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aktywatorami transportu przezskornego”. Praca zrealizowana w Katedrze
1 Zaktadzie Chemii Organicznej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu
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e 1996: Dyplom magistra chemii. Tytut rozprawy: ,,Badania nad otrzymywaniem

e 1994:
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4. Wskazanie osiggniecia naukowego*
wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiggniecia naukowego:
,Acyloksyiminowe pochodne kwasu oleanolowego - synteza,

wlasciwosci fizykochemiczne i farmakologiczne”

Podstawe ubiegania si¢ o tytul doktora habilitowanego stanowi siedmiu prac,
powigzanych tematycznie (sze$ciu oryginalnych publikacji naukowych, jednej pracy
przegladowej) oraz patentu, opublikowanych w latach 2011 — 2018. Przedstawiono w nich
wyniki badan dotyczacych opracowania metody syntezy O-acylowych pochodnych oksymow
kwasu oleanolowego, oceny ich aktywnosci przeciwnowotworowej, przeciwbolowej
I przeciwzapalnej oraz analiz¢ zaleznoSci pomiedzy budowsg zwigzkéw a poziomem ich

aktywnosci farmakologiczne;.

b) Wykaz publikacji reprezentujacych osiagniecie naukowe,
wynikajace z art. 16, ust. 2, ustawy o stopniach akademickich:
Odnosniki do prac z cyklu stanowigcego osiggniecie naukowe oznaczone zostaty literg

H. Dla wszystkich prezentowanych prac, ktorych jestem wspdtautorem, podano wartosci
wskaznika Impact Factor czasopism, w ktorych si¢ ukazaty (wedlug Journal Citation
Reports), zgodnie z rokiem opublikowania. Dla jednej publikacji, ktéra zostata opublikowana
w 2018 roku podano warto$ci IF za rok 2017. Dla kazdej publikacji podano roéwniez liczbe

punktéw przyznanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.

H.1. Barbara Bednarczyk-Cwynar (=), Lucjusz Zaprutko, Piotr Ruszkowski, Bogustaw
Htadon, Anti-cancer effect of A-ring or/and C-ring modified oleanolic acid derivatives
on KB, MCF-7 and HeLa cell lines, Org. Biomol. Chem., 2012, 10, 2201 — 2205.
IF =3.568
KBN/MNiSW = 35.000
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H.2.

H.3.

H.4.

H.5.

H.6.

Danyto Kaminskyy, Barbara Bednarczyk-Cwynar, Olexandr Vasylenko, Oxana
Kazakova, Borys Zimenkovsky, Lucjusz Zaprutko, Roman Lesyk, Synthesis of new
potential anticancer agents based on 4-azolidinone and oleanane scaffolds, Med.
Chem. Res., 2012, 21, 3568 — 3580.

IF=1.612

KBN/MNiSW = 15.000

Barbara Bednarczyk-Cwynar (=), Piotr Ruszkowski, Dmytro Atamanyuk, Roman
Lesyk, Lucjusz Zaprutko, Hybrids of oleanolic acid with norbornene-2,3-
dicarboximide-N-carboxylic acids as potential anticancer agents. Acta Pol. Pharm.,
2017, 74, 827 — 835.

IF =0.745

KBN/MNiSW = 15.000

Barbara Bednarczyk-Cwynar (=), Lucjusz Zaprutko, Recent advances in synthesis
and biological activity of triterpenic acylated oximes, Phytochem. Rev., 2015, 14, 203
—231.

IF =2.686

KBN/MNiSW = 40.000

Barbara Bednarczyk-Cwynar, Piotr Ruszkowski, Tomasz Jarosz, Katarzyna
Krukiewicz, Enhancing anticancer activity through the combination of bioreducing
agents and triterpenes, Future Med. Chem., 2018, in press, DOI: 10.4155/fmc-2017-
0154

IF = 3.556 (2017)

KBN/MNiSW = 40.000 (2017)

Barbara Bednarczyk-Cwynar, Danylo Kaminskyy, Dmytro Atamanyuk, Oxana
Flekhter, Lucjusz Zaprutko, Roman Lesyk, Nowe O-acylowane oksymy pochodnych
kwasu oleanolowego oraz sposob otrzymywania acylowanych oksyméw pochodnych
kwasu oleanolowego / New O-acylated oximes derivatives of oleanolic acid and the
method of obtaining of acylated oximes derivatives of oleanolic acid, Polish Patent nr
217864, 2011r
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http://150.254.179.40/cgi-bin/expertus.cgi?KAT=%2Fhome%2Fusers%2Fsplendor%2Fpub%2Fpar%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=26&V_00=Acta+Pol+Pharm+

H.7.

H.8.

B. Bednarczyk-Cwynar (=), Lucjusz Zaprutko, Joanna Marciniak, Grzegorz
Lewandowski, Michat Szulc, Ewa Kaminska, Natalia Wachowiak, Przemystaw L.
Mikotajczak, The Analgesic and Anti-inflammatory Effect of New Oleanolic Acid
Acyloxyimino Derivative, Eur. J. Pharm. Sci., 2012, 47, 549 — 555.

IF =2.987

KBN/MNiSW = 35.000

Barbara Bednarczyk-Cwynar (=), Natalia Wachowiak, Michal Szulc, Ewa
Kaminska, Anna Bogacz, Joanna Bartkowiak-Wieczorek, Lucjusz Zaprutko,
Przemystaw L. Mikolajczak, Strong and long-lasting antinociceptive and anti-
inflammatory conjugate of naturally occurring oleanolic acid and aspirin, Front.
Pharmacol., 2016, 7, e202.

IF =4.400

KBN/MNiSW = 40.000

Publikacje te oznaczone sg w tekscie symbolami od H.1. do H.8.
Laczna punktacja Impact Factor (IF) dla siedmiu prac wynosi: 19.554

Laczna punktacja KBN/MNiSW dla siedmiu prac wynosi: 220.000

Oswiadczenia Habilitanta dotyczace wykonywanych prac i procentowego w nich

udzialu znajduja si¢ w Zalaczniku 4.

*OS$wiadczenia Wspoélautoréow wraz z okreSleniem indywidualnego wkladu

kazdego z nich w powstanie poszczegdlnych prac znajduja sie w Zalaczniku 5
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c) Omowienie celu naukowego/artystycznego powyzszego Osiagniecia

I uzyskanych wynikow i ich ewentualnego wykorzystania.

I.  Wprowadzenie oraz cele naukowe badan

Terpenoidy, znane rowniez jako izoprenoidy, stanowig najwicksza grupe (ponad
40 000) zwigzkow pochodzenia naturalnego, obecnych glownie w licznych roslinach
jadalnych i leczniczych [1]. Najwigksza i najwazniejsza grupe w obrebie terpenoidow
reprezentujg triterpenoidy. Zwiazki te, posiadajace podstawowy szkielet zbudowany z 30
atomow wegla, podzielono na 23 podgrupy, w zalezno$ci od budowy struktury podstawowe;j.
Do najwazniejszych nalezg oleanany (kwas oleanolowy, glicyretynowy, o-boswelinowy,
arjunolowy, maslinowy), ursany (kwas ursolowy, azjatykowy, korozolowy, B-boswelinowy,
pomolowy) oraz lupany (lupeol, betulina, kwas betulinowy). Od lat zwiazki te przyciagaty
wiele uwagi naukowcoéw, ze wzgledu na ich réznorodne wiasciwosci farmakologiczne oraz
liczne mozliwosci chemicznych modyfikacji, prowadzacych do nowych pochodnych,
0 wyzszym poziomie znanej aktywnosci farmakologicznej lub o nowym kierunku dziatania
biologicznego.

Najbardziej popularnym triterpenem z grupy oleananu jest kwas oleanolowy (OA,
Rys. 1). Jego szkielet sklada si¢ z pigciu szesciocztonowych pierscieni, jak to przedstawiono
na Rys. 1, i siedmiu grup metylowych, umiejscowionych przy atomie C-4, C-20 (dwie grupy
CH; w kazdej pozycji), C-8, C-10 i C-14 (jedna grupa CH3; w kazdej pozycji). Ponadto
w strukturze OA znajduje si¢ grupa hydroksylowa 1 karboksylowa, w pozycjach,

odpowiednio, C-3 i C-17 oraz podwojne wigzanie pomiedzy atomem C-12 oraz C-13.

29 .30

Rys. 1. Struktura kwasu oleanolowego (1).
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Powyzszy triterpen obecny jest w ponad 1600 roslin [2]. Wynikiem rosngcego
zainteresowania powyzszym zwigzkiem sg nowe eksperymenty chemiczne i farmakologiczne.
Liczne badania biologiczne dotyczace kwasu oleanolowego (1) udowodnily m.in. jego
aktywnos$¢ przeciwnowotworowa, przeciwcukrzycowsa, przeciwmikrobowa, hepatoochronna,
przeciwnadci$nieniowa, antyoksydacyjna, przeciwzapalng oraz inne [3]. Powyzszy triterpen
wykazat dzialanie cytotoksyczne w stosunku do réznych linii komérek nowotworowych,
takich jak: MCF-7 (gruczolakorak piersi), DLD-1, SW620 (gruczolakoraki jelita grubego),
A549 (rak ptluc), SK-OV-3 (rak jajnika), FaDu (rak gardlowo-przetykowy), HelLa (rak
nabtonka szyjki macicy) [4,5], HUH7 (rak watroby) [6], UB7MG, U51MG (pierwotne glejaki)
[7], A375 (czerniak) [8], MG63, Saos-2 (kostniakomigsaki) [9] i wiele innych.

Nowotwory stanowig olbrzymig grupe chordb obejmujacych nieprawidlowy wzrost
komorek z mozliwoscig inwazji do innych narzagdéw organizmu. Jest to jedna z najbardziej
rozpowszechnionych destrukcyjnych chorob, atakujacych corocznie miliony ludzi. Leczenie
nowotworow dzieli si¢ na rozne grupy, w zaleznosci od jego rodzaju, stopnia wzrostu, wieku
pacjenta i innych czynnikéw. Ogoblnie rzecz biorgc, nowotwory traktuje si¢ kombinacjg
réznych metod, takich jak chirurgia, naswietlania, chemioterapia czy immunoterapia.
Chemioterapia polega na interferencji leku z procesem podziatu komérkowego nowotworu
celem opo6znienia rozwoju raka lub nawet cofnigcia procesu karcynogenezy, i ostatecznie do
$mierci komorek nowotworowych. Pomimo ze obecnie testuje si¢ roznorakie zwigzki
chemiczne jako czynniki przeciwnowotworowe, zarowno in vitro jak i in vivo, wcigz istnieje
potrzeba odkrycia nowych zwigzkow o dziataniu chemoprewencyjnym. Obecnie najbardziej
obiecujagcym zrodiem nowych aktywnych zwigzkéw chemicznych mogacych stanowic leki
przeciwnowotworowe sa rosliny lecznicze.  Jak wynika z danych literaturowych,
w chemioterapii nowotworow stosuje si¢ rozne klasy zwigzkow naturalnych, w tym
terpenoidy [10], ktore wykazywaty obiecujace efekty zarbwno w testach in vitro, jak i in vivo.

Kwas oleanolowy (1), najbardziej reprezentatywny triterpen o szkielecie oleananu,
wykazat aktywno§¢ przeciwnowotworowa na roéznych etapach rozwoju guzéw
nowotworowych. Liczne badania biologiczne udowodnily rézne mechanizmy dziatania
przeciwnowotworowego powyzszego triterpenu, w tym inhibicj¢ proliferacji komorek guza,
indukowanie apoptozy komorek nowotworu, zapobieganie inwazji i metastazy komorek
nowotworowych [11], hamowanie wzrostu komodrek raka [12], hamowanie angiogenezy [13],
indukowanie autofagii [14] i inne. Wszystkie powyzsze mechanizmy aktywnos$ci

przeciwnowotworowej zostaly okreslone jednakze tylko dla niewielkiej liczby linii komorek
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nowotworowych, stad prowadzone sg dalsze poczynania w kierunku otrzymania kolejnych
pochodnych triterpenowych, w tym réwniez pochodnych kwasu oleanolowego, o wyzszym
poziomie biodostepnosci i aktywnosci farmakologicznej. Aktywnos$¢ ta zwigzana jest
z budowg podstawowego szkieletu triterpenowego, jak rowniez obecnoscig przylaczonych
grup funkcyjnych, ktore oferuja dalsze mozliwosci modyfikacji chemicznych, prowadzacych
do pochodnych bardziej aktywnych. Dla przykladu, pochodna kwasu oleanolowego: kwas
2-cyjano-3,12-dioksooleanan-1,9(11)-dien-28-owy (CDDO, 2a, Rys. 2) i jego ester metylowy
(CDDO-Me, 2b) w badaniach klinicznych wykazaly aktywno$¢ przeciwzapalng

i przeciwnowotworowg 10 000 razy wyzsza niz ich zwigzek macierzysty [15].

2a:R = OH, 2b:R =OCH;, 3a:R=H, 3b:R = CHj,
26:R= =N YN
\—/

0]

HiC— (CHp)x” >0

4a:R = C2H5, 4b: R = C3H7,
4c: R =CyHg, 4d: R = C5Hyyq,
4e: R =CgHq3 5a:x=0, 5b:x=1, 5c:x=2, 5d:x=10, 5e:x=14

Fig. 2. Przyktady pochodnych kwasu oleanolowego (2a — ¢, 3a, 3b, 4a— e, 5a — €) 0 dziataniu

przeciwnowotworowym, otrzymanych w ostatnich latach.

W ostatnich latach opublikowano liczne prace dotyczace nowych pochodnych kwasu
oleanolowego 1 ich aktywnosci przeciwnowotworowej. Ponizej zaprezentowano tylko kilka
przyktadow takich zwiazkow. Tian i inni otrzymali seri¢ pochodnych OA (1) zawierajacych

W czasteczce atom azotu, otrzymanych przez estryfikacje grupy C-17 karboksylowej kwasem
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hydroksyoctowym, po ktorej dokonano reakcji tworzenia amidéw z aminami lub diaminami,
uzyskujac pochodne typu 3a oraz 3b (Fig. 2). Aktywnos$¢ proliferacyjng otrzymanych
pochodnych oceniono w stosunku do linii MCF-7, HelLa oraz A549, z wykorzystaniem
metody MTT [16]. Warto$ci ICsp dla tych zwigzkow roznity si¢ od 6,29 do ponad 100 puM.
Yu i inni otrzymali estry OA z pierScieniem pirazyny, metylopirazyny lub imidazolu,
skondensowanym z pierscieniem A triterpenu (zwigzki typu 4a — e, Rys. 2). Wartosci ICsg dla
komorek nowotworowych A549 and SGC-7901 w teScie MTT wahaty si¢ od 5 do > 50 uM
[17]. Z kolei Mo i wsp. otrzymali amidy kwasu oleanolowego z uracylem i z dodatkowo
acylowana grupa C-3 hydroksylowa (5e — e, Rys. 2) i badali je z wykorzystaniem komoérek
Hep-G2, A549, BGC-823, MCF-7 oraz PC-3. W wiekszosci przypadkéw badane pochodne
wykazaty wartosci ICsp ponizej < 10 uM [18].

Dla olbrzymiej wigkszosci przypadkow syntezy pochodnych kwasu oleanolowego
niezbedne jest przeprowadzenie wieloetapowego cyklu reakcji chemicznych. Jednym z celow
badan przeprowadzanych w Katedrze Chemii Organicznej Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu bylo otrzymanie nowych pochodnych kwasu oleanolowego o wysokim poziomie
aktywnosci farmakologicznej, ktorych synteza jednakze nie wymagalaby licznych etapow
chemicznych przeksztalcen, zastosowania skomplikowanych lub drogich odczynnikow czy
czasochlonnego oczyszczania. W 2011 roku Paszel i wspdtautorzy badali proste 3-ketony
i 3-oksymy kwasu oleanolowego (6a — h, Rys. 3), wykorzystujac w tescie MTT
eksperymentalny model zawierajacy trzy linie ostrej biataczki limfoblastycznej (linia CCRF-
CEM i linie o cechach MDR: CCRF-VCR1000 oraz CCRF-ADR5000) [19]. Badane zwiazki
miaty wolng grupe C-17 karboksylowa, przeksztalcong do postaci estru metylowego lub
28->13-olidu, a w niektorych przypadkach do czasteczki triterpenu wprowadzono dodatkowsg
grupe C=0 w pozycji C-11 lub C-12. Jak udowodnity otrzymane rezultaty, zastgpienie grupy
C-3 hydroksylowej w czasteczce OA (1) ugrupowaniem hydroksyiminowym (=NOH) oraz
estryfikacja grupy C-17 karboksylowej prowadzity do zwigzkéw o wyzSzym poziomie
aktywnosci przeciwnowotworowej. Dwa z powyzszych zwigzkow, zupetnie nieaktywnych
(biorac pod uwage aktywno$¢ inhibitujacg zywotnos¢ komorek), tj. 6e oraz 6g (Rys. 3) byty
chemicznie zmodyfikowane w pozycji C-12. Zastgpienie grupy C=0 w pozycji C-3 tych
zwigzkow ugrupowaniem =NOH podniosto aktywno$¢ przeciwnowotworowg pochodnych 6f
oraz 6h. Dane te wskazuja, ze rodzaj grupy funkcyjnej oraz jego lokalizacja ma duzy wpltyw

na aktywnos¢ biologiczna triterpenow.
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Grupa oksymowa w czasteczce triterpenu moze by¢ dalej poddana reakcji redukcji
[e.g. 20], acylowania [e.g. 21] lub przegrupowania Beckmanna [e.g. 22].

Jak wynika z danych pisSmiennictwa, pierwsza synteza acylowanych oksymow
triterpenowych zostata przeprowadzona w 1998 r. przez Sun i wsp. dla oksymu ze szkieletem
lupanu [21]. Naukowcy ogrzewali mieszaning dioksymu betuliny, bezwodnika kwasu
3,3-dimetyloglutarylowego oraz 4-(N,N-dimetyloamin)pirydiny (DMAP) w osuszonej
pirydynie przez noc w temp. 95 °C. Po obrobce i oczyszczaniu na kolumnie
chromatograficznej zagdany O-acylowany oksym otrzymano z wydajnoscia 59%. W badaniach
na aktywnos$¢ przeciw wirusowi HIV z zastosowaniem ostro zainfekowanych limfocytow H9
wartosci ICsp oraz ECsp dla powyzszego O-acylowanego oksymu wynosity, odpowiednio,

15,40 oraz 4,57 uM.

6a:R1=0, R2=H, R3=H 6e:R1=0 6g R =0
6b:R1=NOH, RZ2=H,, R3=H 6f: R1=NOH 6h: R = NOH
6c: R1=0, RZ2=0, R3=CHj,4

6d:R1= NOH, R2=0, R3=CHj

Rys. 3. Pochodne kwasu oleanolowegos 6a — h o aktywnosci przeciwnowotworowej, z grupa

C-3 ketonowg lub oksymowa3.

Wszystkie powyzsze fakty prowadzg do hipotezy, ze opracowanie prostej, efektywnej
metody syntezy O-acylowanych oksymow, nie wymagajacej czasochlonnego procesu
izolowania i oczyszczania, jak rowniez przeprowadzenie odpowiednio zaplanowanych
chemicznych modyfikacji, powinno prowadzi¢ do otrzymania latwo dostepnych nowych
pochodnych z wysokimi wydajnosciami i 0 wysokim poziomie aktywnosci farmakologiczne;j.
Na bazie tej hipotezy zdecydowano, Zze opracowanie takiej metody bedzie jednym z glownym
celow prezentowanego Osiggnigcia. Otrzymane ta metoda pochodne zostang poddane ocenie
ich aktywnos$ci farmakologicznej, a jednym z kolejnych celow bedzie rowniez ocena

zalezno$ci pomiedzy strukturg i aktywnoscia.
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Aby tego dokona¢, pod uwage zostang wzigte nastepujace réznice w budowie
strukturalnej pochodnych triterpenowych: (I) umiejscowienie grupy O-acyloksylowej
w obrebie czasteczki triterpenu (w pozycji C-3 lub C-12); (11) rodzaj podstawnika w pozycji
C-3 w przypadku oksyméw z grupa =NOH w pierscieniu C; (I11) rodzaj grupy funkcyjnej
w pozycji C-17 triterpenu; (IV) obecnos¢ lub brak dodatkowej grupy karbonylowej
w potozeniu C-11 lub C-12 w przypadku oksymow z grupa =NOH w pierScieniu A,
i najwazniejszy aspekt: (V) rodzaj grupy acylowej w ugrupowaniu acyloksylowym.

Kluczowa role w powstawaniu 1 rozwoju wielu chorob, takich jak choroby
nowotworowe, odgrywa stan zapalny. Wiele triterpenow wykazuje obiecujace wilasciwosci
przeciwzapalne, co udowodniono w badaniach eksperymentalnych i klinicznych,
w wiekszos$ci byty to triterpeny z grupy ursanu, oleananu 1 lupanu.

Oprécz wilasciwosci przeciwzapalnych, kwas oleanolowy wykazuje rowniez dziatanie
przeciwbdlowe. Przeprowadzono na tym triterpenie liczne testy, z racji na jego obiecujace
dziatanie przeciwzapalne 1 udowodniono dla niego rézne drogi tej aktywnosci. Na przyktad,
w badaniach na ludzkich komoérkach s$rodblonka naczyniowego (HUVECS) wykazano
aktywno$¢ przeciwzapalng kwasu oleanolowego poprzez hamowanie uwalniania biatka
HMBG1, odbywajacego si¢ przy udziale liposacharydow (LPS) 1 ekspresji biatka
odpowiedzialnego za adhezj¢ (CAMs) [23]. HMGBI jest proteing, ktora podwyzsza ekspresje
cytokin prozapalnych w ostrych chorobach zapalnych. Lee i inni wykazal, ze OA (1)
w testach in vitro oraz in vivo obniza prozapalne odpowiedzi indukowane przez LPS przez
redukcje ekspresji jadrowego czynnika kB (NF-kB) i czynnik martwicy nowotworu o (TNF-
a, dwa biomarkery stanu zapalnego [24]. Z kolei jak wykazal Maia i inni [25], efekt
przeciwbdlowy kwasu oleanolowego (1) jest zalezy od zaaplikowanej dawki i zwigzany jest
z mechanizmem opioidowym i receptorami waniloidowymi.

Soldi i inni [26] testowal niektore syntetyczne 3-O-acylowe pochodne a- oraz
B-amyryny pod katem ich wilasciwosci przeciwbdlowych z wykorzystaniem modelu bdlu
wywotanego kwasem octowym. Uzyskane wyniki wskazywaty na istotne roznice w poziomie
aktywnos$ci przeciwbolowej pomiedzy otrzymanymi pochodnymi acylowymi, zalezne od
dlugosci tancucha 3-O-acylowego. Najbardziej aktywnymi zwigzkami okazaty si¢ pochodne:
propionylowa, heksanoilowa oraz oktanoilowa, z ta ostatnig jako najbardziej aktywna.
Powyzsze triterpeny byly znacznie bardziej aktywne niz kwas acetylosalicylowy 1 morfina,

uzyte jako substancje standardowe. Powyzsze wyniki zachgcily do otrzymania nowej
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pochodnej kwasu oleanolowego z ugrupowaniem acyloksyiminowym w pozycji C-3,
w ktorym to ugrupowaniu reszta acylowa zawieralaby osiem atoméw wegla.

Jak wiadomo od wielu lat, koniugat kwasu salicylowego z morfoling jest dobrze
znanym czynnikiem przeciwzapalnym [27]. Ester acetylowy powyzszego kwasu, znany jako
aspiryna, jest z kolei bardzo popularnym lekiem stosowanym w leczeniu bolu, gorgczki
i stanow zapalnych. Te fakty zainspirowaly do otrzymania pochodnej triterpenowej z trzema
elementami budowy, ktore mogg by¢ odpowiedzialne za wysoki poziom aktywnosci
przeciwzapalnej: (I) wigzanie podwojne pomiedzy atomem C-3 i atomem azotu (-N=C<);
reszte kwasu acetylosalicylowego przylaczona do powyzszej grupy -N=C< oraz (III) pierscien
morfolinowy zamiast grupy hydroksylowej znajdujacej si¢ w obregbie grupy —COOH.

Kolejnymi celami prezentowanego Osiggnie¢cia stala si¢ zatem synteza powyzej
zaprojektowanych O-acylowych oksyméw kwasu oleanolowego oraz ocena ich aktywnosci

przeciwbdlowej 1 przeciwzapalnej na modelu zwierzecym.

II. Omowienie osiagnie¢ naukowych
Il.1. Opracowanie metody syntezy O-acylowania oksyméw kwasu
oleanolowego. Ocena aktywnoSci przeciwnowotworowej otrzymanych

pochodnych w testach in vivo
Jak juz zaprezentowano wcze$niej [19], obecno$¢ ugrupowania hydroksyiminowego
(=NOH), a w szczegdlnosci podgrupy =N=0O- w pozycji C-3 szkieletu triterpenu ma
najwickszy wptyw aktywno$¢ przeciwnowotworowg pochodnych kwasu oleanolowego.
Pierwsza publikacja, ktéra jest czeScia prezentowanego Osiagniecia, opublikowana
w Organic and Biomolecular Chemistry (H.1), prezentuje nowa metode syntezy niektorych
pochodnych kwasu oleanolowego (1) oraz wpltyw rodzaju i lokalizacji réznych
podstawnikow, ktore zostaty wprowadzone do czasteczki kwasu oleanolowego, na aktywnos$¢
przeciwnowotworowa nowych substancji. Celem zbadania powyzszej zaleznosci ester
metylowy kwasu oleanolowego utleniano odczynnikiem Jonesa lub acylowano we wrzacym
bezwodniku octowym. Obydwa zwigzki utleniano nastgpnie kwasem
m-chloronadbenzoesowym (m-CPBA), otrzymujac, odpowiednio, 3,12-diketon (6a, Rys. 4)
lub 3-acetoksy-12-keton (7a). Jak wiadomo z pis$miennictwa, wigzanie podwojne w pomigdzy
atomami C-12 oraz C-13 w czasteczce acetylooleanolanu metylu moze by¢ utleniane

m-CPBA w chlorku metylenu w temperaturze pokojowej, w wyniku czego, jako glowny
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produkt, powstaje zwigzek z grupa ketonowag w pozycji C-12 [28]. Podobne utlenianie C-3
ketopochodnej triterpenowej z zastosowaniem m-CPBA w obecnosci Li;CO3 jest znane jako
utlenianie Bayera-Villigera [29] i prowadzi do zwigzku z rozszerzonym pier§cieniem A,
zawierajagcym dodatkowy atom tlenu (e-laktonowy pierscien A), ale z niezmienionym
wigzaniem podwojnym C-12-C-13. Jak wudowodnity dane spektralne, utlenianie
3-ketooleanolanu metylu m-CPBA bez dodatku weglanu litu czy innych dodatkowych
reagentow, prowadzi do diketonu 6a (Rys 4), z niezmienionym pierscieniem A.

Produkt reakcji 3-oksooleanolanu metylu z m-CPBA oczyszczano na kolumnie zelu
krzemionkowego. Pozwolito to wyeliminowa¢ koniczno$¢ uzycia dodatkowych odczynnikdéw
celem przeksztalcenia epoksydu powstalego po reakcji z nadkwasem w 12-keton.
W powyzszym procesie 0czyszczania na kolumnie chromatograficznej, zel krzemionkowy
odgrywal role katalizatora kwasowego, dzigki ktéremu zaszlo otwarcie pierscienia
epoksydowego w produkcie przejsciowym. Odpowiedni 3,12-diketon 6a (Rys. 4) otrzymano
z wydajnoscig powyzej 80% (H.1).

Diketon 6a otrzymano rowniez z monoketonu 7a, po alkalicznej hydrolizie tego

drugiego 1 dalszym utlenianiu powstatego produktu odczynnikiem Jonesa.

8a:R = CH3-CO

8b: R = CICH,-CO
8c: R = BrCH,-CO
8d: R = CH3-CH,-CO

8e: R = 0-NO,-C¢H,-CO
CH;C00

Rys. 4. Pochodne kwasu oleanolowego 6a, 6b, 7a, 7b, 8a — e o aktywnosci
przeciwnowotworowej, zawierajace grupe ketonowa, hydroksyiminowa lub acyloksyiminowa

w pozycji C-3 lub C-12.
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Powyzsze ketony, odpowiednio, 6a oraz 7a, poddano reakcji z chlorowodorkiem
hydroksyloaminy we wrzacym etanolu, na bazie procedury stosowanej do syntezy oksymow
w pozycji C-3. Jak wynika z danych spektralnych, jedyna grupa w obrebie czasteczki
diketonu 6a, ktora ulegta reakcji z powyzszym odczynnikiem okazata si¢ by¢ grupa C-3
ketonowa, otrzymano zatem, jako jedyny produkt tej reakcji, pochodng o charakterze
3-oksymu-12-ketonu, dotychczas nieznang w chemii triterpenow. Monoketon 7a tworzyt
odpowiedni C-12 monooksym 7b (Rys. 4).

Jak udowodnily nasze wczesniejsze eksperymenty [19], obecno$¢ grupy ketonowej
w pozycji C-12 obniza aktywnos$¢ przeciwnowotworowg otrzymanej pochodnej kwasu
oleanolowego. Zdecydowano zatem wykorzysta¢ do reakcji acylowania tylko oksym 7b; jest
to prosta chemiczna modyfikacja, ktora moze podwyzszy¢ aktywnos$¢ farmakologiczng tak
otrzymanych nowych pochodnych.

Znane s3 rozne metody acylowania oksymow triterpenowych. Dla przyktadu, Sun
1 wsp. acylowat dioksym betuliny bezwodnikami kwaséw karboksylowych we wrzacej
pirydynie w obecnosci 4-(N,N-dimetyloamino)pirydyny (DMAP) [21]. Ma i wsp. ogrzewat
we wrzgcym THF oksymy kwasu oleanolowego z chlorkami kwasow karboksylowych bez
dodatku innych reagentow, lub, w innych reakcjach, mieszat powyzsze oksymy z kwasami
karboksylowymi i N,N’-dicykloheksylokarbodiimidem (DCC) w THF w temperaturze
pokojowej [30]. Flekhter et al. acylowala oksymy lupanéw bezwodnikami kwasow
karboksylowych w benzenie [31]. Z kolei Mukherjee i in. mieszal oksym kwasu
betulonowego z chlorkiem acetylu lub chlorkiem kwasu p-toluenosulfonowego w DMF [32].
Hu et al. mieszal oksymy kwasu oleanolowego z bezwodnikiem octowym w pirydynie
w temperaturze pokojowej w obecnosci DMAP [33]. Genet et al. ogrzewal oksym kwasu
betulonowego i bezwodniki kwasoéw karboksylowych w pirydynie [34].

Pomimo faktu, ze wydajnosci takich reakcji acylowania oksymow byly
satysfakcjonujace (50 — 8%), jednakze przeprowadzanie takich transformacji chemicznych
wymagato zastosowanie toksycznych rozpuszczalnikow (pirydyna, benzen), niebezpiecznych
czynnikow acylujacych (chlorki kwaséw karboksylowych) oraz skomplikowanego procesu
oczyszczania z  zastosowaniem roznych rodzajow  chromatografii  kolumnowe;
(chromatografia kolumnowa na zelu krzemionkowym, RP-18, ODS, HPTLC), a w wielu

przypadkach proces oczyszczania na kolumnie zelu krzemionkowego musiat by¢ powtérzony
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lub pofagczony z innym rodzajem chromatografii, np. chromatografia kolumnowa na zelu
krzemionkowym oraz chromatografia RP-18 [32].

Wstepne badania przeprowadzone z zastosowaniem roznych rozpuszczalnikow (np.
dioksan, THF, DMF, CH.Cl,, CHCI3) wskazal na dioksan, jako najbardziej korzystny.
Najwyzsze wydajnosci, przy jednoczesnym najwyzszym stopniu czystosci uzyskanego
produktu, otrzymano podczas acylowania oksymow  triterpenowych stosujac kwasy
karboksylowe w obecnosci DCC bez ogrzewania. N,N’-dicykloheksylokarbodiimid (DCC)
jest znanym czynnikiem kondensujacym, ktérego glownym zastosowaniem jest reakcja
aminokwasow w syntezie peptydéw. Poniewaz jest dobrze rozpuszczalny w dioksanie, THF,
DMF 1 wielu innych rozpuszczalnikach organicznych, moze by¢ wygodnie zastosowany do
polaczenia oksyméw triterpenowych z czasteczkami kwasdéw karboksylowych. W takiej
reakcji czasteczka kwasu karboksylowegoy tworzy z czgsteczkg DCC tatwo odszczepiajaca
si¢ grupe, ktora moze zostal zastgpiona przez czgsteczke aminy (lub oksymu) podczas
substytucji nukleofilowej. Produkt uboczny, dicykloheksylomocznik, jest nierozpuszczalny
w rozpuszczalniku uzytym do reakcji acylowania, totez moze by¢ latwo odsaczony.
Eksperymenty przeprowadzone z zastosowaniem roéznych proporcji molowych oksymu,
kwasu karboksylowego i DCC wskazaty, ze najbardziej korzystne proporcje, zarbwno pod
wzgledem chemicznym jak 1 ekonomicznym, wynosza, odpowiednio: 1,0: 1,2 :1,5.

Nowa procedura acylowania oksymow triterpenowych obejmuje mieszanie reagentow
w temperaturze pokojowej w dioksanie, lub, czasami, w THF lub DMF (w zaleznosci od
rozpuszczalnosci kwasu karboksylowego) do momentu catkowitego przereagowania substratu
triterpenowego (kontrola TLC), oddzielenie produktu ubocznego (odsaczenie), wylanie
otrzymanego przesaczu do okoto 5-krotnej objetosci wody, lekko zakwaszonej HCI,
odsaczenie otrzymanego osadu (lub, w niektoérych przypadkach, ekstrakcja, jesli osad nie
ulegal wyraznemu upostaciowaniu), wysuszeniu i krystalizacji lub ponownemu wytraceniu
jesli krystalizacja zawiodla. Jako czynniki acylujace zastosowano rozne alifatyczne
i aromatyczne kwasy karboksylowe.

Sposrod pochodnych kwasu oleanolowego otrzymanych w publikacji H.1, dwa znane
zwiazki: diketon 6a i monoketon 7a (Rys. 4), jak rowniez siedem nowych pochodnych: dwa
oksymy (3-oksym-12-keton 6b, 12-monooksym 7b) i pi¢¢ acylowanych 12-monooksymow
(8a — e) poddano testom na aktywnos$¢ przeciwnowotworowa z wykorzystaniem linii komorek
nowotworowych KB, MCF-7 oraz HeLa i testu z sulforodaming B (SRB). Jak wiadomo

z danych pi$miennictwa [32], wprowadzenie grupy propionoksylowej do czasteczki triterpenu

Autoreferat Strona 14



moze podwyzszy¢ aktywnos$¢ farmakologiczna nowej pochodnej, stad tez spodziewano sig, ze
pochodna 8d, z ugrupowaniem propionoksyiminowym w pozycji C-12 bedzie najbardziej
aktywna, w stosunku do badanych linii nowotworowych.

Wartos¢ 1Cso  uzyskana dla kwasu oleanolowego (1) dla linii komorek
nowotworowych KB, MCF-7 oraz HelLLa wynosita, odpowiednio, 14,93, 13,95 oraz 11,82 uM,
(H.1). Z kolei wartosci ICsp dla badanych pochodnych powyzszego kwasu (1), tj. dla
zwigzkoéw 6a, 6b, 7a, 7b i 8a — 8e (Rys. 4) wahaty si¢ od 0,72 do 10,10 uM dla linii KB (za
wyjatkiem zwigzku 8a), od 1,60 do 11,27 uM (oprécz zwigzkéw 6a, 7a i 8a) dla linii MCF-7
oraz od 1,34 do 9,84 uM (znéow oprocz pochodnej 8a) dla linii HeLa. Analiza struktury
chemicznej badanych zwigzkow oraz poziomu ich aktywnosci wykazata wyrazng zaleznosc.
Ketony: 6a (z dodatkowym ugrupowaniem C-3 ketonowym) oraz 7a (z grupa acetokSylowa
w tej samej pozycji C-3) byly umiarkowanie aktywne, wartos$¢ 1Csq przekroczyta 15,00 uM.
Powyzsze dane potwierdzaja wczesniejsze obserwacje, ze obecnos¢ grupy ketonowej
w pozycji C-12 czasteczki pochodnych kwasu oleanolowego istotnie obniza poziom
aktywnosci przeciwnowotworowej. Oksymy: 6b i 7b byly okoto 6 — 9-razy bardziej aktywne
w stosunku do badanych linii komérek nowotworowych niz macierzysty zwigzek, kwas
oleanolowy (1) (H.1). Dane te wskazujg z duzym prawdopodobiefistwem, ze obecno$¢ grupy
hydroksyiminowej, zarbwno w pozycji C-3 jak i C-12, jest odpowiedzialna za wysoki poziom
aktywno$ci przeciwnowotworowej triterpenu.

Acylowany oksym 8a (Fig. 4), z grupa acetoksyiminowg w pozycji C-12
i ugrupowaniem acetoksylowym w pozycji C-3, okazat si¢ nieaktywny, wartos¢ 1Csq dla tego
zwigzku przekraczata 15,00 uM. Oznacza to, ze grupa C-12 acetoksylowa jest elementem
strukturalnym ostabiajagcym aktywno$¢ przeciwnowotworowa triterpenu.

Czasteczki nowych produktow 8b — 8e, z grupa C-3 acetoksylowa, zmodyfikowano
poprzez wprowadzenie grupy halogenoacetoksylowej (8b, 8c), propionoksylowej (8d) lub
o-nitrobenzoiloksylowej (8e) zamiast grupy hydroksylowej w obrebie ugrupowania
hydroksyiminowego. Wszystkie otrzymane w ten sposob zwigzki byly istotnie bardziej
aktywne w stosunku do badanych linii komoérek nowotworowych, w poréwnaniu
z macierzystym kwasem oleanolowym (1). Pochodna 8b, z grupa chloroacetoksylowa
w potozeniu C-12, byta okoto 1.3 — 1.6 razy bardziej aktywna niz macierzysty triterpen (1)
w stosunku do badanych linii komorkowych, z warto$ciami 1Cso W zakresie 7,26 — 9,42 uM,
zwiazek 8¢, z ugrupowaniem bromoacetoksylowym w tej samej pozycji C-12, byt nawet 3 — 4

razy bardziej aktywny niz OA (1), wartosci 1Cso wahaty si¢ od 3,76 do 4,90 uM, natomiast
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pochodna 8e, z uktadem o-nitrobenzoiloksyiminowym, byta okoto 1,5 raza bardziej aktywna
niz macierzysty kwas oleanolowy (1) w stosunku do komoérek KB, MCF-7 oraz HelLa (I1Cso
9,28 - 10,10 uM).

Najbardziej perspektywiczne rezultaty otrzymano dla O-acylowanego C-oksymu 8d,
z ugrupowaniem propionoksyiminowym w potozeniu C-12 szkieletu oleananu. Zwigzek ten
okazal si¢ by¢ okoto 6,5 razy bardziej aktywny niz OA (1) w stosunku do liniit MCF-7 oraz
HelLa (ICso, odpowiednio, 2,13 oraz 1,87 uM) i az 21 razy bardziej aktywny niz OA (1)
w stosunku do linii nowotworowej KB, wartos¢ 1Cso wynosita 0,72 pM.

Powyzsze rezultaty potwierdzaja wczesniejsze zalozenie, ze wprowadzenie grupy
propionylowej] w miejsce hydroksylowej w obrebie ugrupowania hydroksyiminowego
podwyzsza aktywnos$¢ przeciwnowotworowg nowej pochodnej. Zwigzek 8d, z takim wiasnie
podstawnikiem, w porownaniu do macierzystego oksymu 7b wykazywat wprawdzie zblizony
poziom aktywnosci przeciwnowotworowej w przypadku komoérek Hel a, ale ta sam pochodna
8d byta niemal 3 razy bardziej aktywna w stosunku do komorek nowotworowych KB i ponad
5 razy bardziej aktywna, w porownaniu do oksymu 7b, w stosunku do linii MCF-7.

W poszukiwaniu nowych aktywnych i perspektywicznych przeciwnowotworowych
pochodnych kwasu oleanolowego zwrocono uwage na potaczenia triterpendéw 1 zwigzkow
heterocyklicznych, réwniez o aktywnoS$ci przeciwnowotworowej. Kwasy 4-tiazolidono-3(5)-
karboksylowe reprezentuja jedng z najbardziej obiecujacych grup sposrod analogow
4-tiazolidonu i pokrewnych pochodnych, bedgcymi zwigzkami o szerokim spektrum
wiasciwos$ci farmakologicznych, w tym przeciwnowotworowych [35]. Poniewaz triterpeny
wykazujg wpltyw na transport przezskorny [np. 36 — 38], hybrydy typu triterpen — 4-tiazolidon
moglyby by¢ zastosowane jako systemy przenosnikowe, w ktorych fragment triterpenowy nie
tylko wykazuje wilasciwosci przeciwnowotworowe, ale rOwniez odgrywa rolg transportera
biologicznie aktywnego fragmentu z uktadem 4-tiazolidonu. Polaczenie powyzszych dwoch
fragmentow w jedng czasteczke moze podwyzszy¢ aktywnos$¢ obydwu fragmentow i/lub
poprawi¢ charakterystyke lekopodobng czasteczKi.

Druga praca stanowiaca czgs¢ prezentowanego Osiggnigcia, opublikowana
w Medicinal and Chemistry Research (H.2), omawia zastosowanie opracowanej metody
acylowania oksymow kwasu oleanolowego oraz dzialanie przeciwnowotworowe otrzymanych
pochodnych. Rys. 5 przedstawia struktury otrzymanych pochodnych kwasu oleanolowego

0 charakterze O-acylowanych oksymow (zwigzki 9a — p).
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Celem otrzymania zadanych zwiazkéw 9a — p, oksymy kwasu oleanolowego,
o strukturach A — D, acylowano heterocyklicznymi kwasami karboksylowymi z pierscieniem
tiazolu w obecnosci N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu (DCC), w osuszonym dioksanie lub
THF w temperaturze pokojowej, zgodnie z metodg opracowang i omowiong w H.1. Reakcje
kontrolowano metoda TLC. Struktury otrzymanych pochodnych 9a — p potwierdzono
metodami spektralnymi (IR, *H NMR, **C NMR, MS).

9h: B, x=1, R=0CH;
9i: B, x=2, R=N(CHy),

9j: A, Z=single bond
9k: B, Z =single bond
9l: B, Z=doublebond
9m: C, Z =single bond
9n: C, Z=double bond
90: D, Z=single bond
9p: D, Z=double bond

Rys. 5. Pochodne kwasu oleanolowego 9a — p o aktywnoS$ci przeciwnowotworowej z grupg

acyloksyiminowa w pozycji C-3 zawierajaca zmodyfikowany pier§cien tiazolinowy.

Nowo otrzymane zwigzki zostaly poddane badaniom screeningowym in Vitro,
przeprowadzanym przez program National Cancer Institute (NCI) Developmental Therapeutic

Program [39], pod katem oceny ich aktywnosci przeciwnowotworowej. Zgodnie z protokotem
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US NCI zastosowana zostala metoda SRB [41]. Badane O-acylowane pochodne oksymow
kwasu oleanolowego =zostaly najpierw poddane wstgpnym testom na aktywno$¢
przeciwnowotworowa na okolo 60 liniach komérek nowotworowych, dla stezenia 10° M.
Linie komoérek ludzkich nowotworéw wywodzity si¢ z dziewigciu typow i1 byly to
nowotwory: biataczki, czerniaka, ptuc, jelita grubego, centralnego uktadu nerwowego, jajnika,
nerek, prostaty i piersi. Wyniki przedstawiono jako procentowy wzrost ilosci komoérek
nowotworowych traktowanych roztworem badanego triterpenu w stosunku do proby
kontrolnej, ktora stanowily te same komorki nie poddane dziataniu triterpenu.

Wprawdzie testowane O-acylowane oksymy kwasu oleanolowego 9a — p (Rys. 5)
wykazywaty umiarkowane dziatanie przeciwnowotworowe, ale jednoczesnie wykazaly
istotny specyficzny wptyw na niektore linie komorek nowotworowych. Analiza otrzymanych
wynikow wskazala, Zze najbardziej wrazliwe na dziatanie triterpendw, sposrod wszystkich
badanych linii komorek nowotworowych, okazaly si¢ wszystkie rodzaje biataczki,
w szczegdlnoscei jesli chodzi o aktywnos¢ przeciwnowotworowsg pochodnych 9h i 9i, obydwie
one posiadaly uklad aromatyczny przylgczony do pierscienia tiazolidynonu. Acylowane
oksymy 9a — p powodowaty nie tylko zahamowanie wzrostu ilo$ci komorek nowotworowych,
ale nawet Smier¢ tych komorek, co zostalo wyrazone jako przyrost ilosci komorek
nowotworowych ze znakiem ujemnym. Ten fakt moze zosta¢ wykorzystany w przysztosci
podczas projektowania syntezy czynnikow przeciwbiataczkowych.

Najbardziej perspektywicznymi zwigzkami o dziataniu przeciwnowotworowym
okazaly si¢ acylowane oksymy 9b, 9d oraz 9l, przy czym najbardziej aktywny byt ten ostatni
(H.2). Wymienione trzy zwigzki wybrano do zaawansowanych badan screeningowych,
rowniez na 60 liniach komoérek nowotworowych wymienionych powyzej typdw, ale w pieciu
réznych stezeniach (10 — 10 M). Wyniki wyrazono jako log Glso, log TGI, log LCso (Glso:
stezenie molowe zwigzku powodujace 50% zahamowanie wzrostu komorek; TGI: stezenie
molowe zwigzku powodujace calkowite zahamowanie wzrostu komoérek; LCso: stgzenie
molowe zwiazku powodujace $mier¢ 50% komorek). Otrzymane wyniki wykazaly, zZe
zwigzek 9l charakteryzowatl si¢ wywieraniem silnego efektu na wszystkie rodzaje komorek
nowotworowych z nieznaczng selektywnos$cig w stosunku do linii komorek réznych typow
biataczek. Acylowane oksymy 9b oraz 9d wykazywaty tagodne parametry dawkozalezne.

Z nienowotworowego testu toksycznosci przeprowadzonego na zwierzgtach [42]
wynikalo, ze zwigzek 91 wykazal maksymalng dawke tolerowana powyzej 400mg/kg. Fakt ten

moze zosta¢ wykorzystany celem obliczenia dawki badanego triterpenu 9l podawanego
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myszom  podczas  badan  aktywno$ci  przeciwnowotworowej  tego  zwiagzku

w przeprowadzanych w przysziosci testach in vivo.

Jak przedstawiono w H.1 oraz H.2, reakcje acylowania oksymoéw kwasu
oleanolowego polegaty na uzyciu niewielkiego nadmiaru kwasu karboksylowego oraz DCC
jako czynnika sprzegajacego, co prowadzilo do otrzymania zaplanowanych O-acylowanych
oksymoéw z wysokimi wydajnosciami i o wysokim stopniu czystosci. Trzecia praca
wchodzaca w sktad Osiggnigcia Habilitacyjnego, opublikowana w Phytochemistry Reviews
(H.3) prezentuje przeglad metod acylowania oksymow triterpenowych w latach 1998 — 2013,
facznie z metodg przedstawiong w H.1l oraz H.2. Jak prezentuje przeglad piSmiennictwa
dotyczacego tej tematyki, O-acylowane oksymy otrzymano w grupie triterpenéw o szkielecie
lupanu (betulina, kwas betulinowy i otrzymane z betuliny: 28-oksoallobetulon oraz
allobetulon, o odmiennym szkielecie) i oleananu (kwas oleanolowy, maslinowy
i glicyretynowy). Reakcje przeprowadzono z zastosowaniem réznych metod, takich jak:

1)  ogrzewanie we wrzacej pirydynie roztworu oksymu triterpenowego, bezwodnika kwasu
karboksylowego i DMAP;

2)  mieszanie roztworu oksymu triterpenowego i bezwodnika kwasu karboksylowego bez
dodatku katalizatora czy czynnika sprzegajacego w pirydynie w temperaturze
pokojowej;

3)  mieszanie roztworu oksymu triterpenowego, bezwodnika kwasu karboksylowego oraz
trietyloaminy (EtsN) w benzenie w temperaturze pokojowej;

4)  mieszanie roztworu oksymu triterpenowego, bezwodnika kwasu karboksylowego oraz
DMAP w THF w temperaturze pokojowej;

5)  mieszanie roztworu oksymu triterpenowego, bezwodnika kwasu karboksylowego, EtsN
i DMAP w chlorku metylenu w temperaturze pokojowej;

6) mieszanie roztworu oksymu triterpenowego i chlorku kwasu karboksylowego bez
katalizatora czy czynnika sprzggajacego w DMF w temperaturze pokojowej;

7)  mieszanie roztworu oksymu triterpenowego i chlorku kwasu karboksylowego bez
katalizatora czy czynnika sprzegajacego w THF w temperaturze 60 °C;

8)  mieszanie roztworu oksymu triterpenowego, kwasu karboksylowego, DMAP i DCC
w THF w temperaturze pokojowej;

9)  mieszanie roztworu oksymu triterpenowego, kwasu karboksylowego i DCC w dioksanie

(rzadziej w DMF lub w THF) w temperaturze pokojowej; metoda mojego autorstwa.
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Wydajnosci otrzymania zadanych O-acylowanych oksyméw wahaty si¢ od 36% do >
90%, a w wielu przypadkach niezbedne byto stosowanie czasochlonnych metod oczyszczania
wymagajacych duzych iloéci rozpuszczalnikow (np. chrom. kolumnowa RP-18, a nastgpnie
chrom. kolumnowa na zelu krzemionkowym). Poréwnujac wszystkie te metody, mozna tatwo
zauwazyC, ze najwygodniejsza metoda syntezy O-acylowanych oksymoéw triterpenowych
stanowi ostatnie rozwigzanie, prowadzace do wysokich wydajnosci zadanych produktéw
(ponad 90%) o wysokim stopniu czystosci. Powyzszy prosty i szybki sposéb wymaga
zastosowania matych ilosci rozpuszczalnikoéw, doskonale rozpuszczajacych si¢ w wodzie, co
zapewnia prostg obrobke.

Poréwnanie metod O-acylowania oksymow triterpenowych, zaprezentowane
w powyzsze] pracy przegladowej (H.3) stanowilo doskonate potwierdzenie stusznosci
opracowania nowej wygodnej 1 efektywnej metody syntezy zadanych zwigzkow
chemicznych.

Nastepng grupa zwigzkow, ktore przyciagnely moja uwage, byly heterocykliczne
kwasy karboksylowe z uktadem norbornenu. Kwasy karboksylowe zawierajace krotki tancuch
alkilowy przylagczony poprzez atom azotu do uktadu norborneno-2,3-dikarboksyimidowego
okreslone zostaly, podczas poszukiwania zwigzkow cytotoksycznych, jako uklady
przysztosciowe [np. 41]. Zmodyfikowany uktad norbornenu moze by¢ uzyty jako nanono$nik
czynnikow przeciwnowotworowych. Biorgc pod uwage powyzsze fakty, zdecydowano
otrzymac pochodne oksyméw kwasu oleanolowego, w ktorych dokonane zostang dwa rodzaje
chemicznej modyfikacji czasteczki: (I) uktad C-3 hydroksyiminowy (HON=) zostat
acylowany grupami acylowymi zwierajgcymi krotkie tancuchu alkilowe, przytaczone poprzez
atom azotu do reszty norborneno-2,3-dikarboksyimidowej (w skrocie: norborneno-imidowej)
z zastosowaniem wcze$niej opracowanej metody, zaprezentowanej w H.1 oraz H.2 oraz
(II) grupe C-17 karboksylowa przeksztalcono w ester metylowy lub morfolid. Wyniki
opublikowano w Acta Poloniae Pharmaceutica (H.4). Struktury otrzymanych zwigzkow
przedstawia Rys. 6.

W wigkszosci wczesniej prezentowanych przypadkéw (H.1 oraz H.2) reakcja
O-acylowania oksymoéw kwasu oleanolowego byla zakonczona po okoto 30 minutach
mieszania. Acylowanie oksymow kwasu oleanolowego kwasami karboksylowymi z uktadem
norborneno-imidowym byta wydhizona do 60, a nawet 90 minut, prawdopodobnie z powodu
obecnosci duzych grup acylowych, ktére generuja zawade przestrzenng, a ponadto taki rodzaj

grupy alkilowej ostabia moc kwasu karboksylowego, z ktorego ta reszta si¢ wywodzi.
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Otrzymane O-acylowane oksymy kwasu oleanolowego 10a — c¢ oraz 1la - ¢, jak
réwniez zwigzek macierzysty (1) poddano badaniom biologicznym z zastosowaniem metody
MTT, celem oceny ich aktywnos$ci przecinowotworowej. W testach tych wykorzystano pie¢

linii komoérek nowotworowych: HeLa, KB, MCF-7, Hep-G2 and HDF.
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Rys. 6. Pochodne kwasu oleanolowego 10a — ¢ and 1la — c o aktywnosci

przeciwnowotworowej, z grupg C-3 acyloxyiminowa zawierajacg zmodyfikowany uktad

norbornenu.

W wyniku przeksztatlcenia kwasu oleanolowego (1) w ester metylowy z ukladem
norborneno-imido-acetoksyiminowym (zwigzek 10a) lub norborneno-imido-
propionoksyiminowym (pochodna 10b) w pozycji C-3 uzyskano poprawe aktywnosci
przeciwnowotworowej w porownaniu z kwasem oleanolowym (1). O-Acylowany oksym 10a
byt od 1,1- do 1,6-krotnie bardziej aktywny wzgledem badanych linii nowotworowych niz
kwas oleanolowy (1), wartosci ICsg wynosity od 9,33 uM (MCF-7) do 11,95 uM (HDF),
natomiast O-acylowany oksym 10b byt z kolei od 2,8- do nawet 5,1- krotnie bardziej aktywny
niz OA (1), wartosci 1Cso wahaty sie od 2,75 uM (MCF-7) to 4,36 uM (HDF). Obecnos¢
grupy acylowej z tancuchem izopropionowym (pochodna 10c) zamiast propionowym
(pochodna 10b) prowadzita do spadku aktywnosci cytotoksycznej: wartosci ICso dla zwigzku
10c wahaty si¢ od okoto 48 uM (KB) do okoto 98 uM (HDF). Wyniki te potwierdzity
wczesniejsze obserwacje, ze obecno$¢ w czasteczce grupy propionoksyiminowej istotnie
podwyzsza aktywno$¢ przeciwnowotworowg otrzymanego O-acylowanego oksymu

triterpenowego.
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Obecnos¢ grupy morfolidowej w pozycji C-17 zwigzkow 1la oraz 11c powodowata,
ze otrzymane morfolidy byly co najwyzej tak aktywne jak kwas oleanolowy, lub nawet
dziataly stabiej (11b).

Podejmujac kolejne proby zaprojektowania zwigzku chemicznego o podwyzszonej
aktywnos$ci cytotoksycznej, oksym oleanolanu metylu acylowano kwasem benzoesowym
I 3,5-dinitrobenzoesowym (H.5), stosujac Wczesniej opracowang metode. Struktury
otrzymanych zwigzkoéw przedstawia Rys. 8. Ze wzgledu na swoja zdolno$¢ do ulegania
procesom wieloelektronowej redukcji, aromatyczne zwigzki nitrowe uwazane sg za
obiecujgce czynniki cytotoksyczne [42]. Aktywnos$¢ biologiczna nitrozwigzkoéw jest zwigzana
z redukcjg grupy nitrowej, po ktorej to reakcji zachodzg interakcje aktywnych produktow
posrednich (nitrowe anionorodniki) z DNA, ktore indukuja uszkodzenia biochemiczne [43].
Ze wzgledu na duze podobienstwo pomigdzy enzymatycznymi reakcjami redox i reakcjami
elektrochemicznymi na granicy elektrody i roztworu, analiza mechanizmu elektrochemiczne;j
redukcji zwigzkéw nitrowych stanowi szeroko stosowang metode, pozwalajaca pozyskac
informacje dotyczace aktywnosci farmakologicznej zwigzku chemicznego zawierajacego
W Czgsteczce grupe nitrowa [44]. Aktywno$¢ przeciwnowotworowg badanych zwigzkow
oceniono dla pigciu linii komoérek nowotworowych: HelLa, KB, MCF-7, A-549 oraz HDF,
z zastosowaniem testu SRB, wyznaczono roéwniez wspdlczynnik selektywnosci SI badanych

zwigzkow.

12a 12b

Rys. 7. Pochodne kwasu oleanolowego 12a oraz 12b o dziataniu przeciwnowotworowym,
z grupg C-3 acyloksyiminowsg zawierajacg reszt¢ kwasu benzoesowego lub

3,5-dinitrobenzoesowego.

Zaobserwowano, ze O-acylowany oksym kwasu oleanolowego, zawierajacy grupe
benzoilowa (12a) wykazywal staby efekt cytotoksyczny w stosunku do wszystkich badanych

linii komoérek nowotworowych, wartosci ICso znajdowaty si¢ w zakresie ~73 — 113 uM (dla
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kwasu oleanolowego, 1, wartosci te wynosily ~8 — 18 uM). Dla 3,5-dinitropochodnej oksymu
kwasu oleanolowego (12b) wartosci ICso wahatly si¢ od ~4 — 6 uM. Celem sprawdzenia, czy
dinitropochodna 12b moze ulega¢ reakcjom redox w obrgbie komorki, zastosowano techniki
elektrochemiczne: cykliczng woltamperometrig, spektroelektrochemie UV-Vis oraz
spektroskopie elektronowego rezonansu  paramagnetycznego (electron paramagnetic
resonance, EPR).

Pomiary elektrochemiczne z zastosowaniem cyklicznej woltamperometrii wykazaty,
ze O-acylowany oksym 12b, zawierajacy grupe 3,5-dinitrobenzylowa w obrebie ugrupowania
acyloksyiminowego, ulega wieloetapowej redukcji, z wytworzeniem anionorodnikéw. Widmo
UV-Vis wykazalo, ze generowane elektrycznie anionorodniki powstale ze zwigzku 12b sa
wzglednie state 1 nie ulegaja dalszym przemianom, grupa nitrowa nie jest protonowana, a jej
redukcja zachodzi poprzez anionorodnik nitrozylowy. Pomiary EPR potwierdzily obecnos¢
5-podstawionego anionorodnika 1,3-dinitrobenzenowego, wywodzacego si¢ z pochodnej 12a.

Wartosci SI kwasu oleanolowego i jego oksymow 12a oraz 12b wykazaly, ze
wprawdzie dziatanie cytotoksyczne najbardziej aktywnego zwigzku, O-acylowanego oksymu
12b bylo ponad trzy razy silniejsze, niz dziatanie OA (1), to jednak warto$¢ SI dla tegoz
oksymu 12b okazata si¢ by¢ poréwnywalna do wartosci SI kwasu oleanolowego (1). Nawet
jesli jednak wartosci SI dla badanych zwigzkoéw 1, 12a oraz 12b nie byly szczegdlnie
wysokie, to otrzymane wyniki wykazaly, ze cytotoksyczno$c grupy nitrowej moze zostac
skierowana ku specyficznym rodzajom nowotworu.

Powyzsze rezultaty zostaty opublikowane w Future Medicinal Chemistry (H.5).

Nowe  O-acylowane  oksymy  kwasu oleanolowego o  aktywnosci
przeciwnowotworowej oraz opracowana metoda ich syntezy zostaty objete polskim patentem
(H.6).

Wszystkie powyzsze wyniki sugeruja potrzebg przeprowadzenia dalszych
eksperymentow w zakresie O-acylowanych oksyméw kwasu oleanolowego, jako

przysztosciowych czynnikéw przeciwnowotworowych.
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Il. 2. Synteza nowych O-acylowych pochodnych kwasu oleanolowego oraz
ocena ich aktywnosci przeciwbolowej i przeciwzapalnej

Wezesniej opracowang metode syntezy O-acylowanych oksyméw  kwasu
oleanolowego zastosowano rowniez do otrzymania nowych pochodnych o aktywnosci
przeciwbolowej 1 przeciwzapalnej. Wyniki zaprezentowano w pracy opublikowanej
w European Journal of Pharmacological Sciences (H.7). Jak wykazat Soldi [26], 3-O-
acylowe pochodne triterpenowe z tancuchem oktanowym byly najbardziej aktywnymi
czynnikami przeciwbélowymi w modelu bolu wywotanym dziataniem kwasu octowego.
W swietle tych rezultatéw moje starania dotyczace otrzymania nowych zwiazkoéw o dziataniu
przeciwbdlowym 1 przeciwzapalnym rowniez skupity si¢ na strukturalnej modyfikacji
w pozycji C-3 kwasu oleanolowego (1) z zastosowaniem reszty oktylowej.

Panel chemiczny eksperymentéw zawieral syntez¢ oksymu kwasu oleanolowego ze
zmodyfikowang grupg C-17 karboksylowa i dalsze O-acylowanie otrzymanej pochodnej
hydroksyiminowej. Poniewaz triterpeny z niezmieniong grupg C-17 —COOH s3 mnie;]
rozpuszczalne w réznorodnych rozpuszczalnikach stosowanych w badaniach biologicznych,
zdecydowano przeksztalci¢ powyzsza grupe karboksylowa w ester metylowy. Zaplanowany
3-O-acylowany oksym oleanolanu metylu (Rys. 8, zwigzek 13a), uzyskany w rezultacie
trzech kolejnych etapéw syntezy, otrzymano z wydajnoscia okoto 93%, w formie
bezpostaciowego proszku. Poddano go serii eksperymentéw biologicznych, oceniajacych jego
toksyczno$¢ ostra, wplyw na aktywno$¢ ruchowa zwierzat, jak rowniez aktywnosc

przeciwbdlowa 1 przeciwzapalng.

13a 13b

Rys. 8. Pochodne kwasu oleanolowego 13a oraz 13b o dziataniu przeciwbolowym

1 przeciwzapalnym, z grupa C-3 acyloksyiminowg zawierajaca reszt¢ kwasu oktanowego lub

aspiryny.
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Jak udowodnity otrzymane wyniki, zwigzek 13a wykazat niskg toksycznos¢, wartos$é
LDsp wynosita ponizej 2,0 g/kg (H.7). Ponadto omawiany O-acylowany oksym nie wywierat
wptywu na aktywno$¢ ruchowg zwierzat, zatem mozna réwniez wykluczy¢ wywieranie przez
ten zwigzek dzialania stymulujgcego, jak i sedatywnego. Stwierdzono rowniez, ze zwigzek
13a wywolywatl dziatanie przeciwbdlowe (analgetyczne) w dawce 300,0 mg/kg po 60
minutach od momentu jego podania zwierzeciu. Po tgcznym podaniu zwigzku 13a (3,0, 30,0
100,0 oraz 300,0 mg/kg, s.c.) oraz morfiny (5,0 mg/kg, s.c.) efekt synergistyczny
zaobserwowano w przypadku dwoch dawek zwigzku 13a: 30,0 oraz 300,0 mg/kg. Ponadto
zwigzek 13a wykazywat dziatanie przeciwzapalne, o U-ksztaltnej krzywej zaleznosci dawka-
odpowiedz. Efekt ten byl poréwnywalny z efektem zaobserwowanym dla diklofenaku
w dawce 3,0 mg/kg. Triterpen 13a nie wywolywal jednak istotnych interakcji z tym
niesteroidowym lekiem przeciwzapalnym.

W  poszukiwaniu nowych O-acylowanych oksyméw kwasu oleanolowego
o aktywnosci farmakologicznej, uwage zwrdcono na morfolidy. Jak wykazaly nasze
wczesniejsze eksperymenty, morfolidy kwasu oleanolowego ze zmodyfikowana grupa
w pozycji C-3 sa skutecznymi promotorami transportu przez skornego progesteronu w tescie
na modelu skory ludzkiej [45]. Jednoczesnie O-acylowane oksymy morfolidu kwasu
oleanolowego wykazuja pewien poziom aktywnosci przeciwnowotworowej (H.4). Jak juz
wspomniano wczesniej, koniugat kwasu salicylowego 1 morfoliny wykazywat wlasciwosci
przeciwzapalne [27]. Maia udowodnit, ze kwas oleanolowy wykazuje dawkozalezne dziatanie
przeciwbdlowe (antynocyceptywne), a jego dziatanie jest zwigzane 2z receptorami
waniloidowymi i opioidowymi [25]. W $wietle powyzszych faktow zdecydowano potaczyé
trzy elementy wykazujace aktywnos$¢ przeciwbolowa (analgetyczng) lub/i przeciwzapalna:
(D) szkielet oleananu, (II) pierscien morfolinowy oraz (III) reszte kwasu acetylosalicylowego.
Ostatni etap chemicznych transformacji, prowadzacy do ,,3-O-aspirynoksyiminowe;j”
pochodnej morfolidu kwasu oleanolowego przeprowadzono z zastosowaniem wcze$niej
opracowanej metody, obejmujacej mieszanie reagentow w dioksanie w temperaturze
pokojowej w obecnosci DCC jako czynnika kondensujacego. Strukturg otrzymanego
O-acylowanego oksymu przedstawiono na Rys. 8, zwigzek 13b. Otrzymany koniugat
triterpen-aspiryna  poddano serii badan biologicznych, celem oceny aktywnos$ci
przeciwbolowej (analgetycznej) i1 przeciwzapalnej. Wyniki tych eksperymentow zostaty

opublikowane w Frontiers in Pharmacology (H.8).

Autoreferat Strona 25



O-acylowany oksym 13b (Rys. 8) wykazat niskg toksycznos¢, o wartosci LDsg ponizej
2g/kg; zwiazek ten nie spowodowal §mierci ani efektu toksycznego testowanych zwierzat
w ciggu nastepnych 21 dni. Nie wykazat wptywu na aktywno$¢ ruchowa myszy, stad
wykluczono jego efekt stymulacyjny i sedatywny, podobnie, jak mialo to miejsce
w przypadku triterpenu 13a (H.7). Jednorazowe podanie zwigzku 13b w zadnej z dawek:
0,3, 3,0, 30,0 ani 300,0 mg/kg (p.0.) nie spowodowalo istotnych réznic w aktywnosci
horyzontalnej myszy. O-acylowany oksym 13b wykazal proporcjonalne, dawkozalezne
dziatanie przeciwbolowe (antynocyceptywne) oraz silng dawkozalezng aktywnos¢
przeciwzapalng 0 odwrotnej U-ksztaltnej krzywej zaleznosci dawka-odpowiedz, z maksimum
dla dawki 30,0 mg/kg. Po tacznym podaniu zwigzku 13b (30,0 mg/kg, s.c.) oraz morfiny
(5,0 mg/kg, s.c.) zaobserwowano spadek aktywnosci przeciwbdlowej, podczas gdy po
jednoczesnym podaniu zwigzku 13b i naloxonu (3,0 mg/kg, s.c.) nie stwierdzono takiego
efektu synergistycznego, co raczej wyklucza opioidowy mechanizm dziatania triterpenu 13b.
Po lacznym podaniu tego zwigzku 13b z kwasem acetylosalicylowym w tescie hot plate
badany zwigzek 13b wykazywal wyraznie podwyzszony poziom aktywnosci przeciwbdolowe;.
Dane te wskazuja raczej, ze za poziom aktywnosci przeciwbdlowej i1 przeciwzapalnej
odpowiada cala czasteczka zwigzku 13b, jednakze nie mozna wykluczyé, ze efekt
sumaryczny jest wywolany zarowno przez reszte kwasu acetylosalicylowego jak 1 przez
fragment triterpenowy. Nie zaobserwowano tolerancji na pochodng triterpenowa 13b, jako ze
dziatanie przeciwbdlowe i1 przeciwzapalne po dlugotrwalym podawaniu O-acylowanego
oksymu 13b bylo porownywalne z dziataniem po jednorazowej aplikacji triterpenu.

Wida¢ wyraznie, ze mechanizm dziatania przeciwzapalnego pochodnej 13b (jak
1 zwigzku 13a) nie jest prosty 1 wymaga dalszych, bardziej zaawansowanych badan

biologicznych.

Wyniki otrzymane dla zwigzku 13b i opublikowane w H.8 zostaty nominowane do
nagrody w 3 polskiej edycji konkursu Prix Galien w kategorii “Innowacyjne odkrycie
naukowe” na podstawie zgloszenia zatytulowanego ,,Biokoniugat naturalnie
wystepujacego triterpenu i aspiryny, jako wysoce efektywna substancja przeciwbdlowa

i przeciwzapalna”, 2015.

Wyniki Osiagnigcia Habilitacyjnego zostaly rowniez zaprezentowane w postaci 13

posterow podczas miedzynarodowych 1 krajowych konferncji naukowych (Zatacznik 4,
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pozycje I11.B.1, 111.B.7, 111.B.9, 111.B.10, 111.B.12, 111.B.16, 111.B.17, 111.B.19, 111.B.20,
111.B.22, 111.B.23, 11.B.33 oraz 111.B.37).

I1.3. Wspotpraca

Testy MTT/SRB triterpenow (H.1, H.3, H.5) zostaty przeprowadzone przez Dr Piotra
Ruszkowskiego pod kierownictwem Prof. Dr hab. Bogustawa Htadonia lub Prof. Dr hab.
Przemystawa Mikolajczaka w  Katedrze 1 Zakladzie Farmakologii Wydzialu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Synteza kwasow karboksylowych z uktadem 4-tiazolidynonu (H.2) zostala
przeprowadzona przez Dr Danylo Kaminskyy’ego pod kierownictwem Prof. Romana
Lesyka, Department of Pharmaceutical, Organic and Bioorganic Chemistry, Lviv National
Medical University, Ukraina.

Synteza kwaséw karboksylowych z uktadem norborneno-imidowym (H.3) zostata
przeprowadzona przez Dr Dmytro Atamanyuka pod kierownictwem Prof. Romana Lesyka,
Department of Pharmaceutical, Organic and Bioorganic Chemistry, Lviv National Medical
University, Ukraina.

Pomiary elektrochemiczne wybranych triterpendéw zostaly przeprowadzone przez Dr
Katarzyne Krukiewicz oraz Dr Tomasza Jarosza pod kierownictwem Prof. Jerzego K. Zaka
w Katedrze Chemii Fizycznej i Technologii Polimerow Wydziatu Chemicznego Politechniki
Slaskiej w Gliwicach.

Eksperymenty dotyczace aktywnosci przeciwbdlowej i przeciwzapalnej wybranych O-
acylowanych oksymow kwasu oleanolowego zostaly przeprowadzone przez Dr Natalie
Wachowiak, Mgr Joann¢ Marciniak oraz Mgr Grzegorza Lewandowskiego pod
kierownictwem Prof. Dr hab. Przemystawa Mikolajczaka w Katedrze 1 Zakladzie

Farmakologii Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

I11. Podsumowanie i wnioski

Zaprezentowane powyzej wyniki udowodnily, Zze reakcja O-acylowania oksymow
kwasu oleanolowego jest wygodna metoda otrzymania nowych pochodnych o wysokim

poziomie  aktywno$ci  farmakologicznej.  Opracowana  metoda nie  wymaga
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toksycznych/niebezpiecznych  rozpuszczalnikow  ani  reagentow, jak  réwniez
skomplikowanych czy czasochtonnych proceséw izolowania i oczyszczania produktow.
Substraty w powyzszym przeksztalceniu chemicznym, réznorodne oksymy, moga by¢ tatwo
otrzymywane z macierzystego triterpenu (kwasu oleanolowego) w wyniku dobrze znanych
metod syntezy. Opracowana metoda obejmuje mieszanie oksymu w rozpuszczalniku,
najkorzystniej dioksanie, THF lub DMF, w temperaturze pokojowej z malym nadmiarem
kwasu karboksylowego oraz DCC jako czynnika kondensujacego. Zastosowanie kwasu
karboksylowego zamiast jego bezwodnika czy chlorku kwasowego oraz uzycie odpowiednio
dobranego czynnika kondensujacego, jakim jest DCC, przyspiesza acylowanie oksymu i tym
sposobem skraca czas takiego przeksztalcenia. Krotki czas reakcji nie wymagajacej
ogrzewania obniza koszty otrzymania pozadanego produktu. Zastosowanie jedynie malego
namiaru czynnika acylujacego i kondensujacego, jak rowniez matych ilo$ci rozpuszczalnika
oznacza wytwarzanie mniejszych ilosci odpadow chemicznych, mniejsze obcigzenie dla
srodowiska naturalnego 1 dalsze obnizenie kosztow syntezy. Zastosowanie dobrze
mieszajacego si¢ z woda rozpuszczalnika ulatwia obrobke mieszaniny poreakcyjnej oraz
izolowanie 1 oczyszczanie produktu. W wyniku racjonalnie zaplanowanej syntezy, jak
rowniez izolowania 1 oczyszczania, otrzymuje si¢ zwigzki chemiczne z wysokimi
wydajnosciami (powyzej 90%) oraz o wysokim stopniu czystosci.

Wykazano, ze otrzymane O-acylowane oksymy kwasu oleanolowego sg aktywnymi
czynnikami przeciwnowotworowymi. Analiza zaleznosci struktura-aktywnos$¢ wykazata, ze:
1) ugrupowanie O-acyloksyiminowe jest najwazniejszg grupg odpowiedzialng za

aktywno$¢ przeciwnowotworowg pochodnych kwasu oleanolowego (H.1 — H.5);

2)  grupa O-acyloksyiminowa moze by¢ umiejscowiona zardbwno w pozycji C-3, jak i C-12
(H.1 — H.5), ale w niektorych przypadkach korzystniejsze jest umiejscowienie jej
w pozycji C-12 (1Cso <2 uM, H.1);

3) grupa acetoksyiminowa w pozycji C-12 jest elementem strukturalnym obnizajacym
aktywno$¢ przeciwnowotworowa otrzymanego O-acylowanego oksymu kwasu
oleanolowego (H.1);

4)  obecno$¢ grupy ketonowej w pozycji C-12 czasteczki pochodnej kwasu oleanolowego
nie jest korzystna, poniewaz obniza poziom aktywnosci przeciwnowotworowej (H.1);

5)  grupa O-acyloksyiminowa powinna zawiera¢ krotki tancuch alkilowy (najkorzystniejsza

jest modyfikowana lub niezmieniona reszta kwasu propionowego, H.1, H.3), pierécien
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4-tiazolidynonu polaczony z uktadem aromatycznym (H.2), ugrupowanie norborneno-
2,3-dikarboksyimidowe (H.3) lub grup¢ 3,4-dinitrobenzoilowa (H.5).

6) grupa C-17 karboksylowa O-acylowanych oksymow kwasu oleanolowego powinna by¢
przeksztalcona w ester metylowy (H.1 — H.5), cho¢ w przypadku niektorych

pochodnych bardziej korzystna jest jej niezmieniona posta¢ (H.2).

Biorgc pod uwage aktywno$¢ farmakologiczng oksymoéw kwasu oleanolowego,
pochodnych 4-tiazolidynonu i pochodnych kwaséw norborneno-2,3-dikarboksyimidowych,
jest wysoce prawdopodobne, ze polaczenie triterpenu 1 powyzszych pochodnych
heterocyklicznych moze zosta¢ wykorzystane do zaprojektowania systemow dostarczajgcych
zwigzki aktywne, w ktorych zarowno fragment triterpenowy, jak i heterocykliczny, odgrywa
rolg czynnika przeciwnowotworowego, ale rowniez jeden z nich peli funkcj¢ nosnika
substancji drugiej (H.2, H.4).

Pomiary elektrochemiczne przeprowadzone dla oksymu kwasu oleanolowego
acylowanego kwasem 3,5-dinitrobenzoesowym, ktory byl aktywnym czynnikiem
przeciwnowotworowym wykazaty, ze zwigzek ten ulega wieloetapowej redukcji grupy
nitrowej (H.5).

Zastosowanie opracowanej, racjonalnie zaplanowanej metody O-acylowania oksymow
kwasu oleanolowego pozwolita otrzyma¢ niskotoksyczne zwigzki o wysokim poziomie
aktywnosci przeciwbdlowej i1 przeciwzapalnej. Grupa acyloksyiminowa tych pochodnych
zawierala reszte kwasu oktanowego lub acetylosalicylowego. Grupa C-17 karboksylowa

zostala przeksztalcona w ester metylowy lub morfolid (H.7, H.8).

Podsumowujac, opracowanie nowej, dogodnej, efektywnej i ekonomicznej metody
syntezy pochodnych triterpenowych pozwolila otrzyma¢ duza grupe nowych zwigzkow
z wysoka wydajnoscia oraz o wysokim poziomie czystosci. Uzyskane O-acylowane oksymy
kwasu oleanolowego czgstokro¢ wykazywaly wysoki poziom aktywnosci farmakologicznej.

Otrzymane rezultaty inspiruja do dalszych badan chemicznych i1 farmakologicznych.
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5. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych.
5.1. Osiagniecia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia

doktora nauk farmaceutycznych

Przed uzyskanie dyplomu doktora nauk farmaceutycznych moje zainteresowania
naukowe skupialy si¢ na chemicznych transformacjach pochodnych kwasu oleanolowego
1 byly przeprowadzane w dwodch obszarach: (I) Synteza pochodnych kwasu oleanolowego
z ukfadem laktamowym i tiolaktamowym bedacych promotorami transportu przezskdrnego
(temat mojej Rozprawy Doktorskiej) oraz (I1) Synteza pochodnych kwasu oleanolowego
0 perspektywicznym zastosowaniu.

Interesowatam si¢ rowniez kosmetologicznymi zastosowaniami triterpenow i kwasu

liponowego.

5.1.1. Pochodne kwasu oleanolowego z ukladem laktamowym
I tiolaktamowym jako promotory transportu przezskornego

Przezskorne aplikowanie aktywnych farmakologicznie substancji to jedna

z fundamentalnych metod aplikacji, znana i stosowana od wielkéw, gldwnie celem wywolania
dziatania miejscowego. Jednakze metoda ta jest ograniczona, poniewaz niewiele substancji
moze by¢ transportowanych przez skore, ktora stanowi naturalng biologiczng bariere dla
naszego ciata. Celem zwigkszenia tempa penetracji przezskornej leku lub kosmetyku przez
warstwe rogowa naskorka, niezbedny jest dodatek pewnego rodzaju substancji. Zwiazki takie
moga odwracalnie zaburzy¢ utozenie lipidow w warstwie rogowej, powodujagc w ten sposob,
Ze stanie si¢ ona bardziej przepuszczalna. Takie substancje znane sg jako promotory lub

akceleratory penetracji przezskorne;.
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W 1997 roku opisano wpltyw wolnego kwasu oleanolowego na cieklokrystaliczne
membrany liposomowe zbudowane z dipalmitynianu fosfatydylocholiny [1]. Triterpen ten
wykazal dziatanie modulujace plynnos¢ owych membran. Pino i in. [2] badali avicyny
(saponiny triterpenowe) jako promotory przenikania przezskornego z zastosowaniem
miejscowych anestetykow. Ze wzgledu na to, ze 1-dodecylazacycloheptan-2-one (Azone) jest
jednym z najbardziej efektywnych zwigzkéw, ktore aktywuja penetracje transdermalng
1 W swojej czasteczce zawiera siedmioczlonowy pier§cien z atomem azotu, postanowiono
otrzyma¢ pochodne kwasu oleanolowego z siedmioczlonowym pierscieniem, rowniez
zawierajacych atom azotu, i podda¢ je badaniom pod katem ich aktywnosci wspomagajace;j
transport przezskorny.

Podczas realizacji tego Projektu opracowano nowe metody syntezy, izolowania
1 oczyszczania znanych lub juz opublikowanych pochodnych kwasu oleanolowego Iub
usprawniono metody juz znane. Nalezg do nich np.: przeksztalcenie grupy C-17
karboksylowej w bromolakton, hydroksylakton lub morfolid, powtdrne przeksztalcenie
uktadu bromolaktonowego w wolng grupe karboksylowa, wprowadzenie dodatkowej grupy
karbonylowej w pozycji C-11 (,,utlenianie allilowe”) lub C-12, przegrupowanie Beckmanna
prowadzace do ukfadu laktamowego w pierscieniu A lub C, przeksztalcenie ukladu
laktamowego w tiolaktamowy, przeksztalcenie produktu przegrupowania Beckmanna do
produktu degradacji Beckmanna (,,Jaktamu” do ,,nitrylu”), réznorodne przeksztalcenia grupy
C-3 hydroksylowej, wprowadzenie dodatkowego pierscienia skondensowanego z ukladem
oleananu i inne. W niektérych przypadkach poréwnano rézne drogi otrzymania tego samego
zwiazku.

Przeprowadzenie eksperymentow chemicznych zaplanowanych do rozprawy
doktorskiej pozwolito zaobserwowaé roznice aktywnosci réznych grup funkcyjnych
w obrebie ukltadu oleananu, jak rowniez réznice w aktywnosci chemicznej podobnej (lub
takiej samej) grupy funkcyjnej znajdujacej si¢ w odmiennym sgsiedztwie (np. oksym
w pierscieniu C oleanolanu metylu versus oksym w pierscieniu C 13— 18-hydroksylaktonu
kwasu oleanolowego). Obserwacje i rezultaty otrzymane podczas wszystkich tych
eksperymentow zostaly zastosowane do dalszych syntez nowych pochodnych kwasu
oleanolowego, rowniez tych nie zawartych w Rozprawie Doktorskie;.

W  wyniku przeprowadzenia eksperymentow zaplanowanych do Rozprawy
Doktorskiej otrzymano obszerng grupe pochodnych kwasu oleanolowego (niemal 100

zwigzkow), w tym 58 nowych pochodnych, nie opublikowanych do roku 2007. Wérdd tych
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100 zwigzkow, 46 zawierato uktad laktamowy lub tiolaktamowy w pierscieniu A lub C. Kilka
z nich zawieraly dwa uktady laktamowe/tiolaktamowe (w pier§cieniu A oraz w C) badz jeden
uktad laktamowy i jeden tiolaktamowy w obrgbie tej samej czasteczki.

Wigkszo$¢ laktamow i tiolaktaméw badano w warunkach in vitro pod katem ich
zdolnosci do aktywowania transportu przezskornego z zastosowaniem metody Fiirsta [3]
I progesteronu jako substancji modelowej. Jest to szybka metoda pozwalajaca ocenic
aktywnoS$¢ przyspieszajaca transport przezskorny substancji z zastosowaniem modelu ludzkiej
skory, sktadajacego si¢ z pieciu lipofilowych membran.

Wszystkie otrzymane wyniki, dotyczace syntezy zaplanowanych zwiazkow, ich
aktywno$ci jako promotorow transport przezskornego i zaleznosci struktura-aktywnosé
zostaly zawarte w mojej Rozprawie Doktorskiej, zatytulowanej ,.Synteza laktamowych
1 tiolaktamowych pochodnych kwasu oleanolowego bedacych aktywatorami transportu
przezskorengo”, ktora zostata wyrdzniona przez Rektora Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu.

Czes$¢ powyzszych wynikow zostata opublikowana jeszcze przed otrzymaniem tytutu
Doktora, w formie 3 publikacji w czasopismach: Bioorganic and Medicinal Chemistry
Letters, Farmacja Polska oraz Wiadomosci Polskiego Towarzystwa Kosmetologicznego
(Zalgcznik 4, pozycje 11.LA.21, 11.D.5 oraz 111.E.4).

5.1.2. Synteza pochodnych kwasu oleanolowego o perspektywicznym
zastosowaniu

Druga cz¢$¢ pochodnych kwasu oleanolowego, ktora nie zostata objeta Rozprawg
Doktorska, zawiera roznorakie typy nowych zwigzkow, takich jak: (I) liczne estry kwasu
oleanolowego w obrebie grupy C-17 karboksylowej ich dalsze pochodne, (11) C-3 O-acylowe
pochodne kwasu oleanolowego i jego estrow otrzymane w reakcjach z bezwodnikiem
bursztynowym, glutarowym, ftalowym 1 innymi oraz produkty ich dalszych przeksztatcen
(1) hydroksy-, okso- i hydroksyimino-13—28-laktony i ich pochodne, (IV) réznorodne
amidy kwasu oleanolowego i ich dalsze pochodne, (V) pochodne z dodatkowym pierscieniem
hererocyklicznym, dobudowanym do szkieletu oleananu i wiele innych. Czg$¢ z tych
zwigzkow jest w treakcie badan np. pod katem ich aktywnoS$ci przeciwnowotworowej lub
wkrotce zostanie poddana badaniom, np. zdolnos$ci tworzenia zeli, badania napigcia

powierzchniowego, badania aktywnosci antyoksydacyjnej, itd.
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5.1.3. Kosmetologiczne zastosowania trdjterpenoidow

Aktywno$¢ kosmetologiczng triterpenéw omowiono w dwodch publikacjach
przegladowych. Pierwsza z nich, opublikowana w Polish Journal of Cosmetology, zawiera
informacje dotyczace zrodet niektorych triterpenow oraz zastosowania w kosmetykach owych
triterpenow, jak i ekstraktow roslinnych zawierajacych te zwigzki jako glowne skladniki
(Zatacznik 4, pozycja 11.D.3). Sposod triterpendw stanowiacych sktadniki kosmetykow do
najpopularniejszych naleza: kwas glicyretynowy, ursolowy, oleanolowy, betulinowy
i azjatykowy, betulina, lupeol, a- i B-amyryna, cykloartenol, arnidiol, faradiol oraz niektore
glikozydy triterpenowe, z escyna, ginsenozydami 1 azjatykozydem na czele. Liczne
zastosowania kosmetyczne znalazt rowniez skwalen, wielonienasycony weglowodor
alifatyczny, bedacy prekursorem terpenoidoéw i steroidow. Druga publikacja, opublikowana w
Wiadomosciach Polskiego Towarzystwa Kosmetologicznego, przegladowa skupia si¢ na
surowcach roslinnych 1 aktywnos$ci kosmetologicznej triterpendow o szkielecie oleananu. Do
najwazniejszych zwigzkéw tej grupy naleza: kwas oleanolowy, hederagenina, kwas
glicyretynowy, protoescygenina, barryngtogenina i ich naturalne pochodne (Zatgcznik 4,

pozycja I11.E.3).

5.1.4. Kosmetologiczne zastosowania kwasu liponowego

Wystepowanie, mechanizmy zastosowania kosmetologicznego oraz zrdédla kwasu
liponowego przedstawiono w trzech pracach przegladowych. Pierwsze dwie prace tego typu,
opublikowane w Polish Journal of Cosmetology oraz w Kosmetyka i Kosmetologia
(Zalgcznik 4, pozycja 11.D.2 oraz 111.E.2), omawiaja problem starzenia skory, tworzenia
zmarszczek, dzialania wolnych rodnikéw, wystepowania kwasu liponowego 1 jego
aktywnosci antyoksydacyjnej. Aktywnos$¢ ta dla kwasu liponowego wyraza si¢ roznymi
sposobami, takimi jak: deaktywacja wolnych rodnikow, naprawa zniszczen spowodowanych
ich dziataniem, regeneracja innych antyoksydantow, chelatowanie jondéw metali
i stymulowanie syntezy glutationu. Publikacja prezentuje rowniez rézne typy kosmetykow
zawierajacych kwas liponowy. Glowne Zrédla skfadnikow pokarmowych zawierajacych kwas
liponowy zostaty przedstawione w trzeciej pracy, rowniez opublikowanej w Polish Journal
of Cosmetology (Zatacznik 4, pozycja 11.D.4). Publikacja omawia rowniez biosynteze kwasu

liponowego oraz przedstawia chemiczne metody syntezy tego zwigzku.
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5.2. Osiagniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

nauk farmaceutycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych, moje zainteresowania
naukowo-badawcze, oprocz tych omowionych w ramach Osiggnigcia habilitacyjnego,
skupialy si¢ w nastepujacych obszarach: (I) Synteza, wiasciwosci fizyko-chemiczne oraz
okreslenie struktury pochodnych kwasu oleanolowego; (II) Synteza pochodnych triterpenéw
z grupy lupanu o aktywnosci przeciwnowotworowej; (IIl1) Synteza pochodnych kwasu
oleanolowego o aktywnosci proapoptotycznej; (IV) Immobilizacja i kontrolowane uwalnianie
triterpenéw z przewodzacych matryc polimerowych; (V) Rézne dziedziny zastosowania
triterpenéw; (V1) Synteza rdéznorodnych pochodnych triterpenowych o zastosowaniu

perspektywicznym.

5.2.1. Synteza, wlasciwosci fizyko-chemiczne oraz okreslenie
struktury pochodnych kwasu oleanolowego

Chemiczne przeksztatcenia kwasu oleanolowego, prowadzace do laktamu 1 tiolaktamu
w pierscieniu C acetylooleanolanu metylu zostaly opublikowane w Natural Product
Communications (Zalgcznik 4, pozycja 11/A/18). Byla to pierwsza praca dotyczgca syntezy
triterpenowego C-laktamu i C-tiolaktamu opublikowana w tych latach. Przedstawiono w niej
metody syntezy powyzszego C-latamu i C-tiolaktamu oleanolanu metylu. Na bazie danych
spektralnych udowodniono, ze C-laktam acetylooleanolanu metylu ma struktur¢ 12a-aza
(Rys. 9, zw. 15a), a nie 1la-aza. Biorgc pod uwage mechanizm przegrupowania Beckmanna,
przyjeto, ze macierzysty oksym (14), substrat w tej reakcji, jest izomerem E.

Przegrupowanie Beckmanna ketoksymu zazwyczaj prowadzi do ,normalnego”
produktu przegrupowania, czyli amidu; w przypadku cyklicznych ketoksymow taki
wewnetrzny amid znany jest jako laktam. Dla oksymow triterpenowych przegrupowanie
Beckmanna zachodzi dwukierunkowo i obok laktamu otrzymuje si¢ z niewielka wydajnoscia
(rzedu 20%) produkt ,anormalnego” przegrupowania Beckmanna, nitryl. W reakcji tej
powstaja rowniez produkty uboczne. Strukture jednego z takich produktéw ubocznych (RYys.
9, zw. 16), wyizolowanego z mieszaniny zwigzkow po przegrupowaniu Beckmanna oksymu
w pierScieniu C (14), okreslono z zastosowaniem metody rentgenograficznej. Mechanizm
przeksztalcenia prowadzacego do powyzszego zwiazku 16 pozostaje na razie nieznany

i wymaga dalszych badan. Powyzsze dane opublikowano w Acta Crystallographica E
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(Zalacznik 4, pozycja 11/A/17). Struktura anormalnego produktu przegrupowania Beckmanna

oksymu 14, czyli nitrylu, jest w trakcie badan rentgenograficznych.

14: R = CH;CO, 15a: R = CH,CO, X
15b: R = CH;CO, X

=0 16: R = CH3CO
S

15d:R= H, X=S§
15e: R = HOOC(CH,),CO, X =0
15f: R = HOOC(CH,),CO, X =S
Rys. 9. Struktury oksymu w pierscieniu C (14), C-laktamow (15a, 15c oraz 15e), C-
tiolaktamow (15b, 15d and 15f) oleanolanu metylu oraz chloropochodnej w pierscieniu C

14—28-olidu kwasu oleanolowego (16).

Laktam i tiolaktam w pierscieniu C, obydwa wywodzace si¢ z acetylooleanolanu
metylu (Rys. 9, zwigzki, odpowiednio, 15a oraz 15b) poddano alkalicznej hydrolizie
i dalszemu acylowaniu z zastosowaniem bezwodnika octowego lub bursztynowego.
Opracowane metody syntezy opublikowano w Natural Product Communications (Zatgcznik
4, pozycja 11/A/12). Acetylowanie C-3 hydroksylaktamu i tiolaktamu, odpowiednio, 15¢ oraz
15d, za pomocg bezwodnika kwasu bursztynowego, prowadzace do zwigzkow, odpowiednio
15e and 15f, przyspieszono, dodajac do mieszaniny reakcyjnej DMAP. Mechanizm takiej
reakcji wyjasniono w powyzszej publikacji. Struktury otrzymanych zwigzkoéw okreslono na
podstawie danych spektralnych.

W wyniku przegrupowania Beckmanna zwigzku z ukladem oksymowym w
pierscieniu A i jednocze$nie uktadem laktamowym w pier§cieniu C oleanolanu metylu (RYys.
10, zw. 17) otrzymano, jako produkt uboczny A-nitryl-C-laktam (18). Struktur¢ powyzszych
zwigzkow 17 oraz 18 opublikowano w Acta Crystallographica E (Zalacznik 4, pozycja
11/D/1).

Metod¢ przegrupowania Beckmanna oksymu w pierScieniu A oleanolanu metylu,
prowadzaca do otrzymania laktamu (Rys. 10, zw. 19) i nitrylu rowniez opracowano w ramach

eksperymentow do Rozprawy doktorskiej, a opublikowano w Journal of Molecular
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Structure (Zalacznik 4, pozycja 11/A/14). Praca zawiera rowniez metody identyfikacji estru
metylowego kwasu oleanonowego, jego oksymu, jak rowniez produktow normalnego
i anormalnego przegrupowania Beckmanna. Przedstawiono ponadto mechanizm

przeksztalcenia oksymu do powyzszych produktow (laktamu i nitrylu).

17 18 19

Rys 10. Struktury oksymu-laktamu (17), nitrylu-laktamu (18) oraz laktamu (19) pochodnych

oleanolanu metylu.

Utlenianie 3-O-acetoksy-12-hydroksy-13—28-laktonu kwasu oleanolowego oraz
dalsza reakcja otrzymanego 12-okso-laktonu prowadzi do oksymu (Rys. 11, zw. 20), ktory
réwniez poddano reakcji przegrupowania Beckmanna. Wyizolowano dwa zwiazki, podobnie
jak w przypadku analogicznej reakcji innych oksymow kwasu oleanolowego. Opracowana
metoda powyzszej syntezy, prowadzaca do nitrylu 21 oraz laktamu 22 zaprezentowana
zostata w Rozprawie doktorskiej i opublikowana w Journal of Molecular Structure
(Zalgcznik 4, pozycja 11/A/5). Praca zawiera rowniez metody identyfikacji zwigzkow 20 — 22,
prawdopodobny mechanizm przeksztalcenia oksymu 20 do nitrylu 21 oraz laktamu 22, jak

rowniez analiz¢ rentgenograficzng powyzszych zwigzkow.

CH3COO0

20 21 22

Rys. 11. Struktury nitrylu (21) i laktamu (22) otrzymanego w wyniku przegrupowania

Beckmanna oksymu (20).
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Jak wiadomo z pismiennictwa [4], ozonoliza kwasu oleanolowego (1) zachodzi
z wytworzeniem pierS$cienia epoksydowego taczacego atomy wegla 12 oraz 13, ktéry to
pierécien reaguje dalej z grupa C-17 karboksylowa, tworzac 12-hydroksylakton. Podobne
utlenianie przeprowadzono réwniez dla oleanolanu metylu i jego A-nitrylu (Rys. 12, zw. 23),
stosujac rézne stosunki molowe triterpenu i ozonu. W przypadku proporcji triterpenu do
ozonu 1:2 otrzymano jedynie pochodng z grupg ketonowg w pozycji C-12 (np. nitryl 24),
natomiast gdy stosunek molowy powyzszych reagentéw wynosit 1:4, otrzymano, jako glowny
produkt, pochodng 3,12-diketonowa, lub 4-12-diketonowa (np. nitryl 25), w zaleznos$ci od

struktury utlenianego zwigzku.

23 24 25

Rys. 12. Struktury A-nitrylu oleanolanu metylu (23) oraz produktéw jego utleniania ozonem
(24 oraz 25).

Wyniki powyzszych eksperymentéw opublikowano, wraz z odpowiednimi
procedurami i identyfikacjg otrzymanych produktow, w Chemistry of Natural Compounds
(Zatgcznik 4, pozycja 11/A/20).

W wyniku reakcji chlorku kwasu acetylooleanolowego z aniling lub metyloanilinami
(orto-, meta oraz para-toluidyng), otrzymano anilid oraz toluidydy kwasu
acetylooleanolowego. Zwiazki te hydrolizowano, a nastepnie utleniano, a otrzymane C-3
ketopochodne przeksztatlcono w oksymy. Zaobserwowano i wyjasniono roznice w czasie
trwania reakcji triterpenu z aniling 1 toluidynami. Powyzsze dane, jak rowniez metody
syntezy wymienionych amidow oraz ich identyfikacje opublikowano w Natural Product

Communication (Zalacznik 4, pozycja 11/A/15).
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5.2.2. Synteza pochodnych triterpenéw z grupy lupanu o aktywnosci
przeciwnowotworowej

Metody syntezy lupenonu, jego oksymu i wybranych 3-O-acylowych pochodnych
lupeolu, jak rowniez sposoby identyfikacji powyzszych zwigzkoéw, opublikowano w Natural
Product Communication (Zalacznik 4, pozycja I1/A/6). Otrzymane zwigzki 0 szkielecie
lupanu poddano badaniom metoda MTT, celem okreslenia ich aktywnosci
przeciwnowotworowej. Testy przeprowadzono na czterech liniach komoérek nowotworowych:
HelLa, KB, MCF-7 oraz A-549. Wartosci 1Csp dla lupeolu wahaty si¢ od 37,7 to 51,8 uM.
3-0O-Acylowe pochodne lupeolu byly stabo aktywne lub nieaktywne, wartosci |Cso wahaty si¢
w zakresie 49 — 84 uM. Jedynie utlenianie grupy C-3 —OH do ketonowej spowodowato
wyrazny wzrost aktywnosci przeciwnowotworowej, wartosci ICsg dla lupenonu wahaty sie od
7,1 do 9,1 uM. Jednocze$nie wprowadzenie grupy C-3 hydroksyiminowej zamiast ketonowej
w tej samej pozycji spowodowato, ze otrzymany oksym byt tylko troche bardziej aktywny niz
macierzysty lupeol, a wartosci ICsp znajdowaty si¢ w zakresie 29,0 do 45,0 uM.

W wyniku stazu naukowego w firmie ,,Betulinines” w miejscowosci Stiibrna Skalice
niedaleko Pragi (Czechy) otrzymano duzg grupe estrow kwasow karboksylowych o szkielecie
lupanu oraz des-E-lupanu (pozbawionego pierscienia E). Reszty estrowe zawieraty np. grupe
eteru monometylowego glikolu etylenowego (glym), eteru monometylowego glikolu
dietylenowego (diglym), bromoetylowa, glukozylowa, galaktozylowa i rdézne inne.
Otrzymane zwiazki najpierw poddano testom z zastosowaniem esteru acetoksymetylowego
kalceiny (calcein AM), celem oceny ich aktywnosci przeciwnowotworowej. Zastosowano
5 linii komérkowych: CEM, MCF-7, HeLa, G-361 oraz BJ. Jak wykazaly wyniki, dla
12 zwigzkow sposrod 56 przebadanych wartosci ICso < 10 uM otrzymano dla przynajmniej
trzech, sposrod czterech uzytych, linii komérek nowotworowych. Analiza Western blot
wykazata, ze niektore sposréd najbardziej najbardziej aktywnych estrow wykazata silne
wlasciwosci proapoptotyczne. Metody syntezy estrow o szkielecie lupanu oraz des-E-lupanu,
identyfikacj¢ otrzymanych zwiazkoéw oraz wyniki badan biologicznych zostaty opublikowane

w Europen Journal of Medicinal Chemistry (Zatacznik 4, pozycja 11/A/2).

5.2.3. Synteza pochodnych kwasu oleanolowego o aktywnoSci
proapoptotycznej
Aktywno$¢ proapoptotyczng wybranych pochodnych kwasu oleanolowego,

otrzymanych w ramach Rozprawy doktorskiej, zaprezentowano w postaci serii pigciu
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publikacji. Gtowne wyniki tych badan biologicznych obejmuja rowniez dwa polskie Patenty
(Zatacznik 4, pozycje: 11/B/1 and 11/B/2).

Pierwsza praca z tego cyklu prezentuje grupe 12 pochodnych kwasu oleanolowego,
byty to: trzy ketopochodne w pier§cieniu A, trzy oksymy w pier§cieniu A, trzy A-laktamy
oraz odpowiednie trzy nitryle. W powyzszych zwigzkach grupe C-17 karboksylowa
przeksztalcono w ester metylowy lub morfolid, a do czasteczek niektorych zwigzkow
dodatkowo wprowadzono grupe ketonowa w pozycji C-11. Wszystkie te zwiazki byty
poddane testowi MTT, celem oceny ich aktywnosci przeciwnowotworowej. Wyniki
wykazaly, ze niektore oksymy oraz wszystkie laktamy powodowatly istotne zahamowanie
namnazania si¢ komorek nowotworowych linii HeLa, KB, MCF-7 oraz Hep-G2 juz
w stezeniach mikromolowych. Najbardziej aktywne zwigzki, o strukturze laktamu, zostaly
nastepnie poddane tesowi ELISA, aby oceni¢, czy badane azapochodne indukuja apoptoze.
Jak udowodnity otrzymane rezultaty, badane laktamy powodowaly znaczacy wzrost indukcji
apoptozy oraz istotny wzrost fragmentacji DNA. Szczegdly powyzszych eksperymentéw
chemicznych i biologicznych, jak rowniez metody identyfikacji powyzszych 12 pochodnych
kwasu oleanolowego zaprezentowano w pracy opublikowanej Anti-Cancer Agents in
Medicinal Chemistry (Attachment 4, position 11.A.8).

Oporno$¢ wielolekowa (multidrug resistance, MDR) w pacjentéw z nowotworami
stanowi dla naukowcow, pracujacych nad wynalezieniem nowych lekow, wielkie wyzwanie.
W poszukiwaniu przysztosciowych modulatorow opornosci wielolekowej przetestowano
grupe syntetycznych pochodnych kwasu oleanolowego. Otrzymane zwiazki, ktére poddano
takim badaniom, zostaly zmodyfikowane w pozycjach: C-3, C-11, C-12 oraz C-17 szkieletu
oleananu, jak zostalo to przedstawione na Rys. 3. Badania biologiczne przeprowadzono
z zastosowaniem komorek ludzkiej ostrej biataczki limfoblastycznej: CCRF-CEM oraz dwoch
linii tej samej biataczki o cechach MDR: CCRF-VCR1000 oraz CCRF-ADRS000.
Najbardziej efektywny zwiazek, ester metylowy kwasu 3,11-dioksoolean-12-en-28-owego
(Rys. 3, zw. 6C) okazal si¢ by¢ silniejszym inhibitorem przezywalnosci komorek
nowotworowych niz triterpen macierzysty — kwas oleanolowy (1). Diketon 6¢c wykazat
zblizona, lub nawet wyzsza aktywnos¢ w stosunku do komoérek o cechach MDR, niz
w stosunku do komorek typu dzikiego. Powyzsze dane, jak 1 wyniki eksperymentow
przeprowadzonych metoda Western blot oraz z wykorzystaniem cytometrii przepltywowe;]

opublikowano w Pharmacological Reports (Zatacznik 4, pozycja 11/A/19).
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Inna pochodna oleanolanu metylu, z grupa hydroksyiminowa w pozycji C-3
i dodatkowa grupa ketonowa w pozycji C-11 (Rys. 3, zw. 6d) wykazata najwyzszy poziom
aktywnosci cytotoksycznej sposrod badanych zwigzkéw (Rys. 3) w stosunku do linii MDA-
MB-231 (ludzki nowotwor piersi). Zwigzek 6d istotnie redukowal przezywalno$¢ komorek
nowotworu piersi, warto$c ICsp wynosita 21.08 uM (24 h po podaniu zwigzku 6d) oraz 7.33
UM (72h po podaniu). Triterpen ten indukowal $mier¢ komorek rakowych na drodze apoptozy
I autofagii, co zostalo udowodnione poprzez aktywacj¢ protein: kaspazy-8, kaspazy-3 i jej
substratu — PARP-1, uruchomienie ekspresji proteiny LC3-11 oraz nadekspresje genu beclin 1,
wykazane w analizie technikg Western blot. Powyzsze dane, jak i wyniki kolejnych
eksperymentow opublikowano w Chemico-Biological Interactions (Zatacznik 4, pozycja
11/A/13).

W kolejnej pracy przedstawiono wplyw o$miu syntetycznych pochodnych kwasu
oleanolowego (Rys. 3, zw. 6a — 6h) na komorki lekowrazliwej ostrej biataczki
promielotycznej HL-60 oraz jej lekoopornego typu — HL-60/AR. Najbardziej aktywne
okazaly sie¢ dwa zwigzki: 3,11-diokso pochodna 6¢ oraz 3-hydroksyimino-11-okso pochodna
6d (Rys. 3). Pierwszy z wymienionych dwoch zwigzkéw (6C) byl najbardziej efektywnym
aktywatorem indukcji apoptozy komoérek HL-60. Zwigzek ten aktywowal zaréwno
zewnetrzny, jak 1 wewnetrzny szlak apoptotycznej $mierci komorek. Z kolei drugi
z wymienionych zwigzkow (6d) wykazal najsilniejsze dzialanie w stosunku do lekoopornej
linii HL-60/AR. Zwigzek hamowat funkcje transportu biatka ABCC1 (krotki czas
odpowiedzi) i obnizat poziom biatka ABCCI1 (dlugi czas odpowiedzi) w efekcie redukcji
ekspresji genu ABCC1. Wyniki testow biologicznych przeprowadzonych dla pochodnych
kwasu oleanolowego 6c¢ oraz 6d rowniez opublikowano w Chemico-Biological Interactions
(Zatacznik 4, pozycja 11/A/9).

Dwie sposréd o$miu pochodnych kwasu oleanolowego, przedstawionych na Rys. 3,
zwigzek: 6¢ oraz 6h, obydwa z grupg hydroksyiminowa w pozycji C-3, poddano ocenie pod
katem roli, jaka odgrywaja w procesie migracji i inwazji komdérkowej. Badano wptyw tych
zwigzkow na cztery linie nowotworow piersi (MCF7, MDA-MB-231, MDA-MB-468 oraz
T-47D) i jedng lini¢ nienowotworowa, MCF-12A. Obydwie pochodne wykazaly wyzszy
poziom cytotoksycznosci niz macierzysty kwas oleanolowy (1) 1 w stezeniach
subcytotoksycznych obnizaty migracje komorek MCF7, MDA-MB-231 oraz MDA-MB-468,
jak rowniez inwazj¢ komorek MCF7 and MDA-MB-231 cells. Obydwa zwiazki nie wykazaty
wplywu na migracj¢ komorek MCF-12A. Powyzsze dane, jak rowniez wyniki
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poszczegolnych eksperymentow biologicznych zostaty opublikowane w Chemico-Biological
Interactions (Zalacznik 4, pozycja 11/A/3).

Dziatanie cytoprotekcyjne syntetycznych pochodnych kwasu oleanolowego, role
triterpenoidow jako modulatorow $ciezki Nrf2/Keapl oraz aktywnos¢ triterpenow jako
potencjalnych regulatorow ekspresji miRNA oméwiono pokrétce w pracy przegladowej

Biomolecules and Tharapeutics (Zatacznik 4, pozycja 11/A/16).

5.2.4. Immobilizacja i kontrolowane uwalnianie triterpenow
z przewodzacych matryc polimerowych

Chemoterapia jest jedng z najszerzej stosowanych metod leczenia nowotworