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Streszczenie: |zoksazolidyny stanowig niezwykle wazng grupe zwigzkéw heterocyklicznych zaréwno
z punktu widzenia chemii medycznej, jak i chemii organicznej. S3 one powszechnie wykorzystywane
jako bloki budulcowe w syntezie licznych zwigzkéw zaréwno cyklicznych, m.in. B-laktamédw,
hydroksylaktamoéw, aminolaktondéw, benzodiazepin czy oksazondw, jak i alifatycznych, np. nitronéw
czy tez amino/nitroalkoholi. Z punktu widzenia chemii medycznej szerokie zainteresowanie tg grupa
zwigzkdéw wynika gtdwnie z ich réznorodnej aktywnosci biologicznej, m.in. przeciwgrzybiczej, prze-
ciwbakteryjnej, przeciwwirusowej, przeciwnowotworowej, przeciwutleniajacej i przeciwzapalne;j.
Otrzymano szereg izoksazolidynowych pochodnych nukleoz(t)ydéw, w ktérych fragment rybozy za-
stapiono izoksazolidyng. Opisano takze wiele steroidéw, peptydomimetykdéw i peptydowych kwaséw
nukleinowych zawierajgcych w swej strukturze pierscien izoksazolidyny. Ponadto fragment
izoksazolidynowy wystepuje w strukturze wielu produktdw naturalnych, m.in. alkaloidéw wyizolo-
wanych z réznych gatunkdw roslin, wodnych zwierzat bezkregowych czy ptazéw. Sposréd otrzymanych
do tej pory podstawionych izoksazolidyn cykloseryna znalazta zastosowanie kliniczne w leczeniu
pacjentéw ze zdiagnozowang gruzlica wielolekooporng (MDR-TB). W niniejszej pracy opisano
szczegdtowo aktywnos$¢é biologiczng zwigzkéw zawierajgcych w  swej strukturze fragment
izoksazolidyny.

Stowa kluczowe: izoksazolidyna, cykloseryna, aktywnos$¢ biologiczna, 1,3-dipolarna cykloaddycja,
analogi nukleoz(t)ydéw



Abstract: Isoxazolidines belong to the important group of heterocyclic compounds in both medicinal
and organic chemistry. They are commonly applied as building blocks for the synthesis of numerous
compounds, both cyclic, e.g. B-lactams, hydroxylactams, aminolactones, benzodiazepines, and
oxazones as well as aliphatic ones, e.g. nitrones or amino/nitroalcohols. In medicinal chemistry wide
interest of this group of compounds results mainly from their diverse biological activity, e.g. antifungal,
antibacterial, antiviral, anticancer, antioxidant and anti-inflammatory. A number of isoxazolidine
derivatives of nucleos(t)ides were obtained, in which the ribose moiety was replaced with isoxazolidine
Many steroids, peptidomimetics, and peptide nucleic acids having an isoxazolidine ring have also been
described. Furthermore, the isoxazolidine ring occurs in the structure of many natural products,
including alkaloids isolated from various species of plants, aquatic invertebrates, and amphibians.
Among the substituted isoxazolidines obtained so far, cycloserine has been used in the clinical
treatment of patients diagnosed with multidrug-resistant tuberculosis (MDR-TB). In this research work,
the biological activity of various compounds containing an isoxazolidine moiety has been described.

Keywords: isoxazolidine, cycloserine, biological activity, 1,3-dipolar cycloaddition, nucleos(t)ite
analogs



Wykaz skrotow

8305C — linia komdrkowa anaplastycznego raka tarczycy

A-549 — linia komérkowa ludzkiego niedrobnokomdrkowego raka ptuc

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

ADP — difosforan adenozyny

AIDS — zespo6t nabytego niedoboru odpornosci

AFT — aktywator transkrypcji

AGEs — koricowe produkty zaawansowanej glikacji

Fas — transmembranowa glikoproteina typu |

AMV — wirus biataczki ptasiej

AZT — azydotymidyna

CEM - linia komdrkowa ludzkiej biataczki z limfocytow T

CMV — wirus cytomegalii

COLO-5 — linia komdrkowa nowotworu okreznicy

COX-1 — cyklooksygenza 1

COX-2 — cyklooksygenza 2

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DPPH — 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

DU-145 — linia komdrkowa raka prostaty

ECso — stezenie badanej substancji zmniejszajgce replikacje wirusa w komédrkach o 50%
ee — nadmiar enancjomeryczny

FRAP — metoda oceny potencjatu przeciwutleniajgcego oparta o redukcje kompleksu zelazowo-2,4,6-
tripirydylo-S-tiazyny z jonami Fe3*

FTC-133 - linia komdrkowa pecherzykowego raka tarczycy

Glso — stezenie badanej substancji powodujgce zahamowanie wzrostu komérek nowotworowych
w 50%

GP —receptor glikoproteinowy

HEL — linia komdrkowa ludzkich embrionalnych fibroblastéow ptuc

Hela - linia komdrkowa raka szyjki macicy

HepG2 - linia komérkowa ludzkiego nowotworu watroby

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci

HL-6 — linia komdrkowa ludzkie]j biataczki promielocytarnej

HSV-1 — wirus opryszczki pospolitej typu 1

HT-29 — linia komdrkowa raka jelita grubego

HTLV-1 — wirus T-limfotropowy typu 1

ICso — stezenie badanej substancji hamujgce aktywnos$¢ komdrek nowotworowych w 50%; stezenie
badanej substancji powodujgce spadek poczgtkowego stezenia rodnika o 50%; stezenie badanej
substancji hamujgce aktywnos¢ enzymu w 50%

IMR-32 — linia komdrkowa neuroblastomy

K562 — linia komdrkowa ludzkiej przewlektej biataczki szpikowej

KB — linia komdrkowa raka ptaskonabtonkowego

KB/VCR - linia komdrkowa raka ptaskonabtonkowego opornego na wazopresyne
L1210 - linia komérkowa mysiej biataczki

MCF-7 — linia komdrkowa raka piersi

MIC — minimalne stezenie hamujgce

MOLT-3 — linia ludzkich komdérek T-limfoblastycznych

NLPZ — niestereoidowe leki przeciwzapalne

MRSA — gronkowiec ztocisty oporny na metycyline

NMDA - receptor N-metylo-D-asparginowy

OVCAR - linia komérkowa nowotworu jajnika



PC-3 — linia komdrkowa nowotworu protaty

PLA; — fosfolipaza A;

PTSD — zesp6t stresu pourazowego

Raji — linia komdrkowa chtoniaka

RFT — reaktywne formy tlenu

SH-SY5Y — linia komdrkowa neuroblastomy

TBARS — kwas tiobarbiturowy

THP-1 — linia komdrkowa ostrej biataczki monocytarnej
TPTZ — kompleks zelazowo-2,4,6-tripirydylo-S-triazyny
TXA2 — tromboksan A2

U-937 — linia komdrkowa ostrej biataczki monoblastycznej
VZV — wirus ospy wietrznej i potpasca

VLA-4 — pbzny antygen

Z0I - strefa zahamowania wzrostu
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1. Wprowadzenie

Izoksazolidyny (Ryc. 1) z punktu widzenia chemii medycznej stanowig wazng grupe zwigzkow hetero-
cyklicznych. Wcigz rosnace zainteresowanie pochodnymi izoksazolidyn wynika z ich réznorodnej
aktywnosci biologicznej, m.in. przeciwnowotworowej, przeciwbakteryjnej, przeciwgrzybiczej, prze-
ciwwirusowej czy tez przeciwzapalnej (Berthet i in., 2016).

1
2 0
HN\_75
3 4

Rycina 1. Struktura izoksazolidyny.

Ponadto pierscien izoksazolidynowy wystepuje w strukturze wielu produktéw naturalnych, m.in.
alkaloidéw 1, 2, 3, 4, 5a-b wyizolowanych z réznych gatunkdw roslin, wodnych zwierzat bezkregowych
czy ptazéw (Ryc. 2) (Berthet i in., 2016).

4 5a n=1
OH 5b n=3

Rycina 2. Struktury alkaloidéw zawierajgcych pierscien izoksazolidyny.

Izoksazolidyny wykazujg takze zdolnos¢ do nasladowania zwigzkdw naturalnych niezbednych do
prawidtowego funkcjonowania zywych organizmow. Pierscien izoksazolidyny moze zastgpic ryboze, co
prowadzi do otrzymania analogéw nukleozyddéw, np. zwigzkéw 6a-b (Leggio i in., 1996; Leggio i in.,
1997), a takze nukleotyddw, np. zwigzkéw 7a-b oraz 8a-d (Piperno i in., 2010) o aktywnosci m.in.
przeciwwirusowej czy tez przeciwnowotworowej. Opisano takze szereg steroidow, m.in. pochodng 9
(Culbertson i in., 1964), peptydomimetykdéw, np. zwigzek 10 (Vasella i in., 1983) oraz peptydowych
kwaséw nukleinowych, w tym pochodng 11 (Merino i in., 2007), zawierajacych w swojej strukturze
ugrupowanie izoksazolidynowe (Ryc. 3).
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Rycina 3. Struktury analogéw nukleoz(t)ydéw, steroli, peptydomimetykéw zawierajgcych w swej
strukturze pierscien izoksazolidyny.

Zwigzki zawierajgce pierscien izoksazolidyny znalazty zastosowanie nie tylko w medycynie, lecz
takze w innych dziedzinach zycia. Pochodne 12-14 wykazujg dziatanie antykorozyjne, mogga by¢ wiec
stosowane w przemysle metalurgicznym (Yildirim i Cetin, 2008), natomiast zwigzki 15-17 sg poten-
cjalnymi srodkami grzybobodjczymi stosowanymi w uprawie roslin (Ryc. 4) (Reddy i in., 2012;
Zelechowski i in., 2015).
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Rycina 4. Struktury izoksazolidyn o dziataniu antykorozyjnym i grzybobdjczym.

Opracowano wiele metod syntezy izoksazolidyn (Schemat 1). Najczesciej wykorzystywang jest
reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji nitrondw do alkendéw opisana po raz pierwszy w 1967 roku przez
Ochiai (Schemat 1, metoda A) (Ochiaiiin., 1967). Na przestrzeni ostatnich dziesieciu lat modyfikowano
warunki prowadzenia reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji umozliwiajgce otrzymanie izoksazolidyn
z wysokg wydajnoscig. Zastosowano m.in. promieniowanie mikrofalowe (Enderlini in., 2005) zamiast
tradycyjnego ogrzewania, a takze ciecze jonowe, ktdre umozliwity prowadzenie reakcji zgodnie
z zasadami tzw. zielonej chemii (Chakraborty i Luitel, 2013).

Inng metodg tworzenia pierScienia izoksazolidynowego jest wewnatrzczgsteczkowa cyklizacja
nienasyconych hydroksyloamin umozliwiajgca otrzymanie adduktéw, ktérych nie mozina uzyskac
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w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji (Schemat 1, metoda B). W zaleznosci od zastosowanych warun-
kéw rozrézni¢ mozna m.in. cyklizacje: elektrofilowa, rodnikowag, katalizowang palladem czy tez addycje
Michaela (Lombardo i in., 2005).

Pierscien izoksazolidyny mozna otrzymad takze w wyniku reakcji uwodornienia, utlenienia czy tez
redukcji przy wykorzystaniu jako substratow izoksazolidyn-3,5-dion (Schemat 1, metoda C) (Merino
iin., 2000), izoksazoline (Schemat 1, metoda D) (Fischer i in., 2013) oraz czwartorzedowe sole
izoksazolidyniowe (Schemat 1, metoda E) (lkeda i Kuwano, 2016).

Inne metody sytezy wykorzystujace jako substrat:

2 3 o._o. R
1 R N
O@®,R c N Izoksazolidyn-3,5-dion
NI + | A /
\/RZ R* \3 R3 O
. o R' o Rr¢
1,3-Dipolarna cykloaddycja nitronow N D
do alkenéw N R* O,
— /N Izoksazolina
2

R
R
Y/Z R B R3
E
NS N 1
3 R'_o. R
R \ N+ X . -
/ Sole izoksazolidyniowe
R2

Y, Z =NH, O R3

Cyklizacja nienasyconych
hydroksyloamin

Schemat 1. Metody syntezy izoksazolidyn.

Izoksazolidyny stanowig wazng grupe zwigzkdéw heterocyklicznych z punktu widzenia takze chemii
organicznej. Rosnace zainteresowanie t3 grupa zwigzkéw wynika z mozliwosci wykorzystania
izoksazolidyn jako produktéw posrednich w syntezie wielu zwigzkdw zaréwno cyklicznych, jak i alifa-
tycznych (Schemat 2). W wyniku rozerwania wigzania N-O mozna otrzymac zwigzki 1,3-dikarbonylowe
(Casuscelli i in., 1995), nitrony (Ali i Wazeer, 1992), nitroalkohole (Roger i in., 2004), aminoalkohole
(Aouadi i in., 2012), a takze zwigzki zawierajgce inne pierScienie heterocykliczne, m.in. aminolaktony
(Inouye i in., 1979), B-laktamy (Padwa i in., 1981), hydroksylaktamy (Coldham i in., 2011), oksazyny
i oksazynony (Khumtaveeporn i Alper, 1995) czy tez benzodiazepiny (Pagar i Liu, 2015). Izoksazolidyny
znalazty zastosowanie takze jako organiczne katalizatory stosowane np. w reakcji cykloaddycji
(Ahrendt i in., 2000).
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oksazynony oksazyny

amionoalkohole benzodiazepiny

HN 7
nitroalkohole ———  — beta-laktamy

- .
/ N\

zwigzki 1,3-dikarbonylowe

hydroksylaktamy

nitrony aminolaktony

Schemat 2. Wykorzystanie izoksazolidyn w syntezie organicznej.

Ukazato sie wiele prac przeglagdowych dotyczacych syntezy izoksazolidyn oraz przyktaddw ich
zastosowania i dziatania biologicznego. W niniejszej monografii zostata szczegétowo opisana
aktywnos¢ biologiczna zwigzkéw zawierajgcych w swej budowie pierscien izoksazolidyny.

2. Leki zawierajace w swej strukturze pierscien izoksazolidyny

Od lat 50. XX wieku lekiem drugiego rzutu stosowanym w leczeniu gruzlicy wielolekoopornej (MDR-TB)
jest D-cykloseryna — 4-aminoizoksazolidy-3-on 18 (Ryc. 5).

HN” Z

O NH,

18

Rycina 5. Struktura D-cykloseryny 18.

W 1954 r. Harned, Hidyd i La Baw wykryli D-cykloseryne w Streptomyces orchidaceus. W tym
samym czasie Harris Ruger, Reagan Wolf oraz Wallich Woodruf znalezli te samg substancje
w hodowlach Streptomyces garyphalus i Streptomyces lavandulae (Chrusciel, 1958). Dziatanie
bakteriostatyczne D-cykloseryny 18 polega na zahamowaniu funkcjonowania enzymow: racemazy
alaninowej i syntetazy D-alanyl-D-alaniny, zaburzajgcym synteze peptydoglikanu — sktadnika Sciany
komédrkowej pratkéw gruzlicy. D-Cykloseryna 18 dobrze wchtania sie z przewodu pokarmowego
i osigga stezenie w ptynie mdzgowo-rdzeniowym bliskie stezeniu w surowicy (Zakrzewska-Rowinska,
2000). Pdziniejsze badania dotyczace jej dziatania biologicznego wykazaty, ze D-cykloseryna 18 jest
agonistg jednego z receptoréw jonotropowych, doktadnie: receptora NMDA (N-metylo-D-
asparginowy), ktéry bierze udziat w procesie neurotransmisji i rozwoju synaps (Deepak i in., 1995).
Udowodniono, ze D-cykloseryna 18, zatwierdzona poczgtkowo przez Food and Drug Administration do
leczenia gruzlicy, moze byc¢ stosowana réwniez w leczeniu zaburzen neuropsychiatrycznych oraz

12



chordb neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera. Badania przedkliniczne i kliniczne
przeprowadzone w latach 1998-2007 wykazaty, ze D-cykloseryna 18 — na skutek pobudzenia receptora
NMDA — wzmacnia wygaszanie reakcji emocjonalnych w zespole stresu pourazowego (PTSD), ale nie
wykazuje selektywnego dziatania przeciwlekowego (Norberg i in., 2008).

