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Modyfikacje strukturalne zwiazkow
selenoorganicznych a ich aktywnosc¢
przeciwwirusowa

Od kilku lat zaobserwowano wyrazne zainteresowanie badaniami dotyczacymi
projektowania nowych lekéw przeciwwirusowych, przede wszystkim z powodu epidemii
AIDS, ptasiej grypy oraz nasilajacych sie nowych infekcji wirusowych. Aktualnie ilos¢
dostepnych preparatow przeciwwirusowych stosowanych w terapii ma ograniczone
mozliwosci o waskim zakresie dzialania oraz dyskusyjna, niepewna skutecznosc¢ [1].
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Zwiazki selenoorganiczne zostaty po raz pierwszy otrzymane w 1847 roku. Jednak dopiero na
poczatku lat 70 XX wieku znalazty one zastosowanie w syntezie organicznej. Na podstawie
dotychczasowych badan stwierdzono, ze zwiazki selenoorganiczne odznaczaja sie licznymi
interesujacymi wtasciwosciami biologicznymi. Wykazano, ze niektore benzizoselenazol-3(2H)-ony,
a takze diselenidy sa aktywnymi immunostymulantami, antyoksydantami, mimetykami peroksydazy
glutationowej a takze srodkami o dziataniu przeciwwirusowym, przeciwbakteryjnym,
przeciwgrzybiczym oraz przeciwzapalnym. Odkrycie to pozwolito nada¢ nowy kierunek badaniom
nad zwigzkami selenu projektowanymi jako leki, inhibitory enzymoéw, mimetyki oraz
immunomodyfikatory [1].

Przez lata jedynymi zwigzkami selenoorganicznymi testowanymi jako srodki przeciwwirusowe byty
analogi nukleozyddw, ktérych rola polegata na blokowaniu procesu replikacji czy tez transkrypcji
materiatu genetycznego wirusow [1]. Badania w ostatnich latach wykazaly, ze syntetyczne zwiazki
selenoorganiczne pochodne benzizoselenazol-3(2H)-ondw i diselenidéw, ktore posiadaja struktury
odmienne od testowanych do tej pory, takze moga hamowac efekt cytopatyczny wirusow. Zwiazki te
maja mozliwos¢ sta¢ sie srodkami przeciwwirusowymi nowej generacji. Wymaga to jednak
prowadzenia skrupulatnych i regularnych badan, ktére doprowadza do okreslenia relacji
struktura-aktywnos¢. Pozwoli to na otrzymanie wtasciwych zwiazkow selenoorganicznych oraz
zaprojektowanie ich mechanizmu dziatania na poziomie molekularnym [2].

Aktywnos¢ biologiczna zwiazkow selenoorganicznych

Selen jest niezbednym sktadnikiem organizmu ludzkiego. Wystepuje on we wszystkich jego
komorkach w potaczeniu z aminokwasami, cysteina (selenocysteina) i metionina (selenometionina)
oraz w zwigzkach z biatkami. Selen wchodzi w sktad okoto 20 enzyméw. Jednym z najwazniejszych
enzymow zawierajacych selen jest peroksydaza glutationowa, ktora bierze udziat w metabolizmie
nadtlenku wodoru i chroni przed utlenianiem lipidéw. Jako przeciwutleniacz selen uczestniczy
w procesach metabolicznych na poziomie komoérkowym, chroniac btony komérkowe przed wolnymi
rodnikami, dzieki czemu zmniejsza ryzyko wystapienia nowotworéw, choréb serca i naczyn
krwionosnych. Jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania uktadu immunologicznego oraz
przekazywania impulséw nerwowych w osrodkowym uktadzie nerwowym. Ponadto wykazuje on
dziatanie przeciwwirusowe, przeciwbakteryjne, przeciwgrzybicze oraz przeciwzapalne. Niedobér
selenu powoduje zmniejszenie aktywnosci peroksydazy glutationowej selenozaleznej. Sprzyja takze
chorobie miesnia sercowego, uktadu krazenia, kostnego, nowotworom, infekcjom i przeziebieniom.
Zarowno niedobdr jak i nadmiar selenu jest szkodliwy dla organizmu [3].

Przez dlugi czas selen i jego potaczenia byly uwazane za silna trucizne. Dopiero odkrycie w 1973
roku, ze dwa bakteryjne enzymy zawieraja selen spowodowato wzmozenie badan nad zastosowaniem
tego pierwiastka. Poczyniono wiele badan w kierunku syntezy zwiazkow selenu i uzyciem ich jako
antyutleniaczy, induktoréow cytokin, czynnikéw antyinfekcyjnych, inhibitoréw enzymoéw czy
immunomodulatoréow. Do zwiazkéw selenoorganicznych posiadajacych aktywnosé biologiczna mozna
zaliczy¢ [4]:

- pochodne benzizoselenazol-3(2H)-onéw, o ogélnym wzorze:
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- diselenidy diarylowe i dialkilowe:
R'SeSeR?, gdzie R', R* - alkil, aryl
- selenidy dialkilowe i diarylowe:
R'SeR?, gdzie R!, R? - alkil, aryl

W ostatnich latach przeprowadzono liczne badania w celu okreslenia zaleznosci pomiedzy struktura
zwiazkoéw selenoorganicznych, gtéwnie benzizoselenazol-3(2H)-onéw, a ich aktywnoscia
przeciwwirusowa. Przedstawiono projekt grupy zwiazkow, ktore zawieraty liczne modyfikacje
strukturalne w pierscieniu benzenowym wyjsciowego benzizoselenazol-3(2H)-onu. Ukierunkowane
modyfikacje strukturalne gtéwnego zwiazku z grupy benzizoselenazol-3(2H)-onéw -
2-fenylobenzizoselenazol-3(2H)-onu (ebselenu) ogarnety pierscien izoselenazol-3(2H)-onu, zwarty
z nim pierscien benzenowy, a takze podstawniki na atomie azotu (Rys. 1). Uzyskane pochodne
ebselenu daty powod do dyskusji dotyczacej zaleznosci miedzy struktura zwiazku a jego aktywnoscia
przeciwwirusowa [5].

alkil, aryl, heteroaryl

acyl, alkiloester
karbamoil

hydroksyalkil,
karboksyalkil,
aminoalkil

Rys.1. Modyfikacje struktury wiodacej ebselenu.

Metoda syntezy benzizoselenazol-3(2H)-on6éw (5) i ich analogéw polega na przeprowadzeniu kwaséw
podstawionych w pozycji orto grupa aminowa (1) badZz atomem chloru (2) we wtasciwe chlorki
2-(chloroseleno)benzoilu (4), a nastepnie na tandemowej reakcji selenenylowania-acylowania
z pierwszorzedowymi aminami. Tak uzyskane benzizoselenazol-3(2H)-ony (5) przy uzyciu wodzianu
hydrazyny moga by¢ zredukowane do diselenidow (6) (Rys.2). Benzizoselenazol-3(2H)-on (R* = H)
reagujac z izocjanianami, zapewnia wlasciwe pochodne karbamoilowe, natomiast jego sél potasowa
w reakcji z halogenopochodnymi rézne N-podstawione benzizoselenazol-3(2H)-ony [5].



Ogdélna metoda syntezy benzizoselenazol-3(2H)-onéw podstawionych w pierscieniu
homoaromatycznym jest przeprowadzenie podstawionych pochodnych kwasu 2 chlorobenzoesowego
lub antranilowego we wtasciwe chlorki 2-(chloroseleno)benzoilu, a nastepnie na ich reakcji
tandemowego selenenylowania-acylowania z aminami pierwszorzedowymi. Dla syntezy
5-aminoacylobenzizoselenazol-3(2H)-onéw przygotowano oddzielny sposob syntezy, ktéry obejmuje
selektywna redukcje grupy nitrowej [5].

al

& COOH

N NH, ; 0

: R il R Rl
COOH cocl CONRZ

o . III,.H_ RI 2

3 COOH /7 e, secl Se Se

1 il ] X
& 'y :J :‘

Rys. 2. Synteza benzizoselenazol-3(2H)-onéw (5) oraz diselenidéw (6).

Zwiazki selenoorganiczne moga by¢ badane za pomoca rezonansu selenowego ’Se-NMR (spin
jadrowy Y%, rozpowszechnienie izotopu 8%). W metodzie tej wartosci przesuniecia chemicznego sa
zalezne od stosowanego rozpuszczalnika. Jako wzorzec zewnetrzny stosowany jest zazwyczaj roztwor
selenidu dimetylowego w CDCl, o umownej wartosci przesuniecia chemicznego 6,,;, = 0 ppm oraz
roztwor (PhSe), w CDCl,, ktérego 6,,;, = 463 ppm. Zaletami techniki ’Se NMR sa diagnostyczne
stale sprzezenia z jadrami 'H, 3C i *'P oraz szeroki zakres wartosci przesunie¢ chemicznych
wynoszacy ok. 3300 ppm, dzieki czemu istnieje mate prawdopodobienstwo naktadania sie sygnatow.
Technika ”’Se NMR pozwala na badania konformacyjne zwiazkow selenoorganicznych w znacznie
wyzszych temperaturach (wyzsze temperatury koalescencji) niz spektroskopia 'H i *C NMR. Ponadto
czutos¢ techniki 77Se NMR jest poréwnywalna z czutoscig techniki '*C NMR i nie wymagane jest
wzbogacenie izotopowe probki [6].

Wykazano aktywno$¢ przeciwwirusowa zwiazkow selenoorganicznych wzgledem trzech wiruséw
nalezacych do roznych grup systematycznych. Naleza do nich: HSV-1 - wirus opryszczki typu 1
(posiadajacy ostonke wirus DNA z rodziny Herpesuiridae), EMCV - wirus zapalenia mézgu i mie$nia
sercowego (nieposiadajacy ostonki wirus RNA z rodziny Picornaviridae) oraz VSV - wirus
pecherzykowatego zapalenia jamy ustnej (posiadajacy ostonke wirus RNA z rodziny Rhabdouiridae).
Miara aktywnosci przeciwwirusowej jest minimalne stezenie hamujace rozwdj wirusa (MIC). Jest ono
zdefiniowane jako najmniejsze stezenie zwiazku, ktéore powoduje spadek miana wirusa o 100 (dla
HSV-1) badz 1000 (dla EMCV i VSV) w stosunku do préby kontrolnej [5].

Modyfikacje strukturalne benzizoselenazol-3(2H)-onow a ich aktywnos¢ przeciwwirusowa

- Modyfikacje w pierscieniu izoselenazol-3(2H)-onu



W celu udowodnienia aktywnosci przeciwwirusowej selenu zsyntezowano wtasciwe
benzizoselenazol-3(2H)-ony i ich izostrukturalne analogi, gdzie atom selenu zostat zastapiony siarka,
ugrupowaniem metylenowym lub karbonylowym. Czesto pewne wlasciwosci zwiazkéw organicznych
selenu sa zblizone do siarkowych analogdéw [5].

Stwierdzono wysoka aktywnos¢ przeciwwirusowa zwigzkow selenoorganicznych wobec wirusow
EMCV (MIC 4-10 pg/ml) i HSV-1 (MIC 2-8 pg/ml) oraz zupelna nieaktywnos¢ w stosunku do VSV
(MIC > 1000 pg/ml). Natomiast siarkowe analogi benzizoselenazol-3(2H)-onoéw byly nieaktywne
wobec VSV i EMCV (MIC > 1000 pg/ml). Wobec HSV-1 ich aktywnos¢ byta duzo stabsza niz
wtasciwych analogéow selenowych (MIC 80-1000 pg/ml). Do zupeinej utraty aktywnosci
przeciwwirusowej doprowadzita zamiana atomu selenu na grupe karbonylowa lub metylenowa.
Uzyskane wyniki potwierdzajq jak wazna jest rola selenu na oddziatlywanie przeciwwirusowe [5].

Tabela 1. Aktywno$¢ przeciwwirusowa benzizoselenazol-3(2H)-onéw oraz ich izostrukturalnych
analogow
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% =CHz =1000 1000 >1000

Na podstawie uzyskanych wynikow przeprowadzono badania polegajace na zaangazowaniu selenu
w oddzialywania biologiczne z innymi potaczeniami, takimi jak funkcja selenidowa czy tez
diselenidowa. W wyniku tego otworzono pierscien izoselenazol-3(2H)-onu, gdzie otrzymano szereg
otwartopierscieniowych pochodnych benzizoselenazol-3(2H)-onéw i diselenidow, zsyntezowano
rowniez kilka pochodnych selenidowych. Wykazano, ze cykliczne benzizoselenazol-3(2H)-ony
i otwartopierscieniowe diselenidy posiadaja wysoka aktywnos$¢ wobec wiruséw EMCV i HSV-1 (MIC
2—40 png/ml), natomiast selenidy byty zupetnie nieaktywne (MIC > 1000 png/ml). Wyniki te pozwalaja
wysnuc¢ hipoteze, ze aktywnos$¢ przeciwwirusowa wiaze sie gtéwnie z mozliwoscia dostepnosci atomu
selenu w reakcjach z grupami tiolowymi biologicznych receptoréw oraz zdolnosci tworzenia wigzania
Se-S [5].

- Modyfikacje na atomie azotu

Uzyskanie benzizoselenazol-3(2H)-onéw posiadajacych swoiscie dobrane N-podstawniki miato za
zadanie stwierdzenie wplywu roznych grup funkcyjnych na poziom aktywnosci przeciwwirusowe;j.
Dlatego wprowadzono na atom azotu grupy: alkilowe, acylowe, arylowe, heteroarylowe,
karbamoilowe, alkiloestrowe, a takze hydroksy,- karboksy- i amino alkilowe [5].
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Tabela 2. Aktywnos¢ przeciwwirusowa N- podstawionych benzizoselenazol-3(2H)-onéw.

W przypadku alkilowych jak i arylowych analogéw pochodnych benzizoselenazol-3(2H)-ondw,
aktywnos$¢ przeciwwirusowa dotyczyta tylko wiruséw HSV-1 oraz EMCV poniewaz zwiazki te
posiadaty wysoka aktywnos¢ anty-HSV-1 i anty-EMCV (MIC 2-10 pg/ml). Wyjatek stanowity pochodne:
adamantylowa oraz trotylowa, ktérych aktywnosé byla znacznie nizsza (MIC > 100 pg/ml).
Przypuszczalnie jest to zwiazane z przeszkoda sferyczna utworzona przez w miare duze podstawniki.
Nieaktywne pozostaly takze prawie wszystkie pochodne pirydynowe. Pokazna aktywnos$¢ wobec
wszystkich trzech wirusow (MIC,g, = 20 pg/ml, MICgyey = 20 pg/ml, MIC,s, = 80 pg/ml), wykazat
N-metylojodek 2-(3-pirydylo)benzizoselenazol-3(2H)-onu [5].

Metylojodki 119 sa aktywniejszymi czynnikami przeciwwirusowymi anizeli ebselen 6. Dzialaja one
jako inhibitory wirusa opryszczki (HSV-1), a takze wirusa zapalenia mézgu i miesnia sercowego
(EMCV). Wartosci minimalnego stezenia hamujacego MIC obejmowaty zakres 0,4-6,0 ng/ml. Wirus
pecherzykowatego zapalenia btony jamy gebowej bydta (VSV) byt oporny na wiekszos¢ zwiazkéw
selenoorganicznych. Wyjatek stanowit umiarkowanie aktywny metylojodek 120 [5].

Wysoka aktywnos¢ anty-HSV-1 (MIC 4-8 pg/ml) i anty-EMCV (MIC 4-8 png/ml) posiadaty pochodne,
ktore zawieraty krotkie tancuchy alkilowe. Natomiast dtugotancuchowe podstawniki alkilowe
przyczyniaty sie do spadku aktywnosci zwigzkéow (MIC > 1000 pg/ml). Przypuszczalnie ma na to
wplyw ich staba rozpuszczalnosé, nastepstwem czego byta obnizona biodostepnosé. W stosunku do
wszystkich przebadanych zwiazkéw wirus VSV wykazal zupeing opornosc¢ [5].

Natomiast w grupie pochodnych, ktére zawieralty N-podstawniki majace dodatkowe moduty
funkcyjne, zwiazki zawierajace grupy estrowe, karbamoilowe, hydroksylowe i aminowe posiadaty
wysoka aktywnos¢ anty-HSV-1 (MIC 2-60 pg/ml) i anty-EMCV (MIC 4-100 pg/ml). Zaobserwowano
jednak znaczny spadek aktywnosci wsréd analogéw karboksylowych [5].

- Modyfikacje w pierscieniu benzenowym

Wprowadzenie heterocyklicznego atomu azotu i dodatkowych podstawnikéw na atomie wegla C-5,
takich jak: chlor, grupa nitrowa, metylowa i metylosulfonowa, przyczynito sie do otrzymania
modyfikacji pierscienia benzenowego skondensowanego z pierscieniem izoselenazol-3(2H)-onu.
Prawdopodobnie obecnos$¢ réznych podstawnikéw w pierscieniu benzenowym moze spowodowac
dodatkowe miedzyczasteczkowe oddzialywania, co moze w duzej mierze wplywac¢ na aktywnos¢
przeciwwirusowa. Wzmocnienie sity oddzialywania zwigzku z receptorem biologicznym moze
nastapi¢ rowniez przez wprowadzenie heterocyklicznego atomu azotu, a w nastepstwie wytworzenie



kolejnego miejsca wodoroakceptorowego [5].

Tabela 3. Aktywnos¢ przeciwwirusowa C5-podstawionych benzizoselenazol-3(2H)-onéw.

MIC [pe/ml]
Iwigzek
H5W-1 Ve EMICY
2
P "\N
e, ,ﬂr o 042 =1000 410
M
R = alkil, aryl
B .'"'a
TR
H— R 480 (R = alkil)
- 1-80 =1000 i
B > 1000 (R = aryl)
R = alkil, aryl

R® = CHa, CHa50z, Cl, NO;

Przedstawione dane wskazuja, Zze wprowadzenie atomu azotu do pierscienia benzenowego
doprowadza do wzrostu aktywnosci wzgledem wirusa HSV-1. Zwiazki z grupy
7-azabenzizoselenazol-3(2H)-on6w sa okoto 10-krotnie aktywniejsze (MIC 0,4-2 pg/ml) od swych
analogdéw, ktdre nie posiadaja heterocyklicznego atomu azotu (MIC 2-8ug /ml). Natomiast aktywnos¢
macierzystych benzizoselenazol-3(2H)-onéw byta w miare poréwnywalna do aktywnosci anty-EMCV
azanalogow (MIC 4—10 pg/ml) [5].

W stosunku do wirusa HSV-1 aktywnos$¢ przeciwwirusowa benzizoselenazol-3(2H)-onéw
podstawionych w pozycji C-5 byla niewiele wyzsza (MIC 1-80 pg/ml) od zauwazalnej dla zwigzkéw
niepodstawionych. W przypadku wirusa EMCV tylko pochodne alkilowe wykazaly zblizony poziom
aktywnosci (MIC 4-80pg/ml), podczas gdy analogi arylowe byly zupekie nieaktywne (MIC > 1000
pg/ml). Tymczasem wobec wirusa VSV przebadane zwiazki okazaly sie catkowicie nieaktywne [5].

Podsumowanie

W ostatnich latach uzyskano obiecujace wyniki dotyczace aktywnosci przeciwwirusowej zwigzkow
selenoorganicznych. Na dziatanie tych zwiazkéw okazaly sie wrazliwe wirusy: opryszczki typu 1
(HSV-1), zapalenia mdzgu i miesnia sercowego (EMCV) oraz pecherzykowatego zapalenia jamy
ustnej (VSV). Wiele laboratoriéw na swiecie zaangazowanych jest w poszukiwanie nowych zwiazkow
selenoorganicznych, ktére wykazalyby dzialanie przeciwwirusowe. Selen jest bardzo wazny dla
funkcjonowania systemu immunologicznego, dlatego tez istnieje potrzeba poszukiwania
dodatkowych wiadomos$ci dotyczacych roli selenu i jego zwiazkow w oddziatywaniu
przeciwwirusowym. Informacji takich moze dostarcza¢ analiza strukturalna w oparciu o obliczenia
kwantowo-chemiczne i rezonans selenowy ”’Se-NMR. Wprowadzenie modyfikacji strukturalnych daje
mozliwo$¢ poznania zaleznosci pomiedzy struktura a aktywnoscia. Zsyntezowane zwigzki wykazaly
aktywnos¢ biologiczna in vitro wzgledem wybranych modelowych wiruséw. Staly sie wiec podstawa
nowej klasy zwigzkéw przeciwwirusowych. Przedstawione dane wskazuja, ze struktury wybranych
zwiazkow selenoorganicznych sa efektywnymi sktadnikami mogacymi znalez¢ zastosowanie
w profilaktyce i leczeniu choréb wywolanych przez wirusy. Istnieje jednak konieczno$¢ prowadzenia
dalszych badan w tym zakresie. Planowane sa badania naukowe dotyczace syntezy, a takze badania



biologiczne innych C-podstawionych benzizoselenazolo-3(2H)-ondéw, ich azaanalogéw z atomem
azotu w pozycji 4, 5 albo 6, jak rowniez nowych uktadéw heterocyklicznych, ktére zawieraja w swej
strukturze endo- i egzocykliczny atom selenu. Wyniki tych badan moga wnies¢ wiele informacji
koniecznych do ustalenia mechanizmu dziatania przeciwwirusowego zwiazkéw selenoorganicznych.

Autor: Katarzyna Czuba
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