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I§radimas yra susijes su naujais S-aril-4-(5-pakeistais 2,4-dihidroksifenil)-1,2,3-
tiadiazoly dariniais, kurie gali biti naudojami biomedicinoje kaip vaistiniy preparaty
veikliosios medZiagos, nes pasizymi gebéjimu slopinti Hsp90 Saperona, dalyvaujant] véZiniy
susirgimy progresavime. Taip pat iSradimas susijgs su naujais tarpiniais junginiais,
reikalingais tiksliniy 1,2,3-tiadiazoly sintezei.

Molekuliniai Saperonai yra baltymai, kurie atsako uZz tinkama suvyniojima, '
stabilizavima ir kity baltymy funkcionavima lasteléje. ISoriniai poveikiai, iskaitant kar$Cio
Soka, alkoholiy, sunkiyju metaly poveikj arba oksidacinj Sokg, pasireiSkia tokiy Saperony,
kurie Zinomi kaip kar$¢io Soko baltymai (Hsp), kaupimusi lasteléje. Kar§€io Soko baltymas
90 (Hsp90) sudaro 1-2 % bendro baltymy kiekio lasteléje ir parpaistai Iasteléje bina dimero'
pavidalu. Sis baltymas yra moiekulinis Saperonas, dalyvaujantis nuo ATF-priklausomame
suvyniojime, atsako uZ daugelio baltymy ,klienty“, susijusiy su onkogeniniais procesais,
stabiluma ir funkcionavima. Sie baltymai , klientai* apima ErbB2, c-Raf, Cdk4, mutantin
pS3, hTERT, Hifl-o bei estrogeno/androgeno receptorius. Hsp90 slopinimas sukelia
sinchroninj, kombinatorinj onkogeniniy ,.klienty* baltymy destabilizavima ir degradavima,
savo ruoZtu sukeliandius daug ilgiau trunkantj poveiki, apimant nekontroliuojamag
proliferacija, imortalizacija, invazija, metastazes ir angiogenez¢. Manoma, kad vézio lastelés
Jaibiau pasiduoda Hsp90 slopinimui, nei atitinkamos normalios Iasteles (P. Workman (2004),
Trends Mol Med., 10, 47 — 51). I§ kitos pusés, terapinis Hsp90 slopikliy selektyvumas
pasireiskia véZio lastelés stresinémis salygomis, tiek onkogeniniy mutacijy, tiek ir
nekontroliuojamo signaly perdavimo déka, o taip pat dél aplinkos poveikio, kaip yra
hipoksijos, acidozés ir maistiniy medZiagy trukumo atvejais. Be to, buvo praneta, kad
Hsp90, randamas piktybinése lastelése, egzistuoja daugiausiai superSaperono komplekso
pavidalu, kuris suriSa Hsp90 slopiklius daug efektyviau, nei nekompleksine forma, kuri
pagrindinai randama sveikose lastelése (B. W. Dymock et al, (2004), Expert Opin. Ther.
Patents, 14, 837 — 847). v

Hsp90 $aperono ATF-azinis aktyvumas gali biiti slopiniamas su tam tikru
selektyvumu gamtiniais antibiotikais, tokiais kaip geldanamicinas ir radisikolis (S. M. Roe
et al, (1999), J Med Chem 42, 260-266). Abu $§ie junginiai jungiasi prie N—galihio ATF
risan¢io Hsp90 domeno ir slopina vidinj ATF-azinj aktyvuma. Geldamicinas buvo athvus

7mogaus augliy ksenografo modeliuose, tadiau pasirodé esas per daug hepatotoksiskas, kad
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ji galima buty naudoti klinikiniuose tyrimuose. Ta¢iau geldanamicino modifikuoti dariniai -

17-alilamino-17-demetoksigeldanamicinas (17-AAG) ir 17-dimetilaminoetilamino-17-
demetoksigeldanamicinas (17-DMAG) neprarado Hsp90 slopinimo savybés ir pasizymeéjo
yenkliai maZesniu hepatotoksiSkumu, lyginant su geldamicinu (patentas No. US 4261989,
publ. 1981). 17-AAG yra pasiekes véZio gydymo klinikiniy tyrimy stadijg.