3. lzoksazolidyny o aktywnosci przeciwgrzybiczej

Do lat 40. XX wieku zarejestrowano niewiele lekéw wykorzystywanych do zwalczania ogdlnoustro-
jowych infekcji grzybiczych. Odkrycie polienowych lekdéw przeciwgrzybiczych przyczynito sie do
postepu w mykologii medycznej (Maertens, 2004). Mechanizm dziatania lekdw polienowych polega na
tworzeniu komplekséw ze sterolami obecnymi w btonie komdrkowej grzyba, ktore kumulujg sie w niej
i zwiekszajg jej przepuszczalnos¢, co prowadzi do obumarcia komaérki grzyba (Polak, 1978). Pomimo iz
odkryta amfoterycyna B szybko stata sie kluczowym lekiem wykorzystywanym w terapii powaznych
infekcji grzybiczych, jej stosowanie wigzato sie z wystepowaniem wielu skutkdéw ubocznych, w tym
nefrotoksycznosci. Dalsze poszukiwania nowych, mniej toksycznych lekédw przeciwgrzybiczych
doprowadzity do odkrycia azoli, ktére obecnie sg uwazane za najskuteczniejsze syntetyczne leki
przeciwgrzybicze (Maertens, 2004). Ich mechanizm dziatania jest oparty rowniez na zaburzeniu syntezy
btony komodrkowej grzyba. Azole dziatajg poprzez hamowanie 14-a-demetylazy lanosterolu, co
prowadzi do zmniejszenia zwartosci ergosterolu w btonie komdrkowej grzyba, a w efekcie skutkuje
zahamowaniem wzrostu jego komaérek, ktére w konsekwencji wolniej sie namnazajg i stajg sie bardziej
podatne na fagocytoze (Cannon i in., 2009). Przedstawicielem tej grupy zwigzkow jest ketokonazol 19
(Ryc. 6), ktory zostat wprowadzony do leczenia infekcji grzybiczych w latach 80. ubiegtego wieku i przez
prawie dekade uznawany byt za lek pierwszego wyboru. Jednak ze wzgledu na rosnacg lekoopornos¢
infekcji grzybiczych nadal poszukuje sie nowych zwigzkdw o dziataniu grzybobdjczym (Choi i in., 2019).

O{Om .

19
Cl

Rycina 6. Struktura ketokonazolu 19.

W 1988 roku opublikowano pierwszg prace, w ktérej opisano synteze i aktywnos$¢ przeciwgrzybiczg
izoksazolidyn cis-20-24 (Ryc. 7) jako pochodnych ketokonazolu 19 (Ryc. 6) (Mullen i in., 1988b).
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R = 4-CI-CgH,
.R = (E)-CgHsCH=CH

a.R= (CH2)5CH3

b. R = 4-CI-CgH40CH, aR=H

c. R =4-CI-CgH,OCH,CH, b. R =2-Cl

d. R = 4-Me-CgH4SCH, ¢.R = 2,6-di-Cl
e. R = 4-Cl-CqH4NHCH, d.R = 4-CHj
f.

9

20a-g

a.R=4-Cl a.R=H
b.R=4-F b.R=4-F

C. R=4OCH3 c. R=4-0OCHj;
d. R = 4-CHs d. R = 4-CHs
e.R=CF; e. R =3-OCHj

f.R = 2-NO, f.R = 3-CHs

g. R =2,4-di-Cl g. R = 3-CH3-4-Cl
h. R = 2,6-di-Cl h. R = 3,4-di-Cl

23a-h

a.R= 4-C|-C6H4CH2

Rycina 7. Struktura izoksazolidyn 20-24.

Badania biologiczne in vitro przeprowadzono na wybranych gatunkach grzybéw, w tym na der-
matoficie: Trichophyton rubrum, grzybie drozdzopodobnym: Candida albicans oraz grzybie plesnio-
wym: Aspergillus  fumigatus. Wszystkie izoksazolidyny cis-20-24 wykazywaty aktywnosc
przeciwgrzybiczg wobec Candida albicans wyziszg lub poréwnywalng (MIC = 2—7 pg/ml) do dziatania
leku referencyjnego — ketokonazolu (MIC = 7-20 pg/ml). Aktywno$¢ grzybobdjcza izoksazolidyn cis-20-
24 (MIC = 0,2-2 pg/ml) w stosunku do dermatofitu Trichophyton rubrum byta poréwnywalna lub nieco
stabsza niz aktywno$¢é wzorca (MIC = 0,2-0,7 ug/ml). Natomiast wobec Aspergillus fumigatus najlepsze
dziatanie przeciwgrzybicze na poziomie leku referencyjnego wykazywaty izomery cis zwigzkéw: 20d,
20f, 21b-c, 23b oraz 24a-c (MIC = 2—7 pg/ml) (Mullen i in., 1988b).

Dla wybranych izoksazolidyn 20-24 (Ryc. 7) dodatkowo oznaczono aktywnos¢ przeciwgrzybicza in
vitro w stosunku do innych gatunkdéw grzybow: Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
tonsurans, Microsporum audouinii, Epidemophyton floccosum, Trichophyton schoenleinii, Micro-
sporum canism oraz Candida stellatoidea (Tabela 1) (Mullen i in., 1988b).
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Tabela 1. Aktywnosc¢ przeciwgrzybicza izoksazolidyn cis-20f, cis-21a-b, trans-21c-d.

MIC [pg/ml]

3 I

S8 < < = S S S .
Q X Qo o] =

Numer S5 S8 £§ 2¢ 28 2§ g3
. < o £ 8 < = 8 A 8 S Q O =3
zwigzku 2S5 93 8§ S 23 S 9 ‘gg
28 228 8o 9238 9% £ 5=
€ E8 Ff £° £3 8= °%

S = S S s
cis-20f <0,2 <0,2 0,7 2,0 2,0 <0,2 2,0
cis-21a <0,2 0,7 2,0 2,0 7,0 0,7 7,0
cis-21b <0,2 <0,2 0,7 2,0 2,0 <0,2 0,7
cis-21 7,0 0,7 7,0 2,0 20,0 0,7 7,0
cis-21d 0,7 0,7 2,0 7,0 7,0 0,7 0,7
trans-21c 7,0 0,7 7,0 2,0 20,0 0,7 7,0
trans-21d 2,0 2,0 2,0 7,0 20,0 2,0 0,7

ketokonazol 2,0 <0,2 <07 2,0 7,0 <0,2 20,0

Wszystkie przebadane izoksazolidyny wykazywaty aktywnos$¢ grzybobdjczg wzgledem gatunku
Candida stellatoidea wyzszg od dziatania leku referencyjnego — ketokonazolu. Najwyisze dziatanie
przeciwgrzybicze w stosunku do Trichophyton mentagrophytes, ponad 10-krotnie wyzsze od aktyw-
nosci wzorca, zaobserwowano dla zwigzkéw cis-20f oraz cis-21a-b. Pozostate izoksazolidyny wyka-
zywaty aktywnos¢ przeciwgrzybiczg poréwnywalng lub stabszg z dziataniem ketokonazolu (Ryc. 7,
Tabela 1) (Mullen i in., 1988a).

Jako kontynuacje projektu zsyntezowano izoksazolidyny 25 i 26 (Ryc. 8) bedace analogami ak-
tywnych przeciwgrzybiczo izoksazolidyn 20-24 (Ryc. 7) (Mullen i in., 1988b; Palmer i in., 1989).

25 26

Rycina 8. Struktura izoksazolidyn 25-26.

Aktywnos¢ przeciwgrzybicza zwigzku 25 wobec Trichophyton rubrum byta poréwnywalna z ak-
tywnoscig ketokonazolu (MIC = 0,7 pg/ml). Natomiast izoksazolidyny 25 i 26 wykazywaty dziatanie
grzybobdjcze wobec Candida albicans (MIC = 7 ug/ml, 20 ug/ml odpowiednio dla zwigzku 26 oraz 25),
réwniez poréwnywalne z aktywnoscig wzorca (Mullen i in., 1988b; Palmer i in., 1989).

Kolejng grupa zwigzkdéw wykazujgcych dziatanie przeciwgrzybicze sg N-fenyloizoksazolidyny 27a-
f (Ryc. 9) (Kumariin., 2003a).
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R! a.R' = H, RZ= COOCgHs

b.R" = H, R?= CH,OH

N c. R'= OCH; R?= CgHs
d.R" = OCH; R? = CH,OH

e.R'=F, R?=CgHs
f. R'=F, R?=CH,0H
! 27a-f

Rycina 9. Struktura izoksazolidyn 27a-f.

Otrzymane zwigzki 27a-f przebadano wobec trzech gatunkdw grzybow: Aspergillus flavus,
Fusarium moniliforme, Botrydiplodia theobromae (Ryc. 9, Tabela 2) (Kumar i in., 2003a).

Tabela 2. Aktywnos¢ przeciwgrzybicza izoksazolidyn 27a-f.

MIC [mM]
Numer Aspergillus Fusarium S
zwigzku )e/avis moniliforme Botrydiplodia
theobromae
27a 7,0 5,0 9,5
27b 12,0 3,5 12,0
27c 2,5 5,0 5,0
27d 3,0 3,0 5,5
27e 2,5 5,5 5,0
27f 3,0 3,0 6,0
nystatyna 3,0 5,0 2,5

Wykazano wysoka aktywnos¢ przeciwgrzybiczg pochodnych 27a-f wzgledem Aspergillus flavus
oraz Fusarium moniliforme. Zwigzki 27c oraz 27e wykazywaty dziatanie grzybobdjcze wobec Aspergillus
flavus wyzsze niz nystatyna wykorzystana jako lek referencyjny, natomiast pochodne 27d oraz 27f byty
aktywne na poziomie wzorca. lzoksazolidyny 27b, 27d i 27f wykazywaty aktywnos$¢ grzybobdjczg
wobec Fusarium moniliforme wyziszg niz lek referencyjny. W przypadku pochodnych 27a i 27c
aktywnos¢ w stosunku do Fusarium moniliforme byta poréwnywalna z dziataniem nystatyny.
Przeprowadzone badania wykazaty najstabsze dziatanie przeciwgrzybicze pochodnych 27a-f wobec
Botrydiplodia theobromae (Ryc. 9, Tabela 2) (Kumar i in., 2003a).

W nurcie badan zsyntezowano dodatkowo izoksazolidyny 28a-g (Ryc. 10) jako analogii zwigzkéw
27a-f (Ryc. 9) (Kumariin., 2003b).
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R’ a.R' = CHa, R?= CgHs

b.R" = CH3, R?= %—O
O _R?

c. R' = CHz, R2= COOCH;4

d.R"=ClI, R? = COOC,H;5

Q e.R"=Cl, R? = COOCgHs
Q f. R1=C|,R2=§—®

28a-g g.R' = Cl, R? = COOCH;s

Rycina 10. Struktura izoksazolidyn 28a-g.
Przeprowadzone badania potwierdzity aktywnos¢ przeciwgrzybiczg otrzymanych izoksazolidyn
28a-g w stosunku do trzech gatunkéw grzybow: Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme oraz

Botrydiplodia theobromae (Ryc. 10, Tabela 3) (Kumar i in., 2003b).

Tabela 3. Aktywnos¢ przeciwgrzybicza izoksazolidyn 28a-g.

MIC [pg/ml]
z’:\:;nzf(:x Aspergillus Fusarium Botrydiplodia
flavus moniliforme theobromae
28a 40,0 50,0 20,0
28b 30,0 30,0 20,0
28c 20,0 20,0 20,0
28d 40,0 40,0 40,0
28e 30,0 30,0 20,0
28f 30,0 30,0 20,0
28g 20,0 20,0 20,0
nystatyna 12,0 14,0 21,0

Zwigzki 28a-c oraz 28e-g wykazywaty dziatanie grzybobodjcze porownywalne z dziataniem leku
referencyjnego nystatyny wobec Botrydiplodia theobromae. Aktywnos¢ izoksazolidyn 28a-g wobec
Aspergillus flavus oraz Fusarium moniliforme byta natomiast stabsza w pordéwnaniu z dziataniem
wzorca. Tylko pochodne 28c i 28g wykazywaty aktywnos¢ przeciwgrzybiczg wobec trzech badanych
gatunkéw grzybdéw: Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme oraz Botrydiplodia theobromae w ste-
zeniu 20 pg/ml (Ryc. 10, Tabela 3) (Kumar i in., 2003b). Pochodne 28a-c oraz 28e-g wykazywaty zatem
stabszg aktywnos¢ przeciwgrzybiczg w porédwnaniu ze swoimi analogami — zwigzkami 27a-f.

Opisano takze synteze i aktywnos¢ przeciwgrzybiczg 3-imidazoiloizoksazolidyn 29a-e (Ryc. 11)

(Sadashiva i in., 2004).
R1
\©\ 0o, R? a.R"=H, R2= COOCH;
N

o b.R' = H, R?= COOCgH;5

c.R"=Cl, R?= COOCHj,
N - d.R'=CI, R? = COOC,H;5
YNH e.R"=Cl, R? = COOCgHs
C4Hg
29a-e

Rycina 11. Struktura izoksazolidyn 29a-e.

17



Zwigzki 29a-e poddano badaniom in vitro wobec trzech patogendw: Fusarium moniliforme,
Aspergillus niger oraz Cephalosporium acremonium (Ryc. 11, Tabela 4) (Sadashiva i in., 2004).

Tabela 4. Aktywnos¢ przeciwgrzybicza izoksazolidyn 29a-e.

MIC [pg/ml]
Numer . . .
2wiazku Fus'a'r/um Aspe'rglllus Cephalospt?rlum
moniliforme niger acremonium
29a 17+1 15+0,3 23+1,3
29 8511,3 2710,9 95+2,5
29c 13+0,7 15+1,1 17+0,5
29d 95+1,4 31412 12743,0
29e 8513,0 76+1,7 31+2,1
nystatyna 35,0 32,0 39,0

Pochodne 29a oraz 29c¢ w stosunku do Fusarium moniliforme wykazywaty 2-krotnie wyzszg ak-
tywnos$¢ przeciwgrzybiczg niz nystatyna uzyta jako lek referencyjny. Ponadto zwigzki te wobec
Cephalosporium acremonium wykazywaty aktywnos¢ wyzszg od wzorca. Réwnie wysokie dziatanie
grzybobdjcze wobec tego gatunku grzyba wykazywat zwigzek 29e. Selektywng aktywnosé przeciw-
grzybiczg wzgledem Aspergillus niger, pordwnywalng z aktywnoscig nystatyny, zaobserwowano na-
tomiast dla izoksazolidyn 29b oraz 29d (Ryc. 11, Tabela 4) (Sadashiva i in., 2004).

Z uwagi na bardzo wysoka aktywnos$¢ przeciwgrzybiczg zwigzkéw 29a-e postanowiono zbadac
wplyw czystosci enancjomerycznej na dziatanie przeciwgrzybicze. W tym celu otrzymano pochodng 29f
(Ryc. 12) z rdzng czystoscig enancjomeryczng (ee >96%, ee >69%) (Sadashiva i in., 2005a).

Y

CaHo

29f

Rycina 12. Struktura izoksazolidyny 29f.

Na podstawie przeprowadzonych badan ustalono, ze izoksazolidyna 29f (ee >96%) wykazuje
wyzszg aktywnos¢ przeciwgrzybiczg wobec zbadanych trzech gatunkow grzybdéw: Cephalosporium
acremonium, Fusarium moniliforme, Aspergillus niger (MIC = 11-14 pug/ml) w poréwnaniu ze zwigz-
kiem 29f (ee >69%) otrzymanym z nizszym nadmiarem enancjomerycznym (MIC = 28-36 pg/ml).
Aktywnos¢ grzybobdjcza izoksazolidyny 29f (ee >96%) byta poréwnywalna z dziataniem leku refe-
rencyjnego — nystatyny (Sadashiva i in., 2005a).

Podstawione 5-fenyloizoksazolidyny 30a-c (Ryc. 13) stanowig kolejng grupe aktywnych prze-
ciwgrzybiczo izoksazolidyn (Zadrozna i in., 2005).
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H3C /O R
N

a.R= COOC2H5
NC b. R =COOH
CHs c. R = CH,OH

30a-c

Rycina 13. Struktura izoksazolidyn 30a-c.

Z przeprowadzonych badan in vitro jednoznacznie wynika, ze zwigzki 30a-c wykazujg aktywnos¢
przeciwgrzybiczg wobec Candida albicans. W serii pochodnych 30a-c najwyzszg aktywnos¢ wykazywat
zwigzek 30a. Zmierzona Srednica strefy zahamowania wzrostu (ZOI) wynosita 13 mm. Nieco stabsze
dziatanie grzybobdjcze zaobserwowano dla izoksazolidyn 30a oraz 30b (ZOl = 12 mm, 10 mm
odpowiednio dla zwigzku 30b oraz 30a). Aktywnos¢ izoksazolidyn 30a-c byta nizsza od aktywnosci
mikonazolu (ZOIl = 23 mm) uzytego w badaniu jako zwigzek referencyjny (Zadrozna i in., 2005).

Enancjomerycznie czyste bicykliczne izoksazolidyny 31a-c (Ryc. 14) to pochodne wykazujgce ak-
tywnos¢ przeciwgrzybiczg. Otrzymane na drodze 1,3-dipolarnej cykloaddycji zwigzki 31a-c poddano
ocenie aktywnosci przeciwgrzybiczej wobec czterech gatunkéw grzybéw drozdzopodobnych: Candida
albicans, Candida krusei, Candida tropicalis, Candida parapsilosis (Mosbah i in., 2019).

3C CH3
/ a.R"'=CH,0OH,R?=H
b. R'= CH,OH, R?= CH,OH
c. R" = CH,CI, R? = CH,CI
HaC’ \” 2 2
31a-c

Rycina 14. Struktura izoksazolidyn 31a-c.

Zwiazki 31a-c najwyzszg aktywnosé przeciwgrzybiczg wykazywaty wobec Candida tropicalis.
Wartos¢ MIC w kazdym przypadku wynosita 0,25 mg/ml i byta nizsza od wartosci wyznaczonej dla
amfoterycyny B (MIC = 0,39 mg/ml). Dodatkowo wobec drozdzaka Candida parapsilosis pochodna 31b
(MIC = 0,125 mg/ml) wykazywata takze wyzszg aktywno$¢ przeciwgrzybicza od wzorca (MIC = 0,195
mg/ml). Natomiast wobec szczepdw Candida albicans oraz Candida krusei aktywno$¢ przeciwgrzybicza
zwigzkéw 31a-c byta stabsza niz amfoterycyny B (Mosbah i in., 2019).

4. 1zoksazolidyny o aktywnosci przeciwbakteryjnej

Walka z chorobami bakteryjnymi to zjawisko trwajgce od setek lat. Odkrycie przez Alexandra Fleminga
pod koniec lat 20. XX wieku pierwszego antybiotyku — penicyliny poczgtkowo napawato optymizmem
z racji mozliwosci kontrolowania zakazen bakteryjnych oraz braku toksycznego dziatania antybiotyku
na organizm cztowieka (Fleming, 1929). Jednakze z biegiem lat naduzywanie antybiotykdw, szczegdlnie
w lecznictwie pozaszpitalnym, doprowadzito do rozwoju szeregu szczepow bakterii opornych na
najczesciej podawane leki (Levy i Marshall, 2004). Pomimo dobrze poznanych mechanizmoéw dziatania
lekéw przeciwbakteryjnych, do ktérych mozemy zaliczy¢ hamowanie metabolizmu komdrkowego oraz
syntezy Sciany komodrkowej bakterii, a takze oddziatywanie z btong cytoplazmatyczng komorek
bakteryjnych czy tez zaktdcenie syntezy biatka bakteryjnego, trudno opanowadé nieustannie rosngca
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lekooporno$¢ (Graham, 2017). Dlatego nadal poszukuje sie nowych zwigzkdw, w tym takze
izoksazolidyn o potencjalnym dziataniu przeciwbakteryjnym.

Opisano synteze oraz aktywnos$¢ biologiczng koniugatéw izoksazolidyn z karbapenami 32a-b (Ryc.
15) (Nishi i in., 1995).

32a 32b

Rycina 15. Struktura izoksazolidyn 32a-b.

Najwyzszg aktywnos¢ w stosunku do wybranych szczepdw bakterii Gram-dodatnich oraz Gram-
ujemnych zaobserwowano dla izoksazolidyn 32a-b otrzymanych na drodze 1,3-dipolarnej cykloaddycji
2-winylokarbapeneméw z odpowiednim nitronem. Wobec szczepdw Escherichia coli, Enterobacter
cloacae oraz Enterococus faecalis zwigzki 32a-b (MIC = 0,05 pg/ml; 0,1 pg/ml; 0,8 ug/ml) wykazywaty
dziatanie przeciwbakteryjne lepsze niz wzorzec — imipenem (MIC = 0,1 pg/ml; 1,6 pg/ml). Natomiast
wobec szczepdw Pseudomonas aeruginosa oraz Klebsiella pneumoniae 2-krotnie wyzszg aktywnos¢ od
imipenemu wykazywata pochodna 32a. Wyznaczone wartosci MIC w przypadku zwigzku 32a wynosity
0,8 pg/ml i 0,1 pg/ml vs. 1,6 pg/ml i 0,2 pg/ml dla imipenemu, odpowiednio dla Pseudomonas
aeruginosa i Klebsiella pneumoniae. Wobec tych samych szczepdw pochodna 32b wykazywata
dziatanie przeciwbakteryjne (MIC = 0,2 pg/ml; 1,6 ug/ml odpowiednio dla Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa) na poziomie wzorca. lzoksazolidyny 32a-b wykazywaty takze aktywnosc
wobec szczepow: Staphylococcus aureus (MIC = 0,01 pg/ml), Streptococcus pyogenes (MIC < 0,003
ug/ml), Streptococcus pneumoniae (MIC < 0,003 pg/ml) i Proteus mirabilis (MIC = 0,4 pg/ml)
poréwnywalng z dziataniem imipenemu (Nishi i in., 1995).

Réwnie dobre dziatanie przeciwbakteryjne wykazywaty zwigzki (S)-33a-f, (R)-34 oraz (R)-33b (Ryc.
16) zawierajgce w swej strukturze pierscien izoksazolidyny podstawiony w pozycji C5 ugrupowaniem
cefalosporyny (Huangiin., 1992).

.R=H
.R=CH,

.R = CH,COOH

.R = CH(CH3)COOH
. R = C(CH3),COOH 34

(0]

®© Q00T

Rycina 16. Struktura izoksazolidyn 33-34.

Badanie aktywnosci przeciwbakteryjnej dla izoksazolidyn (S)-33a-f oraz (R)-34 wykonano na
dziewietnastu szczepach bakterii (Ryc. 16, Tabela 5, Tabela 6) (Huang i in., 1992).
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Tabela 5. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna izoksazolidyny (S)-33f.

MIC (ug/ml)

U g = . . ‘8
S 9 ) ) S . o S
Numer 2 88 =84 =235 =2 2 2 = g o £8 == 3 = s 3
S .. © S B S v < v 3 ¥ 3 S o S § S s S g e
iazk S = L o QL3 S 3 S = < S O S 9 v 3 g £
ZWIQzZKu S O [ S G oo S g o T o & S O S D SRS s S S S
Q Q Q > g = g 9 g B S o S O S = S B S 3
< o > © X = S = 58 5 2 < o S 3 N
b T2 ¥T° 88 B§ L S £y 2 € e = S 9
W s NS a5 S S S a $ s
(5)-33f 0,006 0,003 0,05 <0,003 0,05 0,006 0,05 0,05 0,012 <0,003 0,012

ceftazydyma 0,20 0,20 0,39 0,39 0,20 0,10 0,20 0,39 0,025 0,05 0,78

Analiza wynikéw badan biologicznych wykazata najbardziej zréznicowang aktywnos¢ dla zwigzku
(5)-33f. Jego dziatanie przeciwbakteryjne w stosunku do dziesieciu szczepdw byto wyzsze niz dla leku
referencyjnego — ceftazydymy (Ryc. 16, Tabela 5) (Huang i in., 1992)

Réwnie wysokag aktywnos¢ przeciwbakteryjng wyzszg od dziatania uzytego w badaniu wzorca
w stosunku do dziesieciu szczepdw bakterii wykazywata izoksazolidyna (S)-33b (Ryc. 16, Tabela 6)

(Huangiin., 1992).

Tabela 6. Aktywno$¢ przeciwbakteryjna izoksazolidyny (S)-33b.

MIC (ug/ml)
§ 2 e} L ] QtJ Qk) (o] (o]
S 3 - s .S = = — = = S o~
Numer 5 ¢ 2o 8¢ S 35 TY Y% TS 5% 3¢
zwiazku 2§ T3 8§ T 8§ & E S g S S S 2 T BSOS
£8 &3 §¥ § 23 $§ g3 §8 g%¢ &3
g s & Y35 8§ § =5 q
(V) 2]
(S)-33b 3,13 0,39 0,10 0,025 0,025 0,05 3,13 0,012 0,012 0,025
ceftazydyma 12,5 3,13 3,13 0,20 0,20 0,10 12,5 0,025 0,05 0,05

Natomiast najbardziej selektywne wobec badanych szczepdw byty zwigzki (R)-34 oraz (S)-33e
(Ryc. 16). Aktywnos¢ przeciwbakteryjng izoksazolidyny (R)-34 w stosunku do trzech szczepdw bakterii:
Micrococcus luteus (MIC = 1,56 pug/ml), Klebsiella pneumoniae (MIC = 0,05 ug/ml), Providencia rettgeri
(MIC = 0,025 pg/ml) byta wyzsza od substancji wzorcowej. Takze wobec trzech szczepow bakterii:
Morganella morganii, Proteus vulgaris i Escherichia coli pochodna (S)-33e (MIC = 0,006—0,025 pg/ml)
wykazywata dziatanie przeciwbakteryjne lepsze od ceftazydyny (Ryc. 16) (Huang i in., 1992).

Zsyntezowane zwigzki (S)-33a-f oraz (R)-34 przeksztatcono w czwartorzedowe sole amoniowe (S)-
35a-f oraz (R)-36, ktdore réwniez poddano ocenie aktywnosci przeciwbakteryjnej (Ryc. 17, Tabela 7)
(Huangiin., 1992).

H(CH3)COOH
(CH3),COOH

o)

Rycina 17. Struktura izoksazolidyn 35-36.
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Tabela 7. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna izoksazolidyny (S)-35c oraz (S)-35d.

MIC (ug/ml)

g . 2 .

E E_ R “ Q 2 = -
© = S S < 2 § § > §1 §
3= 8 S SN 5 ] a S o N =

Numer 3 et = = S £ § 3 § g 3
. S = S S o
zwiazku & S > 3 g‘ g g g 5 S 8
3 B 5 S T T S s S o S
T 0§ ¢ & § s % s 8 S 3
8 & s § £ £ £ g g S S
3 8 & a & g S <
(% w
(S)-35¢ 0,78 0,05 0,10 0,10 0,025 0,05 0,012 0,10 0,10 0,012 0,012
(s)-35d 1,56 0,05 0,20 0,05 0,025 0,10 0,025 0,10 0,10 <0,003 0,025

ceftazydyma 3,13 0,20 0,39 0,20 0,05 0,20 0,05 0,20 0,39 0,025 0,05

W poréwnaniu ze zwigzkami obojetnymi (S)-33a-f i (R)-34 (Ryc. 16) otrzymane sole (S)-35a-f oraz
(R)-36 (Ryc. 17) wykazywaty wyisze dziatanie przeciwbakteryjne zaréwno wobec bakterii Gram-
dodatnich, jak i bakterii Gram-ujemnych, w szczegélnosci w stosunku do bakterii Citrobacter freundii,
wobec ktdrej zwigzki (S)-33a-f i (R)-34 nie wykazywaty dziatania hamujgcego. Najwyzszg aktywnosc
(ponad 4-krotnie wyzszg od wzorca — ceftazydymy) wobec Citrobacter freundii zaobserwowano dla
izoksazolidyny (S)-35e (MIC = 12,5 pug/ml). Dziatanie hamujgce rozwdj najwiekszej liczby szczepow
bakterii wykazywaty zwigzki (S)-35¢ oraz (5)-35d (Huang i in., 1992).

Opisano takze synteze oraz aktywnos¢ przeciwbakteryjng izoksazolidyn 37a-d zawierajacych
w pozycji C3 uktad chromanylu (Ryc. 18) (Singh i in., 2016).
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Rycina 18. Struktura izoksazolidyn 37a-d.

Badanie aktywnosci przeciwbakteryjnej przeprowadzono wobec szczepdw bakterii Gram-ujem-
nych: Salmonella typhymurium-1, Salmonella typhymurium-2 oraz wobec bakterii Gram-dodatniej
Staphylococcus aureus opornej na metycyline (MRSA). Najwyzsze dziatanie wykazano dla izoksazo-
lidyny 37b zawierajacej w pozycji C6’ atom fluoru. Pochodna ta dziatata na poziomie wzorca — gen-
tamycyny zarowno wobec szczepdw Salmonella typhymurium-1 i Salmonella typhymurium-2 (MIC =
1,56 pg/ml), jak rowniez szczepu Staphylococcus aureus opornego na metycyline (MIC = 3,12 ug/ml).
Ponadto dla zsyntezowanych izoksazolidyn 37a-d przeprowadzono badanie dokowania molekular-
nego, w ktérym odnosnikami byty ciprofloksacyna i linezolid. Na jego podstawie wysunieto wniosek,
ze pochodne chromanylowe wykazujg mechanizm dziatania zblizony do fluorochinolonéw — dziatajg
przeciwbakteryjnie przez inhibicje gyrazy DNA. Sposréd zwigzkéw 37a-d najwieksze podobienstwo do
ciprofloksacyny wykazata najbardziej aktywna izoksazolidyna 37d. Dla tego zwigzku wykonano takze
badanie ADME (adsorbcja, dystrybucja, metabolizm, eliminacja), na podstawie ktérego stwierdzono
dobre wtasciwosci farmakokinetyczne izoksazolidyny 37d. Dodatkowo w oparciu o regute Lipifskiego
wykazano, ze zwigzek 37d powinien dobrze sie wchtaniaé po podaniu per os (Singh i in., 2016).
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Aktywnos¢ przeciwbakteryjna 3-fosforyloizoksazolidyn 38a-c (Ryc. 19) otrzymanych w wyniku 1,3-
dipolarnej cykloaddycji C-dietoksyfosforylonitronu z wybranymi allilobenzenami zostata zbadana
wobec dwdch szczepow bakterii Gram-dodatnich: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis
oraz dwéch gatunkdw bakterii Gram-ujemnych: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (Piotrowska
iin., 2017b).
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Rycina 19. Struktura izoksazolidyn 38a-c.

Najwyzszg aktywnos¢ zaobserwowano dla zwigzku 38c, ktory hamowat wzrost bakterii
Staphylococcus aureus w 25% przy stezeniu 50 mg/l. Réwnie wysoki procent zahamowania wzrostu
Staphylococcus aureus, ale w zakresie stezern 25—200 mg/|l, wykazywaty pochodne 38a-b. Izoksazo-
lidyna 38c hamowata takze wzrost bakterii Staphylococcus epidermidis w zakresie 20—40% przy ste-
zeniu 5-200 mg/| (Piotrowska i in., 2017b).

Przyktadem zwigzku o dziataniu przeciwbakteryjnym jest takze 3-dietoksyfosforyloizoksazolidyna
39a zawierajgca w swej strukturze ukfad chinazolino-2,4-dionu (Ryc. 20) (tysakowska i in., 2022).
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Rycina 20. Struktura izoksazolidyny 39a.

Przeprowadzone badania wykazaty najwyzszg aktywnosé przeciwbakteryjng zwigzku 39a wobec
szczepu bakterii Gram-dodatniej Bacillius cereus (MIC = 0,625 mg/ml). Dodatkowo izoksazolidyna 39a
nie wykazywata dziatania mutagennego w stosunku do Bacillius cereus w stezeniu réGwnym wartosci
MIC (tysakowska i in., 2022).

Kolejng serie stanowig D-glukozowe pochodne izoksazolidyn 40a-b (Ryc. 21), ktére zostaty za-
projektowane takze jako zwigzki o dziataniu przeciwbakteryjnym. Badania biologiczne wykonane
wobec trzech szczepdw bakterii: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
potwierdzity zatozong teze (Damodiran i in., 2009).
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Rycina 21. Struktura izoksazolidyn 40a-b.

Zwigzek 40a wykazywat wysoky aktywnos$¢ przeciwbakteryjng w stosunku do Staphylococcus
aureus (MIC = 0,654 uM). Natomiast wobec szczepow: Escherichia coli oraz Pseudomonas aeruginosa
najwyzszg aktywnos¢ zaobserwowano dla pochodnej 40b (MIC = 0,947 uM, 0,646 uM odpowiednio dla
szczepu Escherichia coli oraz Pseudomonas aeruginosa) (Damodiran i in., 2009).

Dla zsyntezowanych izoksazolidyn 40a-b (Ryc. 21) wyznaczono takze elektryczny moment dipo-
lowy, parametr wykazujacy bezposredni zwigzek z aktywnoscig przeciwbakteryjng. Ulokowanie
tadunku elektrycznego w czgsteczce wptywa na jej wtasciwosci, w tym na rozpuszczalnos¢ oraz ak-
tywnos¢ przeciwbakteryjng. Dla zwigzku 40b oznaczono dodatnig korelacje miedzy rosngcym
momentem dipolowym oraz rosngcg aktywnoscig przeciwbakteryjng w stosunku do Escherichia coli
oraz Pseudomonas aeruginosa (Damodiran i in., 2009).

Opisano réwniez N-fenyloizoksazolidyny 41a-e (Ryc. 22) wykazujgce aktywnos¢ przeciwbakteryjng
in vitro wobec wybranych bakterii Gram-dodatnich: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis oraz Gram-
ujemnych: Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Vibrio parahaemolyticus, Shigella
flexneri, Salmonella typhi, Vibrio cholerase (Chakraborty i in., 2010).
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Rycina 22. Struktura izoksazolidyn 41a-e.

Najwyzszg aktywnos$é wobec szczepu bakterii Gram dodatniej — Bacillus subtilis oraz Gram-
ujemnej — Proteus vulgaris zaobserwowano dla zwigzkéw 41a-e. Dla izoksazolidyn 41a-d w stosunku
do obu szczepéw bakterii wyznaczona wartos¢ parametru MIC w kazdym przypadku wynosita
10 pg/ml, podczas gdy dla zwigzku 41e byta 5-krotnie wyzsza (MIC = 50 pug/ml). Wyznaczone wartosci
MIC w zakresie 10-50 pg/ml sg poréwnywalne do wartosci minimalnego stezenia hamujgcego
oznaczonego do powszechnie stosowanych antybiotykow, w tym penicyliny czy sulfonamidu
(Chakraborty i in., 2010).

Podobienstwo strukturalne miedzy antybiotykami B-laktamowymi takimi jak penicylina a kwasami
izoksazolidino-3,5-dikarboksylowymi 42a-c (Ryc. 23) pozwala zatozyé, ze zwigzki te mogg byc
aktywnymi mikrobiologicznie analogami antybiotykéw B-laktamowych (Nora i in., 2006).
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Rycina 23. Struktura izoksazolidyn 42a-c.

Kwasy izoksazolidyno-3,5-dikarboksylowe 42a-c poddano ocenie aktywnosci przeciwbakteryjnej
wobec bakterii Gram-dodatnich: Staphylococus aureus, Enterococus faecalis, Mycobacterium vaccae
oraz bakterii Gram-ujemnych: Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Samonella enterica, Klebsiella
pneumoniae. Wykazano aktywnos¢ przeciwbakteryjng kwasow izoksazolidyno-3,5-dikarboksylowych
42a-c w stosunku do Escherichia coli. Wyznaczona aktywnos¢, mierzona tzw. strefg zahamowania
wzrostu (ZOl), dla pochodnych 42a-c byta mniejsza (ZOl = 20-26 mm) niz dla uzytej jako wzorzec
penicyliny G (ZOl = 54 mm) (Nora i in., 2006).

Aktywne przeciwgruzliczo spiroizoksazolidyny 43a-d oraz 44a-d (Ryc. 24) zsyntezowano na drodze
reakcji 1,3-dipolaranej cykloaddycji C-arylo-N-fenylonitrondw i wybranych odpowiednio sfunk-
cjonalizowanych pirydynonéw (Kumar i in., 2010).

a. R" = 4-CH3-CgH,, R? = 4-CH3-CgHy
b. R'= 2-CI-CgH,4, R?>= CgHs

c.R'= \S/ , R?2= CgHs

d.R'= &(\—S] s RZ= 4-CH3-CgHy

Rycina 24. Struktura izoksazolidyn 43a-d oraz 44a-d.

43a-d 43a-d

Badania prowadzone na Mycobacterium tuberculosis wykazaty najwyzsze dziatanie przeciw-
gruzlicze 2,5-krotnie wyzsze od etambutolu — leku stosowanego w leczeniu gruzlicy (MIC = 7,64 pM)
pochodnej 43a (MIC = 3,02 uM). Nieco stabszg aktywnos$¢ w stosunku do Mycobacterium tuberculosis,
jednak nadal wyzszg od dziatania etambutolu, zaobserwowano dla zwigzkéw 43b-d oraz 44ai 44c (MIC
=5,98-6,33 uM). Najstabszg aktywnosc¢ przeciwbakteryjng wykazano dla spiroizoksazolidyn 44c-d (MIC
= 23,90-24,57 uM) (Kumar i in., 2010).

Opisano takze (spiroindolino)izoksazolidyny 45a-f (Ryc. 25), ktdére takze wykazywaty dziatanie
pratkobdjcze wobec Mycobacterium tuberculosis (Raunak i in., 2005).
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Rycina 25. Struktura izoksazolidyn 45a-f.
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Zwiazki 45a-f hamowaty wzrost bakterii Mycobacterium tuberculosis na poziomie 15-29% przy
MIC = 6,25 pg/ml. Najwyzsze dziatanie przeciwbakteryjne w stosunku do pratkéw gruzlicy wykazywata
pochodna 45f (29%), natomiast najstabsze zahamowania wzrostu Mycobacterium tuberculosis
wyznaczono dla (spiroindolino)izoksazolidyny 45¢ (15%) (Raunak i in., 2005).

Kolejna seria enancjomerycznie czystych, aktywnych mikrobiologicznie izoksazolidyn to zwigzki
46a-b (Ryc. 26) (Ghannayiin., 2017).

H3C CH3

a.R= 4-OCH3-C6H4
b. R = 2,4-di-CHy-CqHs

46a-b

Rycina 26. Struktura izoksazolidyn 46a-b.
Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna otrzymanych zwigzkdéw 46a-b zostata zbadana wzgledem
wybranych bakterii Gram-dodatnich: Bacillus subtilis, Bacillius cereus, Listeria monocytogenes,

Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus oraz bakterii Gram-ujemnych: Salmonella enteritidis,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli (Ryc. 26, Tabela 8) (Ghannay i in., 2017).

Tabela 8. Aktywnosc¢ przeciwbakteryjna izoksazolidyny 46a-b.

20l (mm)
g 9
Numer IS Q 3 - g
, 3L $ 9 g3 8 o 8 g 33 22
zwigzku =3 S 3 g S S B S 3 S £ 28
Q9 G = = Q * < S E Q9 E
S S S RANS] S 3 > S g2 o S
@ 3 @ © =2 s = ] ° 3 5 < 2
) S S » © s
IS &
46a 11,3340,22  12,66+0,22  11,00+0,66  10,00+0,00  9,66+0,22  15,00+0,22  9,00£0,00
46b 20,6610,88 21,66+0,22  24,66+0,22  9,66£0,22  22,00:0,66  20,33t0,22  23,00£0,66

chloramfenikol ~ 24,00+0,00 26,00+1,00  12,00+1,00  20,00+2,00 17,00+1,00 16,00+0,00  22,00+1,00

Aktywnos¢ przeciwbakteryjng oznaczono za pomocg pomiaru Srednicy zahamowania wzrostu
(zol). Pochodna 46b w poréwnaniu ze zwigzkiem 46a wykazywata wyzszg aktywnosé przeciwbakte-
ryjna. Dla izoksazolidyny 46b oznaczono 2-krotnie wyzsze od substancji wzorcowej — chloramfenikolu
dziatanie przeciwbakteryjne w stosunku do Listeria monocytogenes. Ponadto pochodna 46b
wykazywata takze aktywnosé przeciwbakteryjng wzgledem Staphylococcus aureus oraz Salmonella
enteritidis wyzszg od chloramfenikolu oraz dziatanie wobec Klebsiella pneumoniae poréwnywalne
z lekiem referencyjnym. Natomiast zwigzek 46a wykazywat porownywalng ze wzorcem aktywnos¢
wobec Listeria monocytogenes. Dodatkowo izoksazolidyny 46a-b wykazywaty stabszg niz chloram-
fenikol aktywnosé w stosunku do pozostatych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych z wyjgtkiem
Escherichia coli. Dla izoksazolidyn 46a-b oznaczono takze wifasciwosci farmakokinetyczne, na
podstawie ktorych stwierdzono, ze pochodne 46a-b spetniajg regute Lipinskiego (Ryc. 26, Tabela 8)
(Ghannay i in., 2017).

Jako kontynuacje otrzymano nowe enancjomerycznie czyste bicykliczne izoksazolidyny 47a-e
(Ryc. 27) (Ghannay i in., 2020).
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Rycina 27. Struktura izoksazolidyn 47a-e.
Aktywno$¢ biologiczng pochodnych 47a-e zbadano takze wobec wybranych bakterii Gram-
dodatnich: Bacillus subtilis, Bacillius cereus, Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus oraz Gram-

ujemnych: Salmonella enteritidis, Escherichia coli (Ryc. 27, Tabela 9) (Ghannay i in., 2020).

Tabela 9. Aktywnos¢ przeciwbakteryjna izoksazolidyny 47a-e.

ZOIl (mm)
(%)
Numer 2 3 S S »
n v %) Q Q < = =
zwigzku =3 = § § § § § 2 = gg
S 3 S S 3 < X5 g 3 S
SE SER S 3 2 < g 3
(S qa © 9 5 ° 3 S S
S S w @\ v
(%)
47a 10,00+0,22 9,00+0,22 8,00+0,00 11,00+0,33  12,00+0,66 9,00+0,66
47b 9,0040,33 12,0040,00 8,00+0,22 9,00+0,22 13,00+0,33 9,00+0,00
47c 12,0040,33 9,00+0,88 7,00£0,22 10,00£0,22  16,00£0,22  10,00£0,22
47d 9,0040,00 24,00%0,22 9,00+0,22 10,00+0,33  19,00+0,88 -
47e 9,0040,22 10,00+40,22 - - 9,000,225 -

chloramfenikol 24,00+0,00 26,00+1,00 20,00+2,00 17,00+1,00 23,50+0,00 16,00+0,00

Pomiaru aktywnosci przeciwbakteryjnej dokonano poprzez zmierzenie S$rednicy strefy
zahamowania wzrostu bakterii (ZOl). Dziatanie porownywalne z aktywnoscig chloramfenikolu
w stosunku do Bacillius cereus wykazywata tylko izoksazolidyna 47d. |zoksazolidyny 47a-c oraz 47e byty
mniej aktywne niz uzyta substancja wzorcowa. Wszystkie otrzymane pochodne 47a-e dziataty tylko
wobec Bacillus subtilis, Bacillius cereus oraz Escherichia coli (Ryc. 27, Tabela 9) (Ghannay i in., 2020).

5. 1zoksazolidyny o aktywnosci przeciwwirusowej

Choroby zakazne wywotywane sg nie tylko przez bakterie i grzyby, lecz rowniez przez wirusy, ktore
majg zdolnos$¢ do przenoszenia obcych kwaséw nukleinowych pomiedzy komdrkami gospodarza. Cykl
rozwojowy wirusa umozliwia mu przebywanie w komdrce gospodarza przez dtuzszy okres, co skutkuje
jego niewykrywalnoscig dla uktadu odpornosciowego. W celu namnazania wirus wykorzystuje
mechanizm biochemiczny komérek gospodarza, dlatego liczba potencjalnych lekéw stosowanych do
zwalczania wirusa jest znacznie ograniczona w poréwnaniu z lekami wykorzystywanymi w zwalczaniu
innych mikroorganizmow. Pierwszy zarejestrowany lek przeciwwirusowy — idoksurydyna — pojawit sie
stosunkowo pdéZno, bo w latach 60. XX wieku, a przez kolejne 20 lat w lecznictwie wykorzystywano
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dodatkowo tylko amantadyne i widarabine. Z biegiem czasu na skutek doktadnego zbadania
wirusowego genomu, a w konsekwencji — szczegétowego poznania mechanizméw infekcji wirusowych
nastgpit przetom w odkryciu nowych lekédw stosowanych w zwalczaniu infekcji wirusowych, jednak
nadal postep w leczeniu zakazen wirusowych, w tym takze wywotanych przez wirus HIV (wirus
ludzkiego niedoboru odpornosci), jest znikomy w kontekscie zwalczania infekcji bakteryjnych (Graham,
2017; Kausar i in., 2021). Zakazenie ludzkim wirusem nabytego niedoboru odpornosci (HIV) prowadzi
do choroby przewlektej (AIDS), w ktdrej uktad immunologiczny ulega stopniowemu ostabieniu w
wyniku zmniejszenia liczby limfocytéw CD4. Intensywne badania prowadzone w ciggu ostatnich
trzydziestu lat umozliwity otrzymanie wielu lekéw wykorzystywanych w zwalczaniu infekcji
wywotanych przez wirus HIV. Zaliczy¢ do nich mozemy przede wszystkim nukleozydowe/nukleotydowe
oraz nienukleozydowe inhibitory odwrotnej transkryptazy, a takze inhibitory fuzji, inhibitory proteazy,
inhibitory integrazy oraz inhibitory koreceptoréw (Mehellou i De Clercq, 2010). Pomimo dostepnej
szerokiej gamy lekéw przeciwwirusowych nadal poszukuje sie nowych substancji leczniczych, przede
wszystkim z powodu rosnacej liczby zakazenn, a w konsekwencji — zwiekszonej Smiertelnosci
spowodowanej infekcjami wirusowymi.

Pierwsze prace dotyczgce aktywnosci przeciwwirusowej izoksazolidynowych analogéw nukleo-
zydow opublikowano w latach 90. XX wieku. Opisano synteze oraz aktywnos$¢ przeciwwirusowg
zwigzku 6a (Ryc. 3), ktory wykazywat 10-krotnie wyzszg od azydotymidyny (AZT) zdolnos¢ inhibicji
wirusa HIV (Leggio i in., 1996; Leggio i in., 1997).

Aktywnos$¢ przeciwwirusowg wobec wirusa HIV wykazywaty takze 3-(dietoksyfosfory-
lo)izoksazolidyny 7a-b (Ryc. 3). Zwigzki 7a-b hamowaty namnazanie ludzkiego wirusa niedoboru
odpornosci w stopniu poréwnywalnym z uzytym w badaniu lekiem referencyjnym —tenofowirem (ECso
= 110,1 nM) oraz 10-krotnie lepiej w poréwnaniu z AZT (ECso = 10 nM). Dodatkowo dla izoksazolidyn
7a-b wykazano wysoka zdolno$¢ hamowania odwrotnej transkryptazy wirusa biataczki ptasiej (AMV).
Aktywnos¢ przeciwwirusowa zwigzkdw 7a-b wobec AMV byta 10-krotnie wyzsza w poréwnaniu z AZT
oraz porownywalna z dziataniem tenofowiru. Jednoczesnie wykazano duzo nizszg toksycznosé
pochodnych 7a-b (CCso > 500 uM) w poréwnaniu z azydotymidyng (CCso = 12,14 pmol/l) (Pipernoiiin.,
2010).

Izoksazolidyny 48a-c (Ryc. 28) zawierajgce w pozycji C3 podstawiony pierscien uracylu wykazywaty
takze aktywnos$¢ w stosunku do wirusa HIV (Romeo i in., 2019).
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Rycina 28. Struktura izoksazolidyn 48a-c.
W serii pochodnych 48a-c najwyzsze dziatanie przeciwwirusowe wykazywat zwigzek 48c (MIC =
0,01 uM). Aktywnos¢ ta byta jednak stabsza niz rylpiwiryny (MIC = 0,038 uM) (Romeo i in., 2019).

Opisano takze sulfonamidowe pochodne izoksazolidyny 49 (Ryc. 29) jako zwigzki hamujace
namnazanie wirusa HIV (Loh i in., 2010).
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Rycina 29. Struktura izoksazolidyn 49a-e.

Pochodne 49a-e wykazywaty aktywnos$¢ w stosunku do ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci
przy jednoczesnym braku toksycznego dziatania na komorki ludzkie. Zwigzki 49a oraz 49b najsku-
teczniej hamowaty odwrotng transkryptaze wirusa HIV (ICsp = 75,0—76,0 uM). Nieco stabsze dziatanie
przeciwwirusowe wykazywaty izoksazolidyny 49d-e (ICso = 80,0 uM, 85,0 UM odpowiednio dla zwigzku
49e oraz 49d), natomiast zwigzek 48c najstabiej hamowat namnazanie wirusa HIV (ICso = 93,0 uM) (Loh
iin., 2010).

Opisano takze fosfonianowe pochodne izoksazolidyn 8a-d (Ryc. 3) wykazujgce aktywnos¢ prze-
ciwwirusowg w stosunku do ludzkiego wirusa T-limfotropowego typu 1 (HTLV-1). Otrzymane w wyniku
1,3-dipolarnej cykloaddycji zwigzki 8a-d hamowaty namnazanie wirusa HTLV-1 w stezeniu 0,6 nM i
wykazaty tym samym prawie 7-krotnie wyzsze dziatanie w poréwnaniu z azydotymidyng (AZT) uzyta
jako wzorzec (Chiacchioiin., 2007).

Natomiast 3-(dietoksyfosforylo)izoksazolidyny 50 oraz 51 (Ryc. 30), zawierajgce w pozycji C5 uktad
chinazolin-4-onu, byty aktywne wobec wirusa ospy wietrznej i potpasca (VZV) (Piotrowska i in., 2016;
Grabkowska-Druzyciin., 2018).
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Rycina 30. Struktura izoksazolidyn 50a-c oraz 51a-g.

Izoksazolidyny 50a-c (Ryc. 30) hamowaty namnazanie szczepu VZV TK* (zawierajacego kinaze
tymidynowa) w zakresie stezen 6,84-15,29 UM i wykazaty tym samym dziatanie nizsze tylko o jeden
rzad wielkosci niz uzyty w badaniu wzorzec — acyklowir (ECso = 1,55+1,0 uM) (Piotrowska i in., 2016).
Natomiast pochodne 51a-g (Ryc. 30), zawierajace sfunkcjonalizowane ugrupowanie 6-bromochina-
zolin-4-onu, byty aktywne zaréwno wobec szczepu VZV TK, jak i VZV TK*. Izoksazolidyny 51a-b naj-
skuteczniej hamowaty namnazanie wirusa VZV TK™ (ECso = 5,40-5,80 uM), nieco stabsze dziatanie
zaobserwowano dla zwigzkéw 51c, 51e-f (ECso = 7,50-7,70 uM). Najstabszg aktywno$¢ wzgledem
szczepu VZV TK™ wykazywaty natomiast izoksazolidyny 51d oraz 51g (ECso = 9,56 uM i 10,5 uM od-
powiednio dla zwigzku 51d oraz 51g). Jednakze w kazdym przypadku wyznaczone wartosci parametru
ECso byty nizsze niz dla acyklowiru i briwudyny (ECsp = 39,2 uM; 31,9 uM odpowiednio) uzytych w
badaniu jako leki referencyjne. Najwyzszg zdolnos¢ inhibicji VZV TK* zaobserwowano natomiast dla
pochodnych 52b-d oraz 52g (ECso = 6,84—8,70 uM). Dla izoksazolidyn 52a oraz 51e-f oznaczono stabsze
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dziatanie przeciwwirusowe wobec szczepu VZV TK* (ECso = 10,30-12,60 uM). Zwiazki 51b oraz 51d-g
hamowaty takze replikacje cytomegalowirusa (CMV) w zakresie stezen 8,94—-12,50 uM — wykazano tym
samym wyzszg aktywnosé niz gancyklowir (ECsp = 16,9 UM oraz 7,7 uM odpowiednio dla szczepu AD-
169 oraz Davis) uzyty jako lek referencyjny (Grabkowska-Druzyci in., 2018).

Dla izoksazolidyn 52-53 (Ryc. 31) zawierajacych w pozycji C5 fragment chinazolino-2,4-dionu
oznaczono natomiast aktywnos$¢ wobec wirusa ospy wietrznej i pétpasca (VZV) (Piotrowska i in.,
2017a).
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Rycina 31. Struktura izoksazolidyn 52a-c oraz 53a-e.

Dziatanie 10-krotnie silniejsze od acyklowiru i 4-krotnie wyzsze od briwudyny w stosunku do
szczepu VZV TK™ wykazywaty pochodne 3-benzylochinazolino-2,4-dionéw 52a-b (ECso =3,6%£2,9 uM
i 5,1+1,6 UM odpowiednio dla zwigzku 52ai 52b), ktdre rowniez hamowaty namnazanie wirusa VZV TK*
(ECs0=3,0+2,3 uM i 4,7+3,8 uM odpowiednio dla zwigzku 52ai 52b), jednak aktywnos¢ ta byta znacznie
nizsza w poréwnaniu z dziataniem lekéw referencyjnych — acyklowiru (ECso = 0,08+0,1 uM) i briwudyny
(ECso = 0,005+0,007 uM). Pochodne b53a-e zawierajgce w swej strukturze fragment 3-
benzoilochinazolino-2,4-dionu wykazywaty nieco stabsze dziatanie przeciwwirusowe zaréwno dla
szczepu VZV TK* (ECso = 6,0-8,5 uM), jak i VZV TK™ (ECso = 7,6—13,7 uM). Izoksazolidyna 52c hamowata
natomiast replikacje adenowirusa typu 2 (ECso = 17,5 uM), jednak 2-krotnie stabiej niz substancje
wykorzystane jako wzorce: cidofowir i aluwidyna (ECso = 10,0 uM) (Piotrowska i in., 2017a).

Autorzy, zacheceni dobrg aktywnoscig przeciwwirusowg zwigzkéw 52-53 (Ryc. 31), zsyntetyzowali
ich analogi — izoksazolidyny 54a-c (Ryc. 32) (Lysakowska i in., 2022).
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Rycina 32. Struktura izoksazolidyn 54a-c.
Zwigzki 54a-c byty rowniez aktywne w stosunku do wirusa ospy wietrznej i pétpasca (VZV). Po-

chodna 54b wykazywata najwyiszg, poréwnywalng ze wzorcem briwudyng zdolno$¢ hamowania
replikacji wirusa VZV TK™ (ECsp = 14,49 uM). lzoksazolidyny 54a oraz 54c wykazywaty nieco stabsze
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dziatanie przeciwwirusowe wobec wirusa ospy wietrznej i potpasca nie zawierajgcego kinazy tymi-
dynowej (VZV TK") (ECso = 20,0 uM; 27,59 uM odpowiednio dla zwigzku 54c oraz 54a) (tysakowskai in.,
2022).

Opisano réwniez synteze oraz aktywnos¢ przeciwwirusowa bicyklicznej izoksazolidyny 55 (Ryc.
33), ktéra hamowata replikacje wirusa opryszczki typu 1 (HSV-1) w 41% przy stezeniu 100 uM oraz w
83% przy stezeniu 500 uM (Procopio i in., 2005).

5

55

Rycina 33. Struktura izoksazolidyny 55.

Kolejng grupe sfunkcjonalizowanych izoksazolidyn o dziataniu przeciwwirusowym stanowig
3-(dietoksyfosforylo)izoksazolidyny 56a-f (Ryc. 34) (Kokosza i in., 2015).
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Rycina 34. Struktura izoksazolidyn 56a-f.
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Najwyzszg aktywnosé¢ pordwnywalng z wzorcem — gancyklowirem — wobec cytomegalowirusa
(CMV) wykazywaty zwigzki trans-56d (ECso = 8,9 uM) oraz trans-56f (ECso = 8,9—20,0 uM). Dodatkowo
izoksazolidyna trans-56d hamowata namnazanie szczepu wirusa VZV TK™ (ECso = 26,0-34,0 uM) na
poziomie aktywnosci uzytego w badaniu wzorca — acyklowiru (ECso = 33,0-44,0 uM) oraz szczepu VZV
TK* (ECso = 14,0-15,0 uM), jednak aktywnosc ta byta stabsza od dziatania leku referencyjnego (ECso =
1,5-3,6 uM). Ponadto pochodne 56a-f poddano badaniom aktywnosci wobec wirusa ospy wietrznej i
potpasca (dla obu szczepdw). Wszystkie zwigzki byty aktywne wobec VZV TK* oraz VZV TK™ w zakresie
stezen 11,0-45,0 uM. Wyniki przeprowadzonych badai wykazaty takze dziatanie przeciwwirusowe
zwigzku trans-56d wobec wirusa krowianki, jednak byto ono 2-krotnie stabsze w poréwnaniu z
dziataniem lekéw referencyjnych — cidofowiru i briwudyny (Kokosza i in., 2015).

Dodatkowo zsyntezowano izoksazolidyny 57a-b (Ryc. 35), ktére hamowaty namnazanie wirusa
Coxsackie (ECsp = 43,0-73,0 uM) i wykazywaty aktywnos¢ duzg wyzszg niz lek referencyjny — rybawiryna
(ECso = > 250,0 uM). Dla zwigzku 57b oznaczono ponadto 2-krotnie wyzsze od rybawiryny dziatanie
wobec wirusa Punta Toro (ECso = 50,0—100,0 uM) (Kokosza i in., 2015).
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Rycina 35. Struktura izoksazolidyn 57a-b.

Opisano takze 3-(fenantren-9-ylo)izoksazolidyne 58a (Ryc. 36) jako kolejny zwigzek o aktywnosci
przeciwwirusowej. Dla pochodnej 58a zaobserwowano specyficzne dziatanie w stosunku do wirusa
Puna Toro (ECso = 9,6 uM). Aktywnos¢ pochodnej 58a byta prawie 10-krotnie wyzsza niz rybawiryny
(ECso = 80,0 uM) uzytej jako lek referencyjny (Rescifina i in., 2006).
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Rycina 36. Struktura izoksazolidyny 58a.

6. Izoksazolidyny o aktywnosci przeciwnowotworowej

Choroby nowotworowe sg jedng z gtéwnych przyczyn Smierci ludzi na catym Swiecie, a liczba pacjentéw
ze zdiagnozowang chorobg nowotworowg wzrasta z kazdym rokiem. Chemioterapia, obok chirurgii i
radioterapii, jest jedng ze standardowych metod leczenia nowotwordéw, jednak odkrycie pierwszego
cytotoksycznego leku przeciwnowotworowego — chlorowodorku chlormetyny (nitrogranulogenu) —
nastgpito dopiero w latach 40. XX wieku (Rubach i Siedlecki, 2014). Z biegiem lat osiggnieto znaczny
postep w rozwoju nowych lekéw stosowanych w zwalczaniu choréb nowotworowych. Gtéwnym
mechanizmem dziatania lekéw przeciwnowotworowych jest zahamowanie syntezy DNA lub innych
procesow w cyklu zyciowym komérki, co prowadzi do zahamowania jej dalszego podziatu. Stosowanie
lekéw przeciwnowotworowych jest nierozerwalnie zwigzane zlicznymi skutkami ubocznymi
wystepujgcymi u pacjenta zardwno w trakcie chemioterapii, jak i po jej zakonczeniu. Leki te dziatajg na
wszystkie szybko dzielgce sie komadrki w ustroju, nie tylko na komérki nowotworowe, lecz takze m.in.
szpiku kostnego czy przewodu pokarmowego. Dlatego nadal poszukuje sie nowych, skutecznych
substancji leczniczych, ktére dziatatyby poprzez inny, bardziej selektywny i celowany mechanizm
umozliwiajgcy zniszczenie tylko komodrek nowotworowych, co byloby mniej destrukcyjne dla
organizmu (Isoldi i in., 2005).

Interkalatory sa interesujgcg grupa srodkéw chemioterapeutycznych stosowanych w leczeniu
nowotworéw. Gtdwnym mechanizmem dziatania klasycznych interkalatoréw jest ich odwracalne
oddziatywanie z podwdjng helisg DNA poprzez interkalacje miedzy parami zasad, co powoduje za-
hamowanie procesu interkalacji, a w konsekwencji — smieré¢ komorki (Baguley i in., 2003).

Izoksazolidyny 58b-c (Ryc. 37) zawierajgce w pozycji C3 aromatyczne uktady wielopierscieniowe
(fenantren oraz piren) wykazywaty wtasciwosci interkalujgce (Rescifina i in., 2006).
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Na podstawie badan stwierdzono cytostatyczne dziatanie pochodnych 58b-c w stosunku do linii
ludzkich komdrek T-limfoblastycznych (MOLT-3) (ICso = 78,0 uM i 112,0 uM odpowiednio dla zwigzku
58c i 58b). Dodatkowo izoksazolidyna 58c wykazywata dziatanie przyspieszajgce apoptoze, wywotane
dodaniem przeciwciat molekularnych anty-Fas (Rescifina i in., 2006).

Kontynuujac badania w tej grupie zwigzkdéw, otrzymano izoksazolidyne 59 (Ryc. 38) (Rescifinai in.,
2011).

Rycina 37. Struktura izoksazolidyn 58b-c.

cis-59 trans-59

Rycina 38. Struktura izoksazolidyny 59.

Zwigzek 59 (zaréwno izomer cis, jak i trans) wykazywat aktywnos¢ cytostatyczng in vitro wobec
czterech linii komérkowych: raka szyjki macicy (Hela), ludzkiego niedrobnokomérkowego raka ptuc (A-
549), ostrej biataczki monocytarnej (THP-1) oraz ludzkich komdrek T-limfoblastycznych (Molt-3).
Najwyzszg zdolnos¢ do hamowania proliferacji komarek linii A-549 zaobserwowano dla izomeru cis-59
(ICso=9,0 uM). Nieco stabszg aktywnos$¢ przeciwnowotworowa w stosunku do tej samej linii wykazywat
izomer trans-59 (ICso = 11,0 uM). Dziatanie antyproliferacyjne obu izomeréw zwigzku 59 wobec linii
Hela zaobserwowano przy stezeniu 15 pM, natomiast wobec linii Molt-3 — przy stezeniu 12,0 uM oraz
17,0 uM odpowiednio dla izoksazolidyny cis-59 oraz trans-59. Najstabsze dziatanie cytostatyczne
wobec linii THP-1 wykazywat zwigzek 59 (ICso = 18,0-19,0 uM) (Rescifina i in., 2011).

W nurcie badan autorzy otrzymali izoksazolidyny 60a-b (Ryc. 39) bedace analogami zwigzkéw 59
(Ryc. 38) wykazujgcych dziatanie cytostatyczne (Rescifina i in., 2012a).
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Rycina 39. Struktura izoksazolidyny 60a-b.

trans-60b
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Zwigzek trans-60b hamowat proliferacje komarek linii: HeLa, Molt-3, A-549 oraz THP-1 w zakresie
stezen 4,0-6,0 uM, natomiast pochodna trans-60a wykazywata stabsze dziatanie cytostatyczne wobec
linii komdrkowych: A-549 (ICso = 10,0 uM), Hela (ICso = 14,0 pM), Molt-3 (ICso = 15,0 uM), THP-1 (ICso
= 10,0 uM). Najbardziej aktywna izoksazolidyna cis-60b zostata takze wykorzystana jako modelowy
zwigzek w badaniu interkalacji z DNA grasicy cielecej (Rescifina i in., 2012a).

Prace nad modyfikacjg strukturalng aktywnych cytostatycznie zwigzkéw 58b-c, 59 oraz 60 (Ryc.
37-39) doprowadzity do otrzymania izoksazolidyny 61 (Ryc. 40) (Rescifina i in., 2012b).

trans-61 cis-61

Rycina 40. Struktura izoksazolidyny 61.

Przeprowadzone badania wykazaty jeszcze wyzsza, w poréwnaniu ze zwigzkami 58b-c oraz 59-60
(Ryc. 37-39), aktywnos¢ antyproliferacyjng izoksazolidyny cis-61 (ICso = 2,0 uM) w stosunku do linii
komdrkowej ludzkiego niedrobnokomdrkowego raka ptuc (A-549). Ponadto potwierdzono takzie jej
aktywnos¢ przeciwnowotworowa wzgledem trzech innych linii komérkowych: Hela, Molt-3 oraz THP-
1 (ICso = 4,0~7,0 uM). Dla izomeru trans-61 zaobserwowano natomiast stabsze dziatanie cytostatyczne
wobec badanych linii komdrek nowotworowych (1Cso = 9,0-15,0 uM). Badania zdolnosci interakcji dla
zwigzku 61 wykazaty wyzsze wtasciwosci interkalujgce pochodnej cis-61 w pordwnaniu z
izoksazolidynami 58b-c, 59 oraz 60 (Ryc. 37—39) (Rescifina i in., 2012b).

Trzeba takze wspomnieé, ze 3-(dietoksyfosforylo)izoksazolidyny 56d oraz 56f (Ryc. 34, str. 30),
poza aktywnoscig przeciwwirusowg, wykazywaty takze dziatanie interkalujgce. Badanie aktywnosci
przeciwnowotworowej in vitro wykonano na linii komdrkowej: raka szyjki macicy (Hela), ludzkiej
biataczki z limfocytow T (CEM) oraz biataczki mysiej (L1210). Najwyzszg aktywnos¢ antyproliferacyjng
w stosunku do komadrek nowotworowych linii L1210 wykazywat zwigzek 56d (ICso = 1,5+0,3 uM i
2,940,2 uM odpowiednio dla zwigzku trans-56d oraz cis-56d). Nieco stabsze dziatanie wobec komérek
tej linii wykazywata natomiast izoksazolidyna 56f (ICso = 1,740,4 uM i 4,4+0,1 uM odpowiednio dla
zwigzku trans-56f oraz cis-56f), dla ktérej oznaczono takze najwyzszg aktywnosé cytostatyczng w
stosunku do komarek linii Hela (ICso=1,1£0,9 uM i 3,0+0,3 uM odpowiednio dla zwigzku trans-56f oraz
cis-56f). Zwigzek 56d byt takze aktywny cytostatycznie wobec komorek linii Hela (ICso= 1,8+0,9 uM i
3,3+0,3 uM odpowiednio dla zwigzku trans-56d oraz cis-56d). Pochodne 56d oraz 56f wykazywaty
najstabszg aktywnos¢ antyproliferacyjng w stosunku do komérek linii CEM (Kokosza i in., 2015).

Niezwykle wazng grupa lekéw stosowanych w leczeniu choréb nowotworowych sg analogi nu-
kleozyddéw stosowane jako proleki. Aktywowane poprzez fosforylacje do odpowiednich trifosforanéw
blokujg podziaty komdrek i wbudowujg sie do nowo utworzonych kwaséw nukleinowych (Galmarini i
in., 2002) lub tez indukujg apoptoze, czyli programujg Smieré komorki (Zinzani i in., 1994).

Ponadto N-fenyloizoksazolidyny 62a-b, 63a-b oraz 64 (Ryc. 41) wykazywaty aktywnos$¢ cytosta-
tyczng w stosunku do wybranych linii komdérek nowotworowych (Singh i in., 2007).
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Rycina 41. Struktura izoksazolidyn 62-64.

Pochodne 63a oraz 63b hamowaty wzrost komdrek nowotworowych linii gruczolakoraka jelita
grubego (HT-29) 0 57% i 42% (odpowiednio dla zwigzku 63a i 63b), podczas gdy mitomycyna C oraz 5-
fluorouracyl (uzyte jako substancje wzorcowe) przy tym samym stezeniu powodowaty zahamowanie
wzrostu komérek linii HT-29 o odpowiednio 31% oraz 34%. Wykazano takze, iz izoksazolidyny 62a-b,
63a-b oraz 64 hamowaty wzrost komaérek linii raka piersi (MCF-7) (Gl = 26—29%) poréwnywalnie z 5-
fluorouracylem (Gl =31%). Dodatkowo pochodna 64 powodowata zahamowanie wzrostu komaérek linii
raka prostaty (DU145) (Gl = 59%), jednak stabiej w poréwnaniu z uzytymi lekami referencyjnymi:
mitomycyng C oraz paklitakselem (Gl = 85—-89%) (Singh i in., 2007).

Natomiast 3-aryloizoksazolidyny 65-66 (Ryc. 42), zawierajgce w pozycji C5 pierscienia izoksazo-
lidynowego tymine, takze wykazywaty dziatanie przeciwnowotworowe (Bortolini i in., 2010).
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Rycina 42. Struktura izoksazolidyn 65-66.

Najwyzszg aktywnos¢ antyproliferacyjng w komdrkach Jurkat usmiertelnionej linii ludzkiej
biataczki T-limfocytarnej zaobserwowano dla zwigzku 65 (ICso = 8,8+4,4 uM). Pochodna 66 wykazywata
stabszg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg w stosunku do badanej linii (ICso = 19,312,4 uM) w
poréwnaniu z izoksazolidyng 65 (Bortolini i in., 2010).

Opisano rowniez synteze oraz aktywnos¢ biologiczng fosfonianowych 5-naftyloizoksazolidyn 67a-
b oraz 68a-b (Ryc. 43) (Piotrowska i in., 2011a).

R
H3C\N/O R HSC\N/O: Q\R aR-= OO b.R =
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Rycina 43. Struktura izoksazolidyn 67-68.
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Badania in vitro wykazaty aktywnos$¢ cytostatyczng zwigzkéw 67a-b w stosunku do linii komor-
kowej raka szyjki macicy (Hela) (ICso = 0,05—0,07 mM i 0,08-0,1 mM odpowiednio dla zwigzku 67a oraz
67b) oraz linii komadrkowej ludzkiej przewlektej biataczki szpikowej (K562) (ICso = 0,09-0,2 mM i 0,03—
0,15 mM odpowiednio dla zwigzku 67a oraz 67b). Réwnie wysokie dziatanie antyproliferacyjne
zaobserwowano dla izoksazolidyn 69a-b bedacych produktami hydrolizy zwigzkéw 67a-b. Wyznaczone
dla zwigzkédw 68a-b wartosci 1Cso miescity sie w zakresie 0,08—0,1 mM dla linii komdrkowe] Hela,
natomiast dla linii komdérkowej K562 — w zakresie 0,1-0,3 mM. Badania dotyczace mechanizmu
dziatania zwigzkéw 67a-b oraz 68a-b nie wykazaty ich wigzania z DNA, a tym samym wykluczyty
zaktadany przez autoréw pracy mechanizm interkalacji (Piotrowska i in., 2011a).

Kontynuujac badania, przedstawiono serie tetrapodstawionych izoksazolidyn 69a-b oraz 70-72
(Ryc. 44), ktdérych aktywnos¢ zostata zbadana w stosunku do tych samych linii komérek nowotworo-

wych: Hela i K562 (Piotrowska i in., 2011b).
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Rycina 44. Struktura izoksazolidyn 69-72.

Zsyntezowane izoksazolidyny 69a-b oraz 70-72 byty aktywne cytostatycznie w stosunku do obu
badanych linii komdrkowych. Najwyzszg aktywnos¢ w stosunku do komorek nowotworowych linii K562
wykazywaty zwigzki 70 (ICso = 0,07 mM) oraz 72 (ICso = 0,08 mM ), nieco stabiej dziataty pochodne 69a
oraz 69b (ICsp = 0,09 mM). Najwyzszg aktywnos$¢ antyproliferacyjng wobec komérek linii Hela
wyznaczono natomiast dla izoksazolidyny 71 (ICsp = 0,08 mM) oraz 72 (ICso = 0,09 mM) (Piotrowska i
in., 2011b).

Ponadto 3-(hydroksymetylo)izokazolidyny 73a-f (Ryc. 45) zawierajgce w pozycji C5 pierscienia
izoksazolidyny fragment triazolu takze wykazywaty aktywnos¢ przeciwnowotworowg (Romeo i in.,
2013).
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Rycina 45. Struktura izoksazolidyn 73a-f.
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Badania przeprowadzone na dwdch liniach komdrkowych raka tarczycy: linii FTC-133 (linia ko-
morkowa pecherzykowego nowotworu tarczycy) oraz linii 8305C (linia komérkowa anaplastycznego
nowotworu tarczycy) wykazaty wyzszg aktywnosé otrzymanych pochodnych 73a-f w stosunku do linii
FTC-133 (ICso = 3,87—7,00 uM). Najlepsze dziatanie cytostatyczne w stosunku do linii komdrkowe;j
pecherzykowego nowotworu tarczycy, porownywalne z aktywnoscig wzorca — gemcytabiny (ICso = 3,36
KUM), wyznaczono dla izoksazolidyn: trans-73c (ICso = 3,87 uM) oraz trans-73e (ICso = 3,95 uM).
Izoksazolidyny trans-73c i trans-73e byty réwniez najbardziej aktywne w stosunku do linii anapla-
stycznego nowotworu tarczycy (ICso = 5,52 uM i 5,96 uM odpowiednio dla zwigzku trans-73c oraz trans-
73e). Dalsze badania dotyczagce mechanizmu dziatania wykazaty, iz otrzymane pochodne 73a-f
indukujg apoptoze poprzez kaspaze-3, a takze powodujg fragmentacje DNA gtéwnie w linii komor-
kowej pecherzykowego nowotworu tarczycy (Romeo iin., 2013).

Kontynuujac badania nad tg klasg pofaczen, opisano réwniez synteze i aktywnosé przeciw-
nowotworowg izoksazolidyn trans-74a-b (Ryc. 46) (Giofre i in., 2015).
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Rycina 46. Struktura izoksazolidyn 74a-b.

Otrzymane na drodze 1,3-dipolarnej cykloaddycji zwigzki trans-74a-b hamowaty wzrost komérek
ludzkiej linii neuroblastomy (SH-SY5Y) w 56% przy stezeniu 100 uM, a takie komérek raka jelita
grubego (HT-29) oraz ludzkiego nowotworu watroby (HepG2) w 50 % przy tej samej wartosci stezenia
(Giofreiin., 2015).

Opisano takze serie 3-fosforyloizoksazolidyn 75a-e (Ryc. 47) bedacych analogami aktywnych
cytostatycznie zwigzkéw 73a-f (Ryc. 45) (Piotrowska i in., 2012).
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Rycina 47. Struktura izoksazolidyn 75a-e.

Badania in vitro potwierdzity aktywnos¢ antyproliferacyjng pochodnych 75a-e wobec linii ko-
markowej ludzkich embrionalnych fibroblastéw ptuc (HEL). Najwiekszg zdolnosé¢ hamowania proli-
feracji komdrek nowotworowych wobec linii HEL zaobserwowano dla pochodnych trans-75a oraz
trans-75c¢ (ICso = 40,0 uM), a takze cis-75b-d (ICso = 41,0-43,0 uM). Pozostate izoksazolidyny wyka-
zywaty aktywnos¢ cytostatyczng w zakresie stezen 54,0-78,0 uM (Piotrowska i in., 2012).

Izoksazolidyny 76-78 (Ryc. 48), zaprojektowane jako analogi nukleotyddéw, zostaty réwniez
przebadane pod katem dziatania przeciwnowotworowego (tysakowska i in., 2014).
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Rycina 48. Struktura izoksazolidyn 76-78.

Pochodne 76-78 hamowaty wzrost komarek linii biataczki mysiej (ICso = 33,04£3,3-88,0+9,9 uM),
przy czym najwyzsze dziatanie antyproliferacyjne wykazywat zwigzek 77. I1zoksazolidyna trans-78 byta
ponadto aktywna cytostatycznie w stosunku do linii Hela (ICso = 96,0+11 uM), podczas gdy izomer cis
zwigzku 78 nie wykazywat dziatania przeciwnowotworowego (Lysakowska i in., 2014).

Kolejng serie zwigzkdéw zsyntezowanych jako analogi nukleotydéw stanowig pochodne 50a-f oraz
51a-h (Ryc. 49) (Piotrowska i in., 2016).
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Rycina 49. Struktura izoksazolidyn 50a-f oraz 51a-h.

Badania in vitro wykazaty aktywnos¢ antyproliferacyjng otrzymanych izokazolidyn 50a-g oraz 51a-
h w stosunku do linii komérkowej ludzkiej biataczki z limfocytow T (CEM). Pochodne 51e-g hamowaty
wzrost komérek linii CEM w zakresie stezen 9,6+2,2—10,0+0 uM, wykazujgc tym samym silniejsze
dziatanie antyproliferacyjne w poréwnaniu do wzorca — 5-fluorouracylu (ICso = 18,0+5,0 uM). W
przypadku izoksazolidyn 51a, 51c-d oraz 51h zaobserwowano nizszg aktywnos$¢ cytostatyczng (ICso =
13,0+1,0-17,0+12,0 uM) w odniesieniu do zwigzkéw 50e-f, jednak nadal wyzszg niz dla 5-fluorouracylu
(Grabkowska-Druzyc i in., 2018). Stabsze dziatanie przeciwnowotworowe w poréwnaniu ze wzorcem
w stosunku do badanej linii CEM wykazywaty natomiast izoksazolidyny 50a-f (ICso = 24,0+8,0-
30,0£12,0 uM) (Piotrowska i in., 2016).

Dla izoksazolidyn 52 (Ryc. 50) poza dziataniem przeciwwirusowym zaobserwowano takze ak-
tywnos$¢ cytostatyczng wobec trzech linii komorkowych: ludzkiej biataczki z limfocytéw T (CEM), bia-
taczki mysiej (L1210) oraz raka szyjki macicy (Hela) (Piotrowska i in., 2017a).
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Rycina 50. Struktura izoksazolidyn 52a-b oraz 52d-e.

Aktywnos¢ antyproliferacyjng, poréwnywalng lub wyzszg od 5-fluorouracylu (ICsp = 1845,0 uM)
wobec linii komérkowej CEM wykazywaty izoksazolidyny 52e (ICso = 10,0+6,0—15,0+4,0 uM), 52a (ICso
=13,0+1,0-17,0+3,0 uM) oraz 52d (ICsp = 17+2,0 uM). Dziatanie w stosunku do linii komdrkowej L1210
zaobserwowano dla pochodnych 52a-b oraz 52d-e (ICsp = 17,0+0—19,0+0 uM). lzoksazolidyny 52a-b
byty dodatkowo aktywne wobec linii komérkowej Hela (ICsp = 17,0+1,0-18+1 uM). Aktywnosé
izoksazolidyn 52 wobec linii komdrkowych: L1210 oraz Hela byta jednak nizsza od aktywnosci wzorca
(ICso =0,33+0,17 uM i 0,54+0,12 uM odpowiednio dla linii CEM i L1210) (Piotrowska i in., 2017a).

Opisano takze synteze oraz aktywnos$¢ antyproliferacyjng izoksazolidyn 79-82 (Ryc. 51) (Pio-
trowskaiin., 2019).
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Rycina 51. Struktura izoksazolidyn 79-82.

Zwigzki 79-82 posiadajgce przy weglu C3 wybrane modyfikowane nukleozasady, otrzymane
w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji akrylanu metylu z odpowiednim nitronem, wykazywaty aktyw-
nos¢ cytostatyczng in vitro wobec linii komdrkowej trzustki (Capan-1). Najlepsze dziatanie antypro-
liferacyjne zaobserwowano dla izoksazolidyn 79 i 81, dla ktdrych, wartosci ICso byty w zakresie 38,3—
38,5 UM. Izoksazolidyny 80 i 82 zawierajgce w pozycji C3 izoksazolidyny, odpowiednio 5-jodouracyl
oraz teofiline, wykazywaty dziatanie hamujgce wzrost komérek nowotworowych linii Capan-1 (ICso=
41,4-43,2 uM). Aktywnos¢ przeciwnowotworowa dla izoksazolidyn 79-82 byta jednak stabsza od
uzytych w badaniach lekow referencyjnych (Piotrowska i in., 2019).

Kolejng grupa zwigzkdw o dziataniu cytostatycznym sg 3-fenyloizoksazolidyny 83-84 oraz 85-86
(Ryc. 52) stanowig (Memeo i in., 2018; Marraffaiin., 2020).
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Rycina 52. Struktura izoksazolidyn 83-86.

W stosunku do linii komérkowej ludzkiej biataczki monoblastycznej (U-937) aktywnosé antypro-
liferacyjng wykazywaty pochodne 83-84 oraz 85-86, a dodatkowo zwigzki 85-86 byty aktywne w sto-
sunku do linii ludzkich komdrek T-limfoblastycznych (MOLT-3). Badania in vitro na linii komérkowej U-
937 wykazaty najwyzszg aktywnosc izoksazolidyny cis-83 (1Cso = 15,1+2,5 uM), a najnizszg dla izomeru
trans-83 (1Cso = 42,7+1,7 uM). Oba izomery zwigzku 84, zaréwno cis, jak i trans, hamowaty proliferacje
komérek linii U-937 przy tym samym stezeniu 20,1x1,1 uM (Marraffa i in., 2020). Lepsze dziatanie
zaobserwowano w przypadku pochodnych 85-86. Wykazano, ze izoksazolidyna 86, zawierajgca w
pozycji C5 N7-podstawiony uktad 6-chloropuryny, hamowata proliferacje komérek linii U937 oraz
MOLT-3 w zakresie stezen 4,7+0,1-5,1+0,5 uM, podczas gdy izoksazolidyna 86, posiadajgca w pozycji
C5 N9-podstawiony fragment 6-chloropuryny, byta aktywna cytostatycznie przy nieco wyzszym
stezeniu (ICso = 5,7£0,3-6,0+0,3 uM). Uzyskane wartosci stezenia hamujgcego dla zwigzkéw 85-86 byty
nizsze niz dla irynotekanu (ICso = 6,7+0,1-6,9+0,2 uM) uzytego jako wzorzec (Memeo i in., 2018).

Dla izoksazolidyn 87 i 88 (Ryc. 53) zsyntezowanych w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji octanu
winylu z odpowiednim nitronem zbadano aktywnos$¢ antyproliferacyjng w stosunku do trzech linii
komaorkowych: linii komérkowej ludzkiej neuroblastomy (SH-SY5Y), linii gruczolakoraka jelita grubego
(HT-29) oraz linii komérkowej ludzkiego nowotworu watroby (HepG2) (Romeo iin., 2014).
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Rycina 53. Struktura izoksazolidyn 87-88.

Wykazano dziatanie hamujgce wzrost komdrek wszystkich zbadanych linii (SH-SY5Y, HT-29,
HepG2) przez zwigzki 87 i 88. Najsilniejsze dziatanie antyproliferacyjne wzgledem linii komdrkowej HT-
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29 w tescie MTT zaobserwowano dla izoksazolidyny 88 — uzyskano najwyzsza proliferacje komorek po
uptywie 72 godzin przy stezeniu 100 uM (Romeo i in., 2014).

Bicyklo- oraz spiroizoksazolidyny to kolejna grupa zwigzkéw wykazujgcych dziatanie przeciwno-
wotworowe. Wspomniany alkaloid 5a (ang. pyrinodemine A) (Ryc. 2), wyizolowany z ggbki morskiej
Amphimedon, wykazywat wysokg aktywnos¢ antyproliferacyjng in vitro w stosunku do linii komor-
kowej biataczki mysiej (L1210) (ICso = 0,058 pg/ml) oraz linii komdrkowej raka ptaskonabtonkowego
(KB) (ICso = 0,5 pg/ml) (Tsuda i in., 1999).

Dla izoksazolidyn 89 oraz 90 (Ryc. 54) zbadano aktywnos¢ przeciwnowotworowg w stosunku do
trzech linii komérkowych: ludzkiego wielokomérkowego raka ptuc (H460), piersi (MCF-7) oraz
nowotworu centralnego uktadu nerwowego (SF-268) (Yongi in., 2007).

89 90

Rycina 54. Struktura izoksazolidyn 89-90.

Otrzymane pochodne byty aktywne wobec wszystkich trzech linii komdrek nowotworowych, przy
czym najwyzszg aktywnos$¢ zaobserwowano w stosunku do linii MCF-7. Spiroizoksazolidyna 90 (Glso =
2,6£0,1 uM) wykazywata silniejsze dziatanie cytostatyczne w stosunku do linii komdrkowej nowotworu
piersi (MCF-7) w poréwnaniu z bicykloizoksazolidyng 89 (Glso= 4,110,2 uM) (Yong i in., 2007).

Kolejnym przyktadem izoksazolidyn wykazujgcych dziatanie przeciwnowotworowe sg zwigzki 91a-
h (Ryc. 55) (Khaziriin., 2013).
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Rycina 55. Struktura izoksazolidyn 91a-h.

S0 Q00T

Badania prowadzone na linii komoérkowej nowotworu prostaty (PC-3) wykazaty lepsze dziatanie
antyproliferacyjne tych pochodnych (ICso = 0,01-1,4 uM dla (5)-91a-h oraz (R)-91a-h) w odniesieniu do
lekéw referencyjnych: 5-fluorouracylu (ICsp = 2,2 uM) oraz adriamycyny (ICso = 6,0 uM). Izoksazolidyny
(5)-91a-b, (R)-91a-c oraz (S)-91e byty bardziej aktywne takze w stosunku do linii komdrkowej ostrej
biataczki monocytarnej (THP-1) (1Cso = 0,1-0,8 uM) niz 5-fluorouracylu (ICso = 1,0 uM). Ponadto zwigzki
(5)-91a-d oraz (R)-91a-e hamowaty takze w wyzszym stopniu proliferacje komérek nowotworu piersi
w zakresie stezen 0,09-0,9 UM w pordwnaniu z adriamycyng (ICso = 0,5 uM) (Khazir i in., 2013).

Opisano réwniez synteze i badanie aktywnosci biologicznej bicyklicznych izoksazolidyn 92a-e (Ryc.
56) (Zhuiin., 2013).
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Rycina 56. Struktura izoksazolidyn 92a-e.

Najwyzsze dziatanie cytostatyczne w stosunku do linii komdrkowej chtoniaka (Raji) poréwnywalne
z dziataniem wzorca — cisplatyny (ICso = 17,32 uM) — posiadat zwigzek 92d (ICso = 19,72 uM). Natomiast
izoksazolidyny 92a-c oraz 92e wykazywaty zdolnosé hamowania proliferacji komérek Raji w wyzszym
zakresie stezen 21,85-27,64 umol/l, wykazujac tym samym dziatanie stabsze od uzytego leku
referencyjnego (Zhuiin., 2013).

Bicykliczng izoksazolidyne 93 (Ryc. 57), zawierajacg w pozycji C3 izoksazolidyny uktad pirenu,
zaprojektowano jako zwigzek o potencjalnym dziataniu interkalujgcym (Rescifina i in., 2011).
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Rycina 57. Struktura izoksazolidyny 93.
Zwigzek 93 wykazywat stabszg aktywnos¢ przeciwnowotworowg w stosunku do linii komarkowej

A-549, Molt-3, THP-1 oraz Hela w porédwnaniu z monocyklicznymi izoksazolidynami 59, 60b oraz 61
(Tabela 10, Ryc. 38—40) (Rescifina i in., 2011).

Tabela 10. Aktywnosé przeciwnowotworowa izoksazolidyny 59, 60b, 61, 93.

Numer 1Cso [uM]
zwigzku Hela Molt-3 A-549 THP-1
59 15 12-17 9-11 18-19
60b 5 6 4 6
61 4 5 2 7
93 135 95 83 102

Dla bicyklicznych izoksazolidyn 94a-b (Ryc. 58) zbadano aktywno$é przeciwnowotworowg
w stosunku do pieciu linii komérkowych: nowotworu okreznicy (COLO-05), nowotworu prostaty (PC-3),
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nowotworu jajnika (OVCAR-5), ludzkiego niedrobnokomadrkowego raka ptuc (A-549), neuroblastomy
(IMR-32) (Singh i in., 2013).
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Rycina 58. Struktura izoksazolidyn 94a-b.

Aktywnos$¢ cytostatyczng w stosunku do linii COLO-5, prawie 2-krotnie wyzszg od dziatania leku
referencyjnego — 5-fluorouracylu, wykazywata izoksazolidyna 94a (ICso = 12,6 uM). Zwigzek 94b ha-
mowat natomiast proliferacje komdrek linii IMR-32 w stezeniu 10,07 uM, wykazat jednak dziatanie
prawie 6-krotnie stabsze niz adriamycyna wykorzystana w badaniu jako wzorzec (Singh i in., 2013).

Bicykliczne izoksazolidyny 31a-c (Ryc. 14), poza dziataniem przeciwdrobnoustrojowym, wyka-
zywaty takze dziatanie antyproliferacyjne. Zbadano aktywnos¢ zwigzkéw 31a-c w stosunku do linii
komdrkowej raka szyjki macicy (Hela). Najwyzisze dziatanie cytostatyczne zaobserwowano dla po-
chodnej 31c (Glso = 46,2+1,2 uM) (Mosbah i in., 2019).

Spirobicykliczne izoksazolidyny 95a-b (Ryc. 59) bedgce analogami artemizyny to kolejna grupa
izoksazolidyn o dziataniu antyproliferacyjnym (Liu i in., 2015).

a.R = 6-OCH3
b. R = 6,7-di-OCH3

R 95a.b

Rycina 59. Struktura izoksazolidyn 95a-b.

Aktywnosc cytostatyczna zsyntezowanych na drodze 1,3-dipolarnej cykloaddycji pochodnych 95a-
b zostata zbadana w stosunku do trzech linii komérkowych: raka ptaskonabtonkowego (KB), raka
ptaskonabtonkowego opornego na wazopresyne (KB/VCR) oraz ludzkiego niedrobnokomadrkowego
raka ptuc (A-549). Otrzymane izoksazolidyny 95a-b hamowaty proliferacje wszystkich trzech badanych
linii komdrkowych w zakresie stezen 1,47-5,01 uM, wykazujgc aktywnos¢ od 4- do 14-krotnie wyzszej
od artemizyny. Najwyzisze dziatanie antyproliferacyje w stosunku do linii komodrkowej KB
zaobserwowano dla zwigzku 95a (ICsp = 1,47 uM). Natomiast najbardziej aktywng w stosunku do linii
KB oraz KB/VCR byta izoksazolidyna 95b, dla ktdrej wartosci ICso wynosity odpowiednio 2,53 uM oraz
2,35 uM (Liu i in., 2015).

Aktywatory transkrypcji (AFT) regulujg ekspresje gendw zaangazowanych zaréwno w prawidtowe,
jak i patologiczne procesy komodrkowe. Czasteczki, ktére mogy odtworzyé funkcje aktywatoréw
transkrypcji, majg ogromny potencjat, mogg by¢ wykorzystywane jako srodki terapeutyczne — w tym
jako leki o dziataniu cytostatycznym (Ma, 2011).
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Zaprojektowano izoksazolidyny 96-97 (Ryc. 60) jako potencjalne aktywatory tranksrypcji. Zwigzek
97 wykazywat wysokga zdalnos¢ aktywacji transkrypcji na poziomie naturalnego biatka AFT-4 (Minter i
in., 2004), natomiast izoksazolidyna 98 dziatata jako domena aktywacji transkrypcji (TAD) (Casey i in.,
2009).
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Rycina 60. Struktura izoksazolidyn 96-97.

7. Izoksazolidyny o aktywnosci przeciwutleniajace;j

Wolne rodniki tlenowe i reaktywne formy tlenu (RFT) wykazujg zdolnos$¢ reakcji z réznymi strukturami
komérkowymi, co prowadzi m.in. do konwersji biatek, peroksydacji lipidowej, a takze uszkodzenia
struktury kwasoéw nukleinowych. Nadmierna reaktywnos¢ aktywnych form tlenu oraz zaburzenia
rownowagi pomiedzy ich wytwarzaniem a neutralizacjg prowadzg do powstania stresu oksydacyjnego.
W licznych badaniach udowodniono, iz skutki dziatania wolnych rodnikéw mogg by¢ przyczyng wielu
chordb, m.in. schorzen uktadu krazenia i uktadu oddechowego, cukrzycy, choréb nowotworowych czy
chordb narzadu wzroku (Chakraborty i in., 2009). Z tego powodu poszukiwanie nowych zwigzkéw o
dziataniu antyoksydacyjnym jest przedmiotem zainteresowania wielu grup badawczych na swiecie.

W ostatniej dekadzie opublikowano wiele prac, w ktdrych przedstawiono struktury zwigzkéw, w
tym takze izoksazolidyn, wykazujgcych aktywnosé przeciwutleniajgcy. Dla pochodnych 46b-c (Ryc. 61)
okreslono potencjat przeciwutleniajgcy trzema réznymi metodami (Ghannay i in., 2017).

HsC CH;
-I\H H

b. R = 2,4-di-CH3-CgH3
¢. R = 4-Cl-CgH,

46b-c

Rycina 61. Struktura izoksazolidyn 46b-c.
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Izoksazolidyna 46b w tescie z uzyciem DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl) wykazywata naj-
wyzszg aktywnos$¢ przeciwutleniajgca. Wyznaczona dla zwigzku 46b wartos¢ parametru ICso na po-
ziomie 0,50+1,02 mg/ml $wiadczyta o aktywnosSci wyzszej od wzorcowego przeciwutleniacza — BHT
(butylohydroksytoluenu) (ICsp = 0,72+1,01 mg/ml). Zastosowano metode polegajgcg na oznaczeniu
potencjatu przeciwutleniajgcego w sprzezonym uktadzie B-karotenu z kwasem linolowym, co wykazato
wyzszg aktywnos¢ antyoksydacyjng izoksazolidyn 46c¢ (ICso = 0,71+1,1 mg/ml) oraz 44b (ICso = 0,43+1,5
mg/ml) w poréwnaniu ze wzorcem. Natomiast w tescie ABTS, ktory polega na ocenie zdolnosci
badanego zwigzku do neutralizacji kationorodnika generowanego z ABTS [2,2'-azobis(3-etylo-
benzotiazolino-6-sulfonianu)], wykazano najwyzsze dziatanie przeciwutleniajgce, jednak nizsze od
aktywnosci wzorcowego przeciwutleniacza — Troloxu (ICso = 0,30+0,08 mg/ml) — dla izoksazolidyny 44b
(ICso = 0,42+1,50 mg/ml) (Ghannay i in., 2017).

Kontynuujac badania w kierunku poszukiwania zwigzkéw o aktywnosci przeciwutleniajacej,
w grupie izoksazolidyn zsyntetyzowano pochodne 47d oraz 47f (Ryc. 62) i poddano je ocenie poten-
cjatu przeciwutleniajgcego z wykorzystaniem trzech metod (DPPH, ABTS, FRAP) (Ghannay i in., 2020).

d.R= 3-F-CGH4CH2

f.R:
Br

47d, 47f

Rycina 62. Struktura izoksazolidyn 47d, 47f.

Tylko w metodzie FRAP (ang. ferric reducing antioxidant power assay) wykorzystujgcej redukcje
zwigzku TPTZ (kompleks zelazowo-2,4,6-tripirydylo-S-triazyny) aktywnos¢ przeciwutleniajgca izok-
sazolidyny 47d (ECso = 0,69+0,25 mg/ml) oraz 47f (ECso = 0,95+0,06 mg/ml) byta wyzsza od standar-
dowo stosowanej witaminy C (ECso = 0,99+0,07 mg/ml) (Ghannay i in., 2020).

Dla izoksazolidyn 31a-c (Ryc. 14) wykazujacych dziatanie przeciwbakteryjne zbadano takze ak-
tywnos$¢ przeciwutleniajgcg z wykorzystaniem metody z kwasem tiobarbiturowym. Najwyisza
aktywnos¢ antyoksydacyjng wykazywata izoksazolidyna 31b (ECso = 0,55+0,09 mM), nieco stabiej
dziataty natomiast pochodne 31a oraz 31c (ECso = 0,81+0,11 mM i 1,40£0,14 mM odpowiednio dla
zwigzku 31ai 31c). Uzyskane wartosci parametru ECso dla badanych izoksazolidyn 31a-c byty nizsze niz
dla Troloxu uzytego jako wzorzec (ECso = 2,73+0,07 mM) (Mosbah i in., 2019).

8. l1zoksazolidyny o aktywnosci przeciwzapalnej

Zapalenie to uporzadkowany proces rozwijajacy sie w tkance pod wptywem urazu. Mechanizm dzia-
tania lekéw przeciwzapalnych wptywajacych na synteze eikozanoidéw obejmuje hamowanie fosfo-
lipazy A; (PLA;) poprzez indukowanie uwalniania aneksyn (biatek o dziataniu m.in. przeciwzapalnym)
za pomocg syntetycznych glikokortykosteroidow oraz hamowanie dziatania cyklooksygenazy (COX-1
oraz COX-2) przez niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) (da Silva-Souza i in., 2014).

Jako zwigzki o potencjalnym dziataniu przeciwzapalnym zsyntezowano 3-aryloizoksazolidyny 98a-
b (Ryc. 63) (Sadashiva i in., 2005b).
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Rycina 63. Struktura izoksazolidyn 98a-b.

Na podstawie badan in vitro i in vivo wykazano dziatanie inhibitujgce zwigzkéw 98a-b wobec
fosfolipazy A, wyizolowanej z jadu weza oraz ludzkiej zapalnej mazi stawowej. Izokazolidyny 98a-b
wykazywaty aktywnosé hamujgcg enzym PLA; (ICso okoto 55 uM). W badaniu in vivo zaobserwowano
rowniez poréwnywalne dziatanie redukujgce obrzek w tapie myszy oraz aktywno$¢ heomolityczng
zwigzkdéw 98a oraz 98b (Sadashiva i in., 2005b).

Integryna VLA-4 odgrywa wazng role w procesie adhezji migracji i proliferacji komérek zapalnych
W miejscu powstania zapalenia. Nieprawidtowy przebieg procesu komoérkowego powoduje
uszkodzenie tkanek, co prowadzi do powstania wielu choréb zapalnych i autoimmunologicznych,
takich jak astma, reumatoidalne zapalenie stawdw, stwardnienie rozsiane czy tez choroba Lesniow-
skiego—Crohna (Elices i in., 1990; Yang i Hagmann, 2003).

Izoksazolidyna 99 (Ryc. 64) to kolejny zwigzek o potencjalnym dziataniu przeciwzapalnym
(Setoguchiiin., 2013).

COOH

Rycina 64. Struktura izoksazolidyny 99.

Aktywno$¢ antagonistyczna wobec VLA-4 zostata potwierdzona w badaniach in vitro. Zwigzek 99
wykazywat dziatanie inhibitujgce intergryny VLA-4 przy stezeniu 2,20 nM. Wyznaczona dla zwigzku 99
wartos$¢ wspotczynnika dystrybucji (Log D) byta wieksza od 2, co $wiadczyto o dobrej dostepnosci
doustnej badanej izoksazolidyny (Setoguchi i in., 2013).

9. Izoksazolidyny dziatajace na uktad krwionosny

Receptory glikoproteinowe GP IIb/llla odgrywajg gtéwna role w agregacji ptytek krwi — przytaczajg
fibrynogen oraz czynnik von Willebranda jako swoiste mostki, co umozliwia tgczenie poszczegélnych
ptytek krwi. Ptytki ulegajgce agregacji uwalniajg nagromadzony difosforan adenozyny (ADP) oraz
tromboksan A2 (TXA2), ktére pobudzajg kolejne ptytki krwi, bedgce w fazie spoczynku, do agregaciji.
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Kluczowe jest wiec poszukiwanie nowych zwigzkéw bedgcych inhibitorami receptoréow glikopro-
teinowych ptytek krwi, tak aby hamowac agregacje aktywowanych trombocytéw (Lefkovits i in., 1995).

Opisano izoksazolidyny 100a-b (Ryc. 65) bedgce inhibitorami receptoréw glikoproteinowych GP
IIb/Illa (Confaloneiin., 1999).

R
NH
Me H R
\ O N
N ~">CO0OH
o)
- +
Cl HoN
NH,
a.R= 3-802
100a-b b.R = 2-S0O,

Rycina 65. Struktura izoksazolidyn 101a-b.

W badaniu in vitro najlepsze dziatanie hamujgce agregacje ptytek krwi przy uzyciu ludzkiego
osocza bogatoptytkowego wykazywata pochodna cis-100a (ICso = 0,028 uM). Aktywnos¢ ta byta ponad
50-krotnie wyzsza od dziatania izomeru trans zwigzku 100a (ICsp = 1,5 uM). W tym samym badaniu
izoksazolidyna cis-100b (ICso = 0,058 uM) wykazywata ponad 2-krotnie stabsze dziatanie inhibitujgce
agregacje ptytek krwi w poréwnaniu z pochodng cis-100a. Badanie in vivo izoksazolidyny 100a na
modelu psim ujawnito jej korzystny profil farmakokinetyczny. Podanie dozylne zwigzku 100a w dawce
0,025 mg/kg powodowato hamowanie agregaciji ptytek krwi na poziomie 50% po uptywie 12 godzin
(Confaloneiin., 1999).

Dla izoksazolidyny 101 (Ryc. 66) zostata zbadana réwniez aktywnos$¢ antykoagulacyjna. Badania
prowadzone in vivo na szczurach wykazaty, ze po podaniu per os zwigzku 101 w dawce 330 mg/kg po
uptywie od 12 do 48 godzin nastgpit spadek poziomu protrombiny o 25% (Rehse i Meder, 1986).

i/o O

N

N
O

Cl
101

Rycina 66. Struktura izoksazolidyny 101.

10. Izoksazolidyny o innym dziataniu biologicznym

Koncowe produkty zaawansowanej glikacji, tzw. AGEs (ang. advanced glycation endproducts), zostajg
utworzone na skutek zajscia nieenzymatycznej reakcji Maillarda, w ktérej to powstajg wysoko
usieciowane zwigzki ulegajace kumulacji w organizmie. Glikacja jest procesem zachodzgcym pomiedzy
grupga karbonylowg cukréw a grupami zasadowymi wystepujgcymi w biatkach, lipidach oraz kwasach
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nukleinowych. Glikacja ulega nasileniu w stanach zaburzen metabolicznych, w tym cukrzycy, dlatego
wysoki poziom koficowych produktéw zaawansowanej glikacji prowadzi do powstania m.in. angiopatii,
retinopatii, nefropatii czy tez kardiomiopatii. Ponadto wysoki poziom AGEs jest przyczyng powstania
miazdzycy czy niewydolnosci serca, podnosi ryzyko wystgpienia choroby neurodegeneracyjnej —
Alzheimera, a takze réznych typow nowotwordw (Singh iin., 2014).

Otrzymane na drodze 1,3-dipolarnej cykloaddycji piroloizoksazolidyny 102a-h (Ryc. 67) hamowaty
tworzenie koncowych produktow zaawansowanej glikacji (Kaur iin., 2013).

a.R'=H,R?*=ClI
b.R'=CHzR?=ClI
c.R"=0CH;, R?=Cl
d.R'"=COOH, R2=CI
e.R'=0H,RZ2=H
f.R'= OH, R2=CHj
g-R'=0OH, R? = OCHj4
h.R'=0OH, R = COOH

102a-h

Rycina 67. Struktura izoksazolidyn 102a-h.

Analiza wykonanych wynikéw badan wykazata wyziszg aktywnos$é izomerdw cis izoksazolidyn
102a-h w poréwnaniu z izomerami trans. Wszystkie zsyntezowane zwigzki 102a-h (ICso = 7,18+1,45—
33,05+2,11 uM) wykazywaty wyzsze dziatanie inhibitujgce tworzenie AGEs niz aminoguanidyna (ICso =
40,54+2,0 uM) uzyta jako zwigzek referencyjny. Najwyzszg aktywnos$¢ hamujgcg tworzenie AGEs,
ponad 6-krotnie wyzszg od aminoguanidyny, wykazywaty pochodne 102a-c (ICso = 7,18%1,45 uM,
7,40+1,30 uM, 8,63+1,61 uM, odpowiednio dla zwigzku 102b, 102a, 102c) (Kaur i in., 2013).

Weglowodany stanowig gtéwny sktadnik codziennej diety cztowieka, a takze odgrywajg kluczowa
role w dostarczaniu energii. Enzymem rozktadajgcym wigzanie a-1,4-glikozydowe w skrobi
i pokrewnych a-glukanach jest a-amylaza. Otrzymane w wyniku hydrolizy monosacharydy ulegajg
wchtanianiu ze Swiatta jelita, a nastepnie zostajg wprowadzone do krwioobiegu. Hamowanie a-amy-
lazy lub a-glukozydazy spowalnia trawienie weglowodanéw i prowadzi do obnizenia poziomu glukozy
we krwi, dlatego mozna je uznac za obiecujgcy sposdb leczenia cukrzycy (Sundarram i in., 2014).

Bicykliczne izoksazolidyny 31a-c (Ryc. 14), poza aktywnoscig przeciwbakteryjng i cytostatyczng,
wykazywaty takze dziatanie in vitro hamujgce aktywnos¢ swinskiej amylazy trzustkowej. Dla zwigzkow
31a-c oznaczono wysokg aktywnos¢ inhibitujgcg dziatanie a-amylazy w zakresie stezen 23,70-64,35
UM, podczas gdy dla akarbozy zastosowanej jako lek referencyjny wartos¢ 1Cso wynosita 282,12 uM
(Mosbahiin., 2019).

11. Podsumowanie

Aktualnie wiele zespotéw naukowych na catym swiecie prowadzi badania dotyczace syntezy zwigzkow
zawierajgcych w swej strukturze pierScien izoksazolidyny. Zainteresowanie tg grupa potaczen wynika
przede wszystkim z szerokiego spectrum aktywnosci biologicznej izoksazolidyn, szczegdlnie
przeciwbakteryjnego i przeciwgrzybiczego, ale takze przeciwnowotworowego i przeciwwirusowego.
Dodatkowo mozliwos¢ wielokierunkowego przeksztatcenia pochodnych izoksazolidyn m.in. w ami-
noalkohole, zwigzki 1,3-dikarbonylowe, nitrony czy tez laktamy czyni je waznymi blokami budulcowymi
wykorzystywanymi w syntezie organicznej.
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