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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg ztozone C-glikozydy pochodne genisteiny o dziataniu cytotoksycz-
nym i antyproliferacyjnym.

Zrédtem wielu substanciji biologicznie aktywnych sa rosliny. Duzo uwagi po$wieca sie wtasciwo-
sciom flawonoidoéw, wtérnych metabolitdéw roslinnych. Dobrze udokumentowano ich aktywnosc¢ prze-
ciwnowotworowa, antywirusowg, przeciwbakteryjng wtasciwosci przeciw utleniajgce. Naturalnymi po-
staciami izoflawonoidéw w roslinach sg ich pochodne glikozydowe oraz ich estry z nizszymi kwasami
karboksylowymi, zwlaszcza malonowym i octowym. Bogatym zrédtem izoflawondéw sg nasiona roslin
motylkowatych (Legitminosae. Fubaceae), zwlaszcza nasiona soi (Glicyne max. Merill). Genisteina,
nalezaca do fitoestrogenowych izoflawonoidéw jest uwazana za perspektywiczny czynnik chemopre-
wencyjny i lek komplementarny w chorobach ukfadu krazenia i nowotworowych. Na podstawie wielo-
letnich badan stwierdzono zréznicowanie biologicznego dziatania genisteiny. [L.L.Marchand, Biomem.
Pharmacother. 2002, 56, 296-201: R.A.Dixon. D-Ferreira, Phytochemistry 2002, 60, 205-211 i literatu-
ra cytowana]. Okreslono szereg celéw molekularnych dziatania genisteiny ale zasadnicze oddziatywa-
nia decydujgce o aktywnosci przeciwnowotworowej to inhibicja kinaz tyrozynowych, topoizomerazy I,
blokowanie onkogenow.

Lipofilowe glikozydy izoflawonéw sg znacznie bardziej aktywnymi zwigzkami o dziataniu cyto-
toksycznym od niepodstawionych potaczen z tej grupy [K. Polkowski, J. Popiotkiewicz, P. Krzeczyn-
ski, J. Ramza,. W. Pucko, O. Zegrocka-Stendel, J. Boryski, J. S. Skierski, A. P. Mazurek, G. Gryn-
kiewicz; Cancer Lett., 2004, 203, 59-69. patent PL nr 205635]. Szczegdlnie aktywny byt produkt
glikozylacji genisteiny per-O-acetylowg pochodng laktalu oznaczony symbolem G-21. Z kolei wedtug
zgtoszenia patentowego P 384578 aktywnos¢ przeciwnowotworowg wykazujg glikokoniugaty zawie-
rajgce reszte acylowanego cukru 2,3-nienasyconego otrzymane w reakcji glikozylacji 7-O-hydro-
ksyalkilowych pochodnych genisteiny. Wykazujg one dziatanie cytotoksyczne i cytostatyczne w od-
niesieniu do szeregu linii komoérek nowotworowych przy stezeniu znacznie nizszym niz genisteina.
Z uwagi na obecnos¢ wigzania O-glikozylowego otrzymane potaczenia ulegajg hydrolizie dziataniem
glikozydaz, co obniza ich biodostepnos¢. Poszukujac potaczen biomimetycznych zwrécono uwage
na glikokoniugaty w ktérych cukier potgczony jest z linkerem wigzaniem C-glikozydowym odpornym
na dziatanie enzyméw hydrolitycznych. Zwigzki otrzymano w reakcji z C-glikozydéw pochodnych
acylowanych cukréw z 7-O-allilo-genisteing. Otrzymane potaczenia hamujg proliferacje komarek
nowotworowych oraz progresje guza w badaniach na zwierzetach.

Ztozone C-glikozydy wedilug wynalazku o strukturze przedstawionej wzorem 1, gdzie jednostka
cukrowa ktorg stanowi per-O-acylowany mono- di- lub trisacharyd, 2,3-nienasycony mono-, di-, lub
trisacharyd potgczona jest wigzaniem C-glikozydowym z tacznikiem R zawierajgcy od dwu do dziesie-
ciu atomow wegla w ktérym grupa funkcyjna A, to wigzanie podwadjne, a tacznik zwigzany jest wigza-
niem 7-O-eterowym z genisteina.

W toku badan nieoczekiwanie stwierdzono, ze glikokoniugaty pochodne genisteiny powodujg
znaczace zahamowanie proliferacji komérek nowotworowych in vitro, oraz spowolnienie wzrostu guza
nowotworowego in vivo w badaniach na myszach, w zwigzku z czym mogg znalez¢ zastosowanie
w leczeniu choréb nowotworowych.

Nizej podane przyktady ilustrujg wynalazek.
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Przyktad 1
Otrzymywanie 7-0-[3-(4-O-acetylo-2,3,6-trideoksy-a-L-erytro-heks-2-enopyranosyl)-propylo ge-
nisteiny (R3)
@
BuyN

OAc Br
e

OAc 0 0
&S )
OH O O
OH

. 0 92%
i) DMF, 45-50° C,3h,

Schemat 1. Otrzymywanie C-glikokoniugatu przez alkilowanie genisteiny.

Mieszanine C-glikozydu (1 mmol, 277 mg), soli tetrabutyloamoniowej genisteiny (1,05 mmol,
537 mg) DMF (4 ml) ogrzewano w temperaturze 45-50°C do momentu catkowitego rozpuszczenia
soli (okoto 4 godzin). Po zakonczeniu reakcji mieszanine reakcyjng wlano do wody i ekstrahowano
chloroformem. Ekstrakt suszono siarczanem sodowym zatezono pod zmniejszonym cisnieniem
w wyparce rotacyjnej, zas pozostatos¢ oczyszczano metodg chromatografii kolumnowej (eluent:
chlorek metylenu-aceton (50:1 - 30:1) Uzyskano 429 mg produktu (92% wydajnosci) w postaci bia-
tych krysztatow.

'H NMR (CDCls, 600 MHz): & (ppm) 1,27 (d, 3H, J=6,6 CHs ram.), 1,68-2,05 (m, 4H, CH,CHy),
2,10 (s, 3H, CO-CHy), 3,91 (dg, 1H, J=6,6, J=4,6 H-5), 3,95 (t, 2H, J=6,1, OCH,), 4,24 (m, 1H, H-1),
491 (m, 1H, H-4), 5,78 (ddd, 1H, J=10,3, J=3,6, J=2,0 H-3), 5,94 (ddd, 1H, J=10,3, J=10,3, J=2,1,
J=1,1 H-2), 6,29 (s, 1H, 4'-OH), 6,37 (dd, 2H, H-6g, H-8g, J=7,8, J=2,4), 6,84 (d, 2H, H-3'g, H-5'g,
J=8,7), 7,34 (d, 2H, H-2'g, H-6'g ,1=8,7), 7,84 (s, 1H, H-2g), 12,80 (s, 1H, 5g-OH).

3C NMR (CDCL): 8(ppm) 16,82(CHzam), 21,19(CH3CO), 25,23(CH,CH,CH,), 29,91(CH,CH,CH),),
68,24(C-5), 68,72(CH,0), 69,53(C-4), 69,55(C-1), 92,82(C-8g), 98,64(C-6g), 106,12(C-4a), 115,67
(C-3'g, C-5g), 122,52(C-1'g) 122,85(C-3), 123,71(C-3g), 130,22(C-2'g, C-6'g) 133,82(C-2), 152,80
(C-29), 156,26(C-4'g), 157,94(C-8a), 162,50(C-59g), 164,99(C-7g) 171,00(C=0), 180,94(C-4Q)
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Przyktad 2.
Otrzymywanie 7'-0O-(4"-(2,3,4,6-tetra-O-acetylo-glukopiranozylo)-but-2"-en-1"yl)-genisteiny.(C2)
AcO
(0]
ACO + /\\/
Vi
OAc
OAc
AcO
o AcO
C
Vi ©
OAc
OAc OAc
OAc

i) CH,Cl,, kompleks Grubbsa, 40° C

Schemat 2. Otrzymywanie glikokoniugatu w reakcji metatezy

Przy gotowanie katalizatora kompleksu Grubbsa w parafinie:

Parafine (1,385 g) oraz kompleks Grubbsa (0,112 g; 0,1361 mmol) nawazono do kolbki ktérg na-
stepnie zamknieto za pomocg septy. Wypompowano powietrze (obnizono cisnienie do okoto
50 mmHg) i wprowadzono argon - operacje powtdrzono trzy razy. Kolbke umieszczono na tazni ultradz-
wiekowej, ogrzanej do okoto 60°C, co spowodowato stopienie parafiny i homogenizacje catego ukfadu.

Po ochtodzeniu otrzymano brazowy wosk, ktéry przechowywano w temperaturze pokojowej
w atmosferze powietrza. Nie zaobserwowano utraty wiasciwosci katalitycznvch tak zabezpieczonego
kompleksu Grubbsa po 6 miesigcach.

Stosowane stezenie kompleksu Grubbsa w parafinie: 0,098 mmol / 1g mieszanin)

Synteza 7'-O-(4"-(2,3,4,6-tetra-O-acetylo-glukopiranozylo)-but-2"-en-1"-yl)-genisteiny:

1-allilo-1-deoksy-2,3,4,6-tetra-O-acetylo-D-glukopiranozyd, (84 mg; 0,226 mmola) oraz 7-O-alli-
lo-genisteine (127 mg, 0,41 mmol; 1,8 eq) nawazono do kolbki i rozpuszczono w dichlorometanie (10 Cm3).
Kompleks Grubbsa w parafinie (55 mg; 0,0054 mmola; 0,024eq) umocowano na wewnetrznej $ciance
chtodnicy zwrotnej, ktérg zamontowano na kolbke zawierajaca roztwér z reagentami. Cato$¢ zamknie-
to za pomocg septy. Wypompowano powietrze (obnizono cisnienie do okoto 50 mmHg) i wprowadzo-
no argon - operacje powtérzono trzy razy. Mieszanine ogrzewano na fazni wodne). Reakcja rozpocze-
ta sie, gdy kompleks Grubbsa w parafinie zostat sptukany przez wrzacy rozpuszczalnik
z chtodnicy zwrotnej. Po 3 godzinach, ochtodzono mieszanine do temperatury pokojowej. Odsgczono
osad homodimeru, przemyto na saczku chlorkiem metylenu. Potaczone przesacze zatezono pod
zmniejszonym ci$nieniem w wyparce rotacyjnej. Otrzymano 70 mg kremowego ciata statego w postaci
mieszanin) homodimerdéw cukru i glikokoniugatéw genisteiny. Sktadniki mieszaniny rozdzielono meto-
da chromatografii kolumnowej. Uktady eluujgce: (heksan: wydzielono parafine), (heksan : octan etylu
5: 1 vlv, wydzielono substraty), (heksan : octan etylu 2 : 1 wydzielono produkty reakcji w nastepujacej
kolejnosci: glikokoniugaty genisteiny (64 mg, wydajnos¢ 43% mieszanina izomeréow E : Z = 2,5 : 1)
oraz homodimer cukrowy (6 mg, wydajnosé 8%).
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E izomer)
7'-0-(1"-C-(2.3.4.6-tetra-O-acetylo-a-D-glukopiranozylo)-but-2"'-en-4"-ylo)-genisteina

- b
ACOI"'4/5\O | 6~/5‘\ 4'\3‘/1"\6"//5"
cr ﬂ I
= o -

3 1 2 &
ACO/ \2/ ’:,1‘.,/ \T/ \O/ \B‘
z 1

OAc H
Izomer E

'H NMR (600 MHz, DMSO-D6) & ppm: 12.94 (OH-5" ;s ; 1H) 9.60 (OH-4"" ;s ; 1H ) 8.39
(H-2";s:1H) 739 (H-2" ,H-6"" :d ; Ji1ui2 154 =8.8;2H ) 6.83 (H-3"", H-5"" ; d ; Jj2-
. gy = 88 ; 2H ) 665 ( H-8 ;d ; Jsp = 24 ; IH ) 640 ( H-6" ;
d;Jrs =24 ;1H ) 587 (H-3" ; dt; Jyp =146 ; J34 =54 x 2 ; 1H ) 581
( H-2" ; ddd ; Jy3- = 146 ; Jooq = 6.8 5 Joopy = 63 5 1H ) 530 ( H-3 ; dd ;
J3.2 = 8.8 N J3.4 = 8.8 ) 1H ) 491 ( H-2 N dd N J2-3 = 8.8 N J2.1 =59 N 1H ) 4.86
(H-4 ; dd ; Jy3 = 91 ; Jus =91 ; 1H ) 464 ( H4" ; d ; J4o30 = 54 ; 2H )
4.21-4.13 ( H-1, H-6a ; m ; 2H ) 4.00-3.93 ( H-5, H-6b ; m ; 2H ) 2.71 (H-1""a ; m ; J; 5y
=150 ;192 =109 ; J1py =76 ; 1H) 232 (H-1""b ; m ; 1H ) 2.03; 2.00; 1.99; 1.98 (
CH;-; 12H)

13C NMR (300 MHz, DMSO-D6) & ppm:

180.37 ( C-4" ) 170-169 (C=0 x 4, C-6" ) 164.12 ( C-5" ) 161.74 ( C-4" ) 157.49
(C-9")154.28 (C-2")130.67(C-2"")130.13 (C-2",C-67" ) 126.79 (C-377" ) 122,51 ( C-
3)121.04 (C-1"" ) 115.08 (C-37°, C-57 ) 105.42 ( C-10" ) 98.49 ( C-8 ) 9296 ( C-6" )
7113 ( C-1 ) 6981 ( C-2 ) 6946 ( C-3 ) 6838 ( C4, C5 ) 68.79
(C-4"" )61.80(C-6 )2842(C-1""" )2045(CH;-%x4)

[zomer Z

'H NMR (600 MHz, DMSO-D6) & ppm 12.96 (OH-5" ;s ; 1H ) 9.60 ( OH-4" ;s ; 1H ;
zakryty ) 8.40 ( H-2" ;s ; 1H) 7.39 (H-2"" , H-6"" ; 2H ; zakryty) 6.83 (H-3"", H-5" ; 2H ;
zakryty ) 6.69 (H-8" ;d;Js7=235;1H)645(H-6" ;d;J;5=235;1H)576 (H-3"";
dt ; Jyo = 1050 ; Jy4e = 540 x 2 ; 1H ) 563 ( H-2" ; ddd ;
Iz = 1050 ; Jpp = 6.80 5 Jpopy = 630 5 1H ) 537 ( H-3 ; dd ; J3o = 9.10 ;
J340=910;1H)494 (H-2 ;dd ; J,3=9.10;J,,=587; 1H ) 4.86 ( H-4 ; 1H ; zakryty )
480 ( H-4 ; d ; Jy3- = 540 ; 2H ) 421-413 ( H-1, H-6a ; m ; 2H )
4.00-3.93 (H-5, H-6b ; m ; 2H ) 2.82 (H-1""a;m ; Jyap = 15.26 5 Jpoaa =939 Jpa =
939;1H)238 (H-1""b;m; 1H)2.02;2.01; 1.99; 1.98 ( CH3- ; 12H )

3C NMR (300 MHz, DMSO-D6)  ppm: 180.37 ( C-4" ; zakryty) 170-169 (C=0 x 4, C-6" )
16423 ( C-5° ) 161.74 ( C-4" ; zakryty® ) 15742 ( C-9° ) 15428 ( C-2"
zakryty ) 130.13 (C-2"", C-6"" ; zakryty" ) 129.98 ( C-2"" ) 126.00 ( C-3"" ) 122.51]
( C-3" ; zakryty' ) 121.04 ( C-1" ; zakryty" ) 115.08 (C-3", C-5"" ; zakryty" ) 105.42
( C-10" ; zakryty" ) 98.49 ( C-8 ; zakryty" ) 93.12 (C-6" ) 71.55 ( C-1) 69.90 ( C-2) 69.46 (
C-3 ; zakryty" ) 68.38 ( C-4, C-5 ; zakryty" ) 64.89 ( C-4 ) 61.80 ( C-6 ;
zakryty" ) 24.58 ( C-1""" ) 20.45 ( CH; x 4; zakryty" )

* Termin ,,zakryty” zastosowano w przypadku analizy widm NMR mieszanin izomerow E:Z,
gdy pik izomeru E (wystgpujacego w mieszaninie w przewadze) zakrywat pik izomeru Z.
Przypisanie sygnalow izomeru Z odbywalo si¢ wtedy na podstawie widm korelacyjnych 2D
NMR: 'H-"H cosy oraz 'H-"C hetcor.
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Zastosowanie ztozonych C-glikozydéw pochodnych genisteiny w chemioterapii przedstawiono
na przyktadach ponizej.
Jako zwigzki do badan zastosowano pochodne przedstawione na schemacie 3.

CHj
AcO(_~
0 C1:R= \CO\ C2;R=
“ :
/Ww/""»./
R
AcO
C3R=  AOLAg AcO
. AcO
AcO” Y C4:R= 0
OAc X
(;’H3 CH,
AcO,__~ B
c \COK/\H/ AcO\OO
e o] .
3 NN
R3 alfa; n=1 R3 beta; n=1
R4 alfa; n=2

G21

Schemat 3. Modele do badan biologicznych

Whplyw flawonoidéw na cykl komérkowy badano przy uzyciu cytometru przeptywowe;j. Indeks mi-
totyczny w komaérkach barwionych DAPI badano przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego.

Przyktad 3

Hamowanie proliferacji komérek nowotworowych in vitro.

Glikokoniugaty zawierajace reszte acylowanego cukru nienasyconego potgczong poprzez acz-
nik (spacer) z genisteing w pozycji 7 wykazujg dziatanie cytotoksyczne i cytostatyczne w odniesieniu
do linii komérkowych wywodzacych sie z nowotwordw jelita grubego i gruczotu krokowego przy steze-
niu nizszym niz genisteina.

Proliferacje komérek rosnacych w obecnosci réznych stezen genisteiny i jej glikokoniugatéw
badano z uzyciem MTT [bromek 3-4,5-dietylotiazolo-2-il0)-2,-difenylotetrazoliowy].
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Tabela 1l
Hamowanie proliferacji komoérek wyrazone wartoscig IC 50 (IC50 - stezenie substancji,
przy ktérym proliferacja komoérek ulega zahamowaniu do potowy wartosci kontrolnej).

Linia komérkowa i jej pochodzenie Evsi:irej}l/( IC50 [uM]
DU145 Genisteina 47,29+11,78
(rak stercza) C1 29,61+15,45
Cc2 9,50+2,21
C3 25,43+11,58
C4 113159
R3-alfa 15,4749,69
R4-alfa 19,24+7,46
R3-beta 19,24+5,56
HCT116 Genisteina 34,90+9,84
(rak jelita grubego) c1 8.09+2.41
C2 4,20+1,11
C3 4,31+2,55
C4 64,63+17,93
R3-alfa 6,86+1,07
R4-alfa 6,66+1,19
R3-beta 10,6246,27

Przyktad 4

Hamowanie cyklu komérkowego

Badania cyklu komérkowego z uzyciem cytometru przeptywowego wskazuja, ze niektore gliko-
koniugaty-genisteiny sg zdolne do hamowania cyklu komérkowego w fazie G2/M przy nizszym steze-
niu niz genisteina. Szczegodlnie silne hamowanie cyklu komérkowego po 24 godzinnym traktowaniu
komodrek 20 uM stezeniem badanych zwigzkéw obserwuje sie dla zwigzkéw R3 i R4. Nieznaczne ha-
mowanie cyklu w fazie G2/M obserwuje sie dla zwigzku C2. Dla zwigzkéw: C2, C3, R3, R4 obserwuje
sie wzrost odsetka komérek hipodiploidalnych, co wskazuje, ze w komoérkach ulega nasileniu proces
apoptozy. Sposrod badanych zwigzkéw nieznaczny blok mitotyczny wywotuje zwigzek C2. Pozostate
zwigzki nie powodujg zmian indeksu mitotycznego. Oznacza to, ze blok G2/M, obserwowany po trak-
towaniu komorek zwigzkami R3 i R4 zachodzi w fazie G2.

Tabela 2

Indeks mitotyczny w komdrkach linii HCT 116 wyznaczany
po 24 godzinnym traktowaniu pochodnymi genisteiny w stezeniu 20 uM.

Kontrola 1,8%
Genisteina 1,7%
C1l 2,2%

Cc2 6,3%

C3 3,3%

C4 1,2%
R3-alfa 2,3%
R4-alfa 1,3%
R3-beta 3,3%
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Przyktad 5

Aktywnosé przeciw nowotworowa glikokoniugatu genisteiny (R3-a) w podaniu doguzo-
wym na modelu mysiego czerniaka B16

Zwiazki G21 i (R3-a) - rozpuszczono w DMSO i 0,9%NaCl (10%+90%) i sonifikowano 15-30 mm,
w ten sposoéb, aby stezenie koncowe wynosito 1 mg/50 ul.

Myszy

Myszy szczepu C57B1/6 (samiczki) zaszczepiono podskérnie w prawy bok komérkami mysiego
czerniaka B16 (3 x 10° mysz).

Dawkowanie

W eksperymencie uzyto G21 i (R3-a) w dawce 1 mg /50 pl/ guz /dzien. Grupa kontrolna otrzy-
mywata mieszanke rozpuszczalnika (DMSO) z 0,9%NaG. Oba badane zwigzki byly podawane dogu-
zowo w dniach 9-14 po wszczepieniu nowotworu.

Ocena aktywnosci

Parametrem oceny dziatania przeciw nowotworowego zwigzku byla objeto$¢ guza i parametr
TGI (% zahamowania wzrostu guza). Oceniano takze mase ciata myszy.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w objetosci guzéw miedzy grupami badanymi
a grupg kontrolng. Ponizsza tabelka obrazuje kinetyke wzrostu guzéw w trakcie eksperymentu. Jed-
nakze zaobserwowano znaczne, dochodzace do 50% zahamowanie wzrostu guzéw (TGI) pod wpty-
wem (R3-a).

Tabela 3
Kinetyka wzrostu guzéw mysiego czerniaka B16

Dzien Objetosé guzow [mm?]
eksperymentu Kontrola Go1 R
8 10 0 0
10 250 100 50
12 400 300 150
14 1100 600 500
16 1600 1200 700

Zastrzezenie patentowe

Ztozone C-glikozydy pochodne genisteiny o dziataniu cytotoksycznym i antyproliferacyjnym
o strukturze przedstawionej wzorem |, gdzie jednostka cukrowa ktorg stanowi per-O-acylowany mono- di-
lub trisacharyd, 2,3-nienasycony mono-, di-, lub trisacharyd potaczona jest wigzaniem
C-glikozydowym z tgcznikiem R zawierajgcy od dwu do dziesieciu atoméw wegla w ktérym grupa
funkcyjna A, to wigzanie podwdjne, a fgcznik zwigzany jest wigzaniem 7-O-eterowym z genisteing.
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Rysunek
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