Radisikolis tai makrociklinis antibiotikas, iSskirtas 1§ Monosporium Bonorden.
Radisikolis stipriau slopina Hsp90 ATF-azinj aktyvuma, negu geldanamicinas ar 17-AAG
(T. W. Schulte et al, (1998) Cell Stress Chaperones 3, 100-108). Taciau radisikolio struktiira -
turi jai budingus apribojimus, tarp ju epoksidinis fragmentas, keto grupé ir polinkis i
Michaelio papildomas reakcijas. Del cheminio nestabilumo radisikolio prie$navikinis
aktyvumas in vivo yra nepakankamas. Buvo susintetinti radisikolio dariniai - oksimai
(Zinomi kaip KF25706 ir KF58333), kurie neprarado gebos slopinti Hsp90. Be to, KF25706
pasiZyméjo prie§véZiniu aktyvumu in vivo Zmogaus augliy ksenografiniuose modeliuose (S.
Soga et al (1999) Cancer Res,‘ 59, 2931 — 8; US 6239168; US 6316491; US 6635662).
Taciau kol kas ne vienas i$ radisikolio dariniy nepasieké klinikiniy tyrimy stadijos.

Taip pat yra duomeny, kad kumarinas, novobiocinas ir cisplatinas jungiasi prie
Hsp90 C-galinio domeno ir taip pat sloping baltymo ATF-azinj akt-yvumaC (G. A. Holdgate
(1997) Biochemistry 36, 9663-9673; R. J. Lewis (1996) Embo J 15, 1412-1420; M. G.
Marcu et al (2000) J. Biol. Chem., 275, 37181 — 37186; M. G. Marcu et al (2003) Curr.
Cancer Drug Targets, 3, 343). Taigi, abejy Hsp90 galiniy domeny blokavimas yra svarbus
Hsp90 Saperono funkcijai.

Patentinéje literatiiroje stebimas démesys jvairiems sintetiniams maZamolekuliniams
Hsp90 slopikliams. Pirmieji puriny klases inhibitoriai (PU3 ir PU24FCI) buvo sukurti
remiantis vaisty modeliavimo principais baltymo aktyvaus centro kristalinéje struktiroje.
(EP 1335920, G. Chiosis et al (2001) Chem. Biol. 8, 289 — 299). Buvo parodyta, kad Sie
junginiai buvo signaliniy molekuliy, jskaitant ERBB2, degradacijos priezastis, ir stabdé
kriities vézio lasteliy dauginimasi. Neseniai S. R. Kasibhatla su bendraautoriais paskelbé
apie naujus purino darinius, kuriuose yra amino-, tio-, sulfinil- bei sulfonilgrupes (WO
03037860; US 7241890; US 7138401). Kai kurie i§ §iy junginiy slopina Hsp90 Saperona
nanomoliniu lygiu. Mokslininky démesi dabar traukia ir kiti Hsp90 slopikliai
(W02006075095, EP1838322). ‘
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Kitos sintetiniy Hsp90 slopikliy klasés atstovai tai purino struktfiriniai analogai -
pirazolopirimidinai, pirolopirimidinai ir triazolopirimidinai. Sie junginiai buvo susintetinti ir
istirti S. R. Kasibhatla grupés (US 7148228; US 7138402, US 7129244, EP1869027).

[vairtis 3,4-diarilpirazoly dariniai, turintys rezorcinolio fragmenta, buvo sumodeliuoti
ir susintetinti Nacionaliniame véZio tyrimy institute auk$to naSumo skriningo btdu. Kai
kurie i§ Siy dariniy (Zinomi kaip CCT 018159, VER 49009) pasizyméjo labai stipriu Hsp90
slopinanc¢iu aktyvumu (K.M. J. Cheung et al (2005) Bioorg. Med. Chem. Lett., 15, 3338 —
3343, B. W. Dymock et al (2005) J Med Chem., 48, 4212 — 4215; US 7247734, EP
1456180). Eile 3-arilpirazol-4-piperazino dariniy (X. Barril (2006) Bioorg. Med. Chem.
Lett., 16,2543 — 2548), o taip pat ir 3-aril-4-ariloksipirazolai (patentas JP 2005225787) buvo
susintetinti ir pasirodé linke jungtis su Hsp90.

IS patentinés literatiiros taip pat Zinoma, kad pirazolo Ziedas 3,4-diarilpirazoluose gali
biti  pakeistas kitu 5-nariu Ziedu, pvz. izoksazolu (EP1611112) arba triazolu (WO
2005000300, W0O2007139952). —

Buvo susintetinta ir jvertinta nemazai maZamolekuliniy sintetiniy Hsp90 Saperono
slopikliy. Tarp jy pirazolai (US2007112192, EP1567151, US2007191445, EP1620090,
JP2006306755),  triazolai  (US2007155809,  W02007139956,  W02008021364,
W02006055760, W0O2007139968, W02007139967, W02007139952, US2006167070),
chinazolinai (EP1885701, W02006122631), izoindolai (W02008044034, EP1869042) ir
hidroksibenzamidai (W02006109075).

Nors ir daug buvo susintetinta Hsp90 inhibitoriy, tik keli 1§ jy pasiekeé klinikinius
tyrimus. Iki Siol i8lieka didelis poreikis naujy efektyviy Hsp90 slopikliy, pasizyminéiy viena
ar keliomis pageidaujamomis savybémis: didesniu aktyvumu, selektyvumu, tirpumu, mazu
toksiSkumu ir pasaliniu poveikiu, ekonomiskesne sinteze ir pan.

Taigi naujy Hsp90 Saperono slopikliy kiirimas vis dar lieka labai aktualia ir svarbia
uzduotimi.

Patentinéje ir nepatentinéje literatliroje nebuvo rasta duomeny apie iSradimo junginiy
5-aril-4-(5-pakeisty 2,4-dihidroksifenil)-1,2,3-tiadiazoly ir tarpiniy junginiy jiems gauti

sinteze.

Siame i3radime apraSomi nauji S-aril-4-(5-pakeisti 2,4-dihidroksifenil)-1,2,3-

tiadiazolai, kuriy bendroji struktiriné formulé (I)
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kur R yra H, Cl, Br, I, CHs, C,Hs, OCHj3;

R, ir Ry yra tie patys ar skirtingi pakaitai, pasirinkti i§ grupés, susidedandios i§ H,
CHs, CHs, C3H7, C4Hy, OCH3, OC,Hs, OC3H7, O(CH;),0, O(CH;);0.

ISradimo objektas yra taip pat 5—aril-4-(5;pakeisti 2,4-dihidroksifenil)-1,2,3-
tiadiazoly, kuriy bendr(.)ji formulé (I) netoksiskos, farmaciniu poZitriu priimtinos druskos.
Tai yra visos druskos, kurios nepraranda aktyvum'o lyginant su pagrindiniais junginiais ir
nejgauna Zalingy ir nepageidaujamy poveikiy. Tokios druskos gaunamos i junginiy, turindiy
bendrg struktiring formulg (I), sumaiSius juy tirpala su farmakologiSkai priimtinomis
netoksinémis organinémis ir neorganinémis ragstimis, .tokiomis kaip vandenilio chloridas,
butano dirligstis, citriny riigstis, vyno rugstis, fosforo riigstis, sieros ragstis ir kt.

Konkre¢iy iSradimo junginiy pavyzdziais yra junginai, pasirinkti i§ grupés,
apimandios:

4-[6-(4-chlor-1,3-dihidroksifenil)]-5-[4-(4-metoksifenil)]-1,2,3-tiadiazola;

4-[6-(4-chlor-1,3-dihidroksifenil)]-5-[4-(4-etoksifenil)]-1,2,3-tiadiazola;

4-[6-(4-chlor-1,3-dihidroksifenil)]-5-[4-(4-metilfenil)]-1,2,3-tiadiazola;
4-[6-(4-chlor-1,3-dihidroksifenil)]-5-[4-(3,4-dimetoksifenil)]-1,2,3-tiadiazola;
4-[6-(4-etil-1,3-dihidroksifenil)]-5-[4-(4-etoksifenil)]-1,2,3-tiadiazola,

pasizymintys Hsp90 slopinimu.
ISradimo objektu taip pat yra Zemiau apraSyti nauji tarpiniai junginiai, kurie gali biti

naudojami bendrosios formulés (I) tiadiazolams gauti.

Nauj1 1Sradimo junginiai yra gaunami pagal Zemiau atvaizduotg bendrg sintezés schema:
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R R
HO NH,NH, *H,0 HO
O R, C,HOH O R,
|
OH O O OH N
R NH R

2

O Q 1. SOCL,

HO = 2.NaHCO,aq

A

Pradiniy medZiagy (Junginiy 1) sintezé buvo atliekama kaip apraSyta B. W. Dymock, X.
Barril, P. A. Brough, J. E. Cansﬁeld, A. Massey, E. McDonald, R. E. Hubbard, A. Surgenor,
S. D. Roughley, P. Webb, P. Workman, L. Wright, M. J. Drysdale (2005) J. Med. Chem., 48,
4212 — 4215. Junginiai 1 veikiami hidrazinhidratu verdanéiame etanolyje, kad sudaryty
hidrazonus 2. Pastaryjy dariniy ciklizacija su sulfinilchloridu leidZia gauti S5-aril-4-(5-

pakeistyjy 2,4-dihidroksifenil)-1,2,3-tiadiazoly 3 aukstas iSeigas.

Gauty junginiy pagrindiniy savybiy iliustravimui $iame apra§yme pateikiamos:

Fig. 1, kurioje pavaizduoti iSradimo junginio bendrosios formulés (I) , biitent 4-(5-
chlor-2,4-dihidroksifenil)-5-(4-etoksifenil)-1,2,3-tiadiazolo (3b) jungimosi prie Hsp90 N-
galinio domeno tyrimo izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu biidingi rezultatai.
Pateikti neapdoroti izoterminio titravimo kalorimetrijos duomenys.

Fig. 2, kurioje pavaizduoti iSradimo junginio bendrosios formulés (I) , biitent 4-(5-
chlor-2,4-dihidroksifenil)-5-(4-etoksifenil)-1,2,3-tiadiazolo (3b) jungimosi prie Hsp90 N-
galinio domeno tyrimo izoterminio titravimo kalorimetrijos metodu biidingi rezultatai
integralinéje formoje.

Fig. 3, kurioje pavaizduota tipiné lasteliy islikimo kreivé bendrosios formulés (I)
Sradimo  junginiui  4-(5-etil-2,4-dihidroksifenil)-5-(4-etoksifenil)-1,2,3-tiadiazolui  (3e)
U20S lastelése. Sios kreivés buvo naudojamos junginiy koncentracijoms, kuriose lasteliy

augimas sumazéja 50% (Glsp), nustatyti.
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Zemiau pateikiami konkretls i§radimo junginiy ir jy gavimo pavyzdZiai, tarp jy ir
reikalingy iSradimo junginiams susintetinti tarpiniy junginiy, konkretis gavimo pavyzdziai.

Sie pavyzdZiai pateikti iSradimo esmés iliustravimui, neapribojant i$radimo apimties.

1 pavyzdys. Tarpinio junginio 1-(5-chlor-2,4-dihidroksifenil)-2-(4-
metoksifenil)etanono hidrazono (2a) gavimas.

I 1-(5-chlor-2,4-dihidroksifenil)-2-(4-metoksifenil)etanono 1a (0.5 g, 1.71 mmol)
tirpala 95% etanolyje (5 ml) supilamas hidrazino hidratas (0.166 ml, 3.42 mmol). Reakcijos
miSinys virinamas 7 valandas. Tirpiklis nugarinamas rotaciniu garintuvu, liekana plaunama
vandeniu, filtruojama ir kristalinama i§ 2-propanolio

[Seiga 76%, geltona kieta medZiaga, lyd.t. 143 — 145°C.

'H BMR (300 MHz, DMSO-dg) & m.d. 3.72 (3H, s, OCHs), 4.00 (2H, s, CH,), 6.40

- (1H, s, ArH), 6.71 (2H, pls. NH), 6.88 (2H, d, J = 8.7 Hz, ArH), 7.15 2H, d, J = 8.7 Hz,

ArH), 7.26 (1H, s, ArH), 9.92 (1H, pLs. OH), 13.56 (1H, s, OH).
'3C BMR (75 MHz, DMSO-dg) & m.d. 28.6, 54.9, 104.1, 109.2, 113.0, 114.0, 127.2,
128.0, 129.1, 149.3, 153.2, 157.7, 158.4.

2 pavyzdys. Tarpinio junginio 1-(5-chlor-2,4-dihidroksifenil)-2-(4-
etoksifenil)etanono hidrazono (2b) gavimas. |

Sintezé atliekama pagal metodika, pateikta 1 pavyzdyje, pradedant nuo 1-(5-chlor-
2,4-dihidroksifenil)-2-(4-etoksifenil)etanono 1b (0.52 g, 1.71 mmol).

[3eiga 97%, geltona kieta medzZiaga, lyd.t. 163 — 165°C.

'H BMR (300 MHz, DMSO-dg) & m.d. 1.28 (3H, t, ] = 6.6 Hz, CH3), 3.94 (2H, k,J =
6.6 Hz, OCHy), 3.94 (2H, s, CHy), 6.39 (1H, s, ArH), 6.70 (2H, pl.s. NH,), 6.84 2H, d, ] =
8.7 Hz, ArH), 7.11 (2H, d, J = 8.7 Hz, ArH), 7.24 (1H, s, ArH), 10.18 (1H, pl.s. OH), 13.55
(LEL sOHY.

3 pavyzdys. Tarpinio junginio 1-(5-chlor-2,4-dihidroksifenil)-2-(4-
metilfenil)etanono hidrazono (2¢) gavimas.

Sintezé atliekama pagal metodika, pateiktq 1 pavyzdyje, pradedant nuo 1-(5-chlor-
2,4-dihidroksifenil)-2-(4-metilfenil)etanono 1¢ (0.47 g, 1.71 mmol)

ISeiga 74%, geltona kieta medZiaga, lyd.t. 182 — 184°C.
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'"H BMR (300 MHz, DMSO-dg) 8 m.d. 3.33 3H, s, CHs), 3.79 (2H, s, CHy), 6.41
(1H, s, ArH), 6.75 (2H, pl.s. NH,), 7.08 — 7.17 (4H, m, ArH), 7.28 (1H, s, ArH), 9.99 (1H,
pls. OH), 13.50 (1H, s, OH).

4 pavyzdys. Tarpinio junginio 1-(5-chlor-2,4-dihidroksifenil)-2-(3,4-
dimetoksifenil)etanono hidrazono (2d) gavimas.

Sintezé atliekama pagal metodika, pateikta 1 pavyzdyje, pradedant nuo 1-(5-chlor-
2,4-dihidroksifenil)-2-(3,4-dimetoksifenil)etanono 1d (0.55 g, 1.71 mmol).

[eiga 83%, geltona kieta medZiaga, lyd.t. 152 — 154°C.

'"H BMR (300 MHz, DMSO-dg) 6 m.d. 3.71 (3H, s, OCH3), 3.73 (3H, s, OCHj3), 3.99
(2H, s, CH,), 6.40 (1H, s, ArH), 6.65 (2H, pl.s. NHy), 6.68 - 6.94 (3H, m, ArH), 7.28 (1H, s,
ArH), 10.02 (1H, pl.s. OH), 13.52 (1H, s, OH).

5 pavyzdys. Tarpinio juhginio 1-(5-etil-2,4-dihidroksifenil)-2-(4-etoksifenil)etanono
hidrazono (2e) gavimas.

Sintezé atliekama pagal metodika, pateikta 1 pavyzdyje, pradedant nuo 1-(5-etil-2,4-
dihidroksifenil)-2-(4-etoksifenil)etanono (1e) (0.51 g, 1.71 mmol).

I3eiga 60%, geltona kieta medZiaga, lyd.t. 63 — 64°C.

'H BMR (300 MHz, DMSO-d¢) 8 m.d. 1.17 (3H, t, J = 7 Hz, CH3), 1.39 3H, t,J =
7.5 Hz, CH3), 2.42 (2H, k, ] = 7 Hz, CHy), 3.72 (2H, k, ] = 7.5 Hz,0CH), 3.99 (2H, s, CHa),
6.32 (1H, s, ArH), 6.54 (2H, pl.s. NHy), 6.75 (2H, d, J = 8.7 Hz, ArH), 7.07 (2H, d, ] = 8.7
Hz, ArH), 7.21 (1H, s, ArH), 9.90 (1H, pl.s. OH), 13.50 (1H, s, OH).

6 pavyzdys. 4-(5-chlor-2,4-dihidroksifenil)-5-(4-metoksifenil)-1,2,3-tiadiazolo (3a)
gavimas.

[ sulfinilchlorida (I ml) atsargiai porcijomis sudedamas 1-(5-chlor-2,4-
dihidroksifenil)-2-(4-metoksifenil)etanono hidrazonas (2a) (0.1 g, 0.33 mmol). Reakeijos
midinys maiSomas kambario temperatiroje 2 valandas. Sulfinilchlorido perteklius
nudistiliuojamas rotaciniu garintuvu, liekana tirpinama chloroforme (10 ml). Gautas
organinis sluoksnis du kartus plaunamas so¢iu NaHCO;s tirpalu (10 ml), po to vandeniu (15
ml), atskiriamas, dZiovinamas Na,SO4, sukoncentruojamas rotaciniu garintuvu. Liekana
gryninama kolonélés chromatografijos pagalba. (D. S. Pederson, C. Rosenbohm, (2001)
Synthesis, 16, 2431 - 2434).

Iseiga 95%, ruda amorfiné medziaga, lyd.t. 87 —89°C.
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'H BMR (300 MHz, CDCl3) § m.d. 3.93 (3H, s, OCH3), 5.76 (1H, pls. OH), 6.81
(1H, s, ArH), 7.05 (2H, d, J = 8.7 Hz, ArH), 7.17 (1H, s, ArH), 7.39 (2H, d, J = 8.7 Hz,
ArH), 10.20 (1H, s, OH).

13C BMR (75 MHz, DMSO-dg) § m.d. 55.2, 103.9, 109.9, 110.3, 114.5, 120.1, 129.6,
131.4, 151.9, 153.4, 154.6, 155.2, 160.2

7 pavyzdys. 4-(5-chlor-2,4-dihidroksifenil)-5-(4-etoksifenil)-1,2,3-tiadiazolo (3b)
gavimas.

Sintezé atliekama pagal metodika, pateikta 6 pavyzdyje, pradedant nuo 1-(5-chlor-
2,4-dihidroksifenil)-2-(4-etoksifenil)etanono hidrazono 2b (0.11 g, 0.33 mmol).

I3eiga 80%, rusva amorfiné medZiaga, lyd.t. 132 — 134°C,

'H BMR (300 MHz, DMSO-dg) § m.d. 1.30 (3H, t, J = 6.9 Hz, CH3), 4.01 (2H, k, J =
6.9 Hz, OCHy,), 5.92 (1H, pl.s. OH), 6.71 (1H, s, ArH), 6.93 (2H, d, J = 9 Hz, ArH), 7.24
(1H, s, ArH), 7.29 (2H, d, J = 9 Hz, ArH), 10.23 (1H, s, OH).

>C BMR (75 MHz, DMSO-ds) 8 m.d. .15.2,53.9, 104.7, 110.7, 111.1, 115.6, 120.8,
130.4,132.2,152.8, 154.2, 155.4, 156.0, 160.3.

8 pavyzdys. 4-(5-chlor-2,4-dihidroksifenil)-5-(4-metilfenil)-1,2,3-tiadiazolo (3¢)
gavimas.

Sintezé atliekama pagal metodika, pateikta 6 pavyzdyje, pradedant nuo 1-(5-chlor-
2,4-dihidroksifenil)-2-(4-metilfenil)etanono hidrazono 2¢ (0.10 g, 0.33 mmol).

I3eiga 94%, ruda amorfiné medZiaga, lyd.t. 69 - 71°C.

'"H BMR (300 MHz, DMSO-dg) § m.d. 2.31 (3H, s, CHs), 5.57 (1H, pl.s. OH), 6.70
(1H, s, ArH), 7.20 - 7.27 (4H, m, ArH), 7.29 (1H, s, ArH), 10.22 (1H, s, OH).

>C BMR (75 MHz, DMSO-dg)  m.d. 21.5, 104.7, 110.7, 111.0, 126.0, 128.8, 130.3,
132.3,140.2, 152.9, 154.7, 155.4, 156.0.

9 pavyzdys. 4-(5-chlor-2,4-dihidroksifenil)-5-(3,4-dimetoksilfenil)-1,2,3-tiadiazolo
(3d) gavimas.

Sintezé atliekama pagal metodika, pateikta 6 pavyzdyje, pradedant nuo 1-(5-chlor-
2,4-dihidroksifenil)-2-(3,4-dimetoksifenil)etanono hidrazono 2d (0.11 g, 0.33 mmol).

ISeiga 96%, rusva amorfiné medZiaga, lyd.t. 117 — 119°C.
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'H BMR (300 MHz, DMSO-dg) § m.d. 3.60 (3H, s, OCHs), 3.77 (3H, s, OCHs), 5.78
(1H, pl.s. OH), 6.73 (11, s, ArH), 6.94 — 6.98 (3H, m, ArH), 7.26 (1H, s, ArH), 10.21 (1H, s,
OH).

3¢ BMR (75 MHz, DMSO-dg) § m.d. 55.2, 55.5, 103.9, 109.9, 110.5, 111.4, 111.9,
120.2, 121.6, 131.6, 148.5, 149.9, 152.2, 153.6, 154.7, 155.5. |

10 pavyzdys. 4-(5-etil-2,4-dihidroksifenil)-5-(4-etoksilfenil)-1,2,3-tiadiazolo (3e)
gavimas. ‘

Sintezé atliekama pagal metodika, pateikta 6 pavyzdyje, pradedant nuo 1-(5-etil-2,4-
dihidroksifenil)-2-(4-etoksifenil)etanono hidrazono 2e (0.10.g, 0.33 mmol).

ISeiga 65%, ruda amorfiné medZiaga, lyd.t. 65— 66°C.

'"H BMR (300 MHz, DMSO-de) § m.d. 1.08 (3H, t, ] = 6.6 Hz, CHs), 1.319 3H, t, J
=7 Hz, CH,), 2.44 (2H, k, J = 6.6 Hz, CH,), 4.03 (2H, k, J = 7.5 Hz,0OCH,), 5.87 (1H, pl.s.
OH), 6.47 (1H, s, ArH), 6.94 (2H, d, J = 7.5 Hz, AeH), 7.99 (1E, s, Ackly, 7.31°CH, d,J =
7.5 Hz, Aaly 1002 (IH; s,.0H).

Junginiai, kuriy bendra formulé¢ yra (I), aromatiniuose Zieduose turintys jvairius
pakaitus (R = Br, I, OCHs, R;, Ry = OC3H;, OCsH;, CHs, C3Hy;, CsHy, O(CH»),0,
O(CH,)3)O ir kt.) gali biiti susintetinti pagal metodika, analogiSka junginiu (3a-e) sintezés
metodikai, pradiniais junginiais naudojant 1-(5-pakeistus-2,4-dihidroksifenil)-2-(3,4-

dipakeistusfenil)etanonus.

11 pavyzdys. Hsp90 slopinimo ir jungimosi jvertinimas izoterminio titravimo
kalorimetrijos metodu.

[zoterminio titravimo kalorimetrijos metodu (Chaires, J. B. 2008. Annu. Rev.
Biophys. 37: 135-51) jvertintas Hsp90 N-galinio domeno jungimasis su iSradimo slopikliais.
Rezultaty iliustravimui Fig. 1 pateikti Hsp90 N-galinio domeno (50 mM Hepes buferis, 100
mM NaCl, pH 7.5, 37 °C) jungimosi su i§radimo junginiu (3b) tyrimo izoterminio titravimo
kalorimetrijos metodu biidingi rezultatai. Baltymo koncentracija kalorimetro kiuvetéjé buvo
6 uM. Ligando koncentracija Svirkste buvo 120 uM. Fig. 2 pateikti tie patys duomenis kaip
ir Fig 1. integralingje formoje. Jungimosi konstanta 1.3x10® M nustatyta esant
stechiometrijai 0.97. Tai yra disociacijos konstantos, lygios 7.5 nM, ekvivalentas. Tokiy
stipriy jungimosi konstanty nustatymas yra ties prietaisy galimybiy riba. Taigi, jos gali biti

kiek nepakankamai jvertintos. Labai stacios izoterminio titravimo kreivés rodo labai auksSta
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junginio jungimasi ir tai, kad iSradimo junginiai galéty biti labai geri galimi kandidatai
Hsp90 aktyvumui in vitro slopinti.

[vairiy junginiy jungimosi prie abiejy baltymo struktiriniy fragmenty (N-terminalinio
domeno Hsp90N ir viso ilgio baltymo Hsp90F) konstantos buvo nustatomos 37 °C
temperatiiroje ir yra pateiktos Zemiau.

Junginiy, besijungian¢iy prie Hsp90 N-galinio domeno (Hsp90N), disociacijos konstantos
(K4), nustatytos titravimo kalorimetrijos metodu, yra tokios: junginiui 3a - 0.016 + 0.004
uM, junginiui 3b - 0.035 + 0.008 uM, junginiui 3¢ - 0.017 + 0.006 1M, junginiui 3d - 0.034
+0.003 pM, ir junginiui 3e - 0.029 £+ 0.002 uM. Analogiskai, junginiy besijungiandiy prie
Hsp90 viso ilgio baltymo (Hsp90F) disociacijos konstantos yra tokios: junginiui 3a - 0.039 +
0.018 uM, junginiui 3b - 0.014 £ 0.001 pM, junginiui 3¢ - 0.011 £ 0.007 uM, junginiui 3d -
0.057 £ 0.002 pM, ir junginiui 3e - 0.031 £ 0.005 uM. -

12 pavyzdys. Augimo slopinimo konstanty (Glsp) nustatymas.
ISradimo junginiy augimo slopinimo konstantos buvo nustatomos naudojant dvi véZiniy
lasteliy linijas: U20S (osteosarkoma) ir HeLa (cervikaliné karcinoma). Lastelés buvo
iSlatkomos DMEM (HeLa) ir 50-50% DMEM ir F-12 terpés misinyje (U20S) papildant
10% jaucio embrioniniu serumu. Tiriamy junginiy tirpalai (20mM) buvo ruofiami 100%
dimetilsulfokside (DMSO). Lastelés auginamos lékstelése (24 Sulinéliy), buvo veikiamos
Lvairiy tiriamy junginiy koncentracijy tirpalais (50mM - 0.05mM) 0.25% DMSO-de. Po trijy
dieny, lasteliy gyvybingumas buvo nustatomas su XTT (2,3-bis[2-metoksi-4-nitro-5-
sulfofenil]-2H-tetrazolio-5-karboksianilido natrio druska) ir PMS (fenazino metosulfato)
reagentais (Scudiero et al. 1988. Cancer Res. 48, 4827-4833). XTT (Img/ml) ir PMS (1.53
mg/ml) tirpalai buvo ruo$iami Hank‘o buferio fiziologiniame tirpale (HBS). Kultiry terpé
kiekvienoje leksteléje buvo kei¢iama 100 pl OptiMEM terpe (Life technologies), i kurios
sudet] jeina 35 pg/ml XTT ir 0.27 pg/ml PMS. Lastelés buvo graZintos i inkubatoriy 15-20
min.  Gyvybingy lgsteliy  kiekis  kiekviename  3Sulinélyje buvo nustatomas
spektrofotometriSkai matuojant XTT formazano absorbcija prie 470 nm. Kiekvienas
eksperimentas buvo dubliuojamas. [vairiy junginiy augimo slopihimo konstantos U20S
(osteosarkoma) lasteliy atZvilgiu buvo tokios: junginiui 3a - 8.4 + 1.2 uM, junginiui 3b -
15.1 £ 3.4 uM, junginiui 3¢ - 7.1 £ 0.1 uM, junginiui 3d - 11.5 + 0.1 uM, junginiui 3e - 0.65
+ 0.08 uM. AnalogiSkai, Glso konstantos HeLa (cervikaliné karcinoma) lasteliy atZvilgiu
buvo: junginiui 3a - 2.5 £ 0.1 pM, junginiui 3b - 4.2 + 0.4 uM, junginiui 3¢ - 3.3 + 0.1 uM,
junginiui 3d - 3.6 £ 0.3 uM, junginiui 3e - 0.70 + 0.04 uM. Toks didelis junginiy
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efektyvumas slopinant véZiniy lasteliy augimg ir gyvybingumg rodo, kad idradimo junginiai

AukS¢iau paraSyti junginiai efektyviai jungiasi prie Hsp90 ir veiksmingai slopina veZiniy
lasteliy augima. Naujy junginiy efektyvumas yra to paties lygio ir aukktesnis, nei kity
patentuoty junginiy. Taliau sililomy junginiy sintezé yra Zymiai paprastesné ir

ekonomiSkesné negu panasaus slopinimo lygio patentuoty junginiy.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. 5-aril-4-(5-pakeistieji 2,4-dihidroksifenil)-1,2,3-tiadiazolai, kuriy bendroji formulé (I)
HO R R1 }{2
HO o
N. S
N
@
kur R yra H, Cl, Br, I, CH;, C;Hs, OCHs;
R, ir Ry yra tie patys ar skirtingi pakaitai, pasirinkti 1§ grupés, susidedancios i§ H,

CH;, C,Hs, CsHy, C4Hy, OCHs, OC,Hs, OC3H7, O(CH2),0, O(CH»)30,

ir jy farmaciniu poZitiriu priimtinos druskos

2. Junginiai pagal 1 punkta, pasirinkti i§ grupés, apimancios:
4-[6-(4-chlor-1,3-dihidroksifenil)]-5-[4-(4-metoksifenil)]-1,2,3-tiadiazola;
4-[6-(4-chlor-1,3-dihidroksifenil)]-5-[4-(4-etoksifenil)]-1 ,2,3-tiadiazola;
4-[6-(4-chlor-1,3-dihidroksifenil)]-5-[4-(4-metilfenil)]-1,2,3-tiadiazola;
4-[6-(4-chlor-1,3-dihidroksifenil)]-5-[4-(3,4-dimetoksifenil)]-1,2,3-tiadiazola;
4-[6-(4-etil-1,3-dihidroksifenil)]-5-[4-(4-etoksifenil)]-1,2,3-tiadiazola,

pasizymintys Hsp90 slopinimu.

3. 5-chlor-2,4-dihidroksifenil-4-metoksibenzilketono hidrazonas - tarpinis junginys,

naudingas tiadiazolams bendrosios formulés (I) gauti.

4. 5-chlor-2,4-dihidroksifenil-4-etoksibenzilketono hidrazonas - tarpinis junginys, naudingas

tiadiazolams bendrosios formulés (I) gauti.

5. 5-chlor-2,4-dihidroksifenil-4-metilbenzilketono hidrazonas - tarpinis junginys, naudingas

tiadiazolams bendrosios formulés (I) gauti.

6. 5-chlor-2,4-dihidroksifenil-3,4-dimetoksibenzilketono hidrazonas - tarpinis junginys,

naudingas tiadiazolams bendrosios formules (I) gauti.
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7. 5-chlor-2,4-dihidroksifenil-4-etoksibenzilketono hidrazonas tarpinis junginys, naudingas

tiadiazolams bendrosios formulés (I) gauti..

8. Kompozicija, skirta bikléms, kuriose reikalingas Hsp90 3Saperono slopinimas,
kontroliuoti, besiskirianti tuo, kad turl tiadiazolo pagal viena i§ 1-2 punkty

veiksmingg kiekj.
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