) oraz od 34,18+0,96% do 97,57+0,47% (COX-2) w pordwnaniu z aspiryng
(procent inhibicji = 8,54+0,37% i 11,11+0,13% odpowiednio dla COX-1 i COX-2). Najlepsza zdolnos¢
hamowania cyklooksygenazy 1 miata pochodna 9i, natomiast najlepszym inhibitorem cyklooksy-
genazy 2 byt zwigzek 9g (Tekale i in., 2014).

Opisano rowniez aktywnos$¢ przeciwzapalng o-aminofosfoniandw 87a-k (Ryc. 55), ktore
w stezeniach 100 pg/ml i 200 pg/ml wykazywaty aktywno$é hamujacg wobec COX-1 i COX-2 (Shaik
iin., 2022).

a R=3-MeO-CgH, !

H (?I b R = 1-naftyl
OD/NYF')\OB ¢ R=4-MeO-C, ] R= /@
[ OEt d R=3-Br-CgH, 0
o R e R=4-Cl-CiH,
fR = 2-HO-di-3,5-Br-CgH, |
87a-k g R=3-HO-CH, T

h R=3-NO,-CsH,  kR= OOO
iR = 4-EtO-CH,

Rycina 55. Struktury zwigzkéw 87a-k.
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W tabeli 23 zostaty przedstawione wartosSci procenta inhibicji COX-1 i COX-2 wyznaczone dla
zwigzkow 87a-k.

Tabela 23. Wartosci procenta inhibicji COX-1 i COX-2 wyznaczone dla zwigzkéw 87a-k.

Procent inhibicji [%)]

Numer zwigzku COX-1 COX-2

100 pg/ml 200 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
87a 51,08+1,30 70,04+1,18 50,78+1,30 70,66%1,18
87b 45,18+1,22 73,08+0,72 40,32+1,151 68,60+1,51
87c 41,08+0,82 64,37+0,73  33,40%0,10 52,20%1,72
87d 43,3810,33 66,60+1,18 35,65+1,08 52,74+1,32
87e 48,52+1,84 70,15+1,15 46,38%1,30 65,64+0,98
87f 50,33+0,71 71,08+1,44 48,08+1,21 66,66%1,18
87g 40,69+0,63 71,32+1,16 38,32+1,77 64,33+1,06
87h 51,36+0,12 76,11+1,21 35,77+¥1,35 64,66%1,27
87i 48,75+1,76 73,88+0,64 49,77+1,35 77,63+1,32
87j 45,81+1,78 68,74+1,77 37,40%1,43 60,10+1,33
87k 50,18+1,30 73,14+1,18 38,12+1,51 66,92%1,33

Celekoksyb 45,57£1,40 67,57+1,50 32,50+1,75 51,80+1,18

Najwyzszg aktywnos$¢ hamujagcg COX-1 w obu stezeniach (100 pg/ml i 200 pg/ml) posiadat
zwigzek 87h, natomiast najlepszym inhibitorem COX-2 w stezeniu 100 pg/ml byta pochodna 87a,
a w stezeniu 200 pg/ml — 88i (Shaik i in., 2022).

Jedna z przyczyn pojawienia sie stanu zapalnego w organizmie jest denaturacja biatek wywo-
tana zmiang ich drugo- i/lub trzeciorzedowej struktury na skutek dziatania czynnika termicznego
badz chemicznego (Opie, 1962). Zwigzki 83d oraz 83f (Ryc. 53) wykazywaty wyzszg aktywnos$¢ ha-
mujgcy denaturacje biatek (ICso = 44,15+0,16 uM dla 83d i 42,64+0,19 uM dla 83f) w poréwnaniu
z diklofenakiem (ICso = 46,2940,12 uM). Wtasciwosci przeciwzapalne substancji powigzane sg takze
z hamowaniem proteinaz serynowych obecnych w neutrofilach, ktére sg odpowiedzialne za uszko-
dzenie tkanki w miejscu zapalenia (Pham, 2008). Przeprowadzone badania dowiodty, ze pochodne
83d oraz 83f byty réwniez lepszymi inhibitorami proteinazy (wartosci 1Cso wynosity odpowiednio
41,25+0,18 uM dla 83d i 37,57+0,19 uM dla 83f) niz standardowo stosowany diklofenak (ICso =
45,76+0,14 uM) (Shaikh i in., 2021).

5.3.Inne inhibitory

Enzymem odpowiedzialnym za rozktad weglowodandw ztozonych do monosacharyddéw, np. glu-
kozy, jest a-glukozydaza (Lebovitz, 1997). U osdb cierpigcych na cukrzyce typu 2 konieczne jest
zmniejszenie wchtaniania glukozy z uktadu pokarmowego do krwi i w tym celu stosuje sie inhibito-
ry a-glukozydazy. W lecznictwie sg obecnie zarejestrowane trzy substancje o dziataniu przeciw-
cukrzycowym — akarboza, miglitol i wogliboza (van de Laar i in., 2005). Sposréd serii
a-aminofosfonianéw przebadanych pod katem hamowania a-glukozydazy (Sreelakshmi i in., 2018)
zwigzek 9j (Ryc. 56) wykazywat najlepsza aktywnos$¢. Wyznaczony parametr 1Cso wynosit
43,7 ug/ml, podczas gdy dla akarbozy ICso= 53,2 ug/ml (Sreelakshmi i in., 2018).

OH |,
N -P~ome
OMe

NO,
9j

Rycina 56. Struktura zwigzku 9j.
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Tyrozynaza jest enzymem, ktéry odgrywa kluczowg role w procesie melanogenezy. Nadpro-
dukcja melaniny przyczynia sie do wystepowania wielu chordb skéry, m.in. melasmy, plam star-
czych czy przebarwien pozapalnych (Ortonne i Bissett, 2008). W celu ograniczenia produkcji
melaniny w medycynie stosuje sie inhibitory tyrozynazy (Chang, 2009). Zwigzek 19¢ (Ryc. 5) wyka-
zywat dwukrotnie wyzszg aktywnos$¢é hamujgcg ten enzym (ICsp = 12,11£0,36 pg/ml) w poréwnaniu
z kwasem kojowym (ICso = 25,23£0,78 pg/ml) (Aissa i in., 2021).

6. Podsumowanie

W niniejszym przegladzie zostaty przedstawione najnowsze doniesienia literaturowe obejmujace
lata 2013—-2022 i dotyczace aktywnosci biologicznej aminofosfoniandw. Z uwagi na niezwykle duze
zainteresowanie tego typu uktadami w monografii przedstawiono zwigzki wykazujgce lepszg ak-
tywnosc¢ niz standardowo stosowane leki referencyjne. Najbardziej liczng grupe pochodnych sta-
nowig a-aminofosfoniany, jednak opisano rdéwniez kilka przyktadéow biologicznie czynnych
a-aminodifosfonianéw oraz B-aminofosfonianéw. Wykazano, ze zwigzki te posiadajg szerokie
spektrum aktywnosci, m.in. przeciwnowotworowej, przeciwutleniajgcej, przeciwdrobnoustrojowej
czy hamujacej dziatanie réznych enzyméw. Wiele z zaprezentowanych pochodnych charakteryzuje
sie interesujgcy aktywnoscig i jednoczesnie stosunkowo niskg cytotoksycznoscig wobec komérek
prawidtowych, co czyni je dobrymi kandydatami jako leki.
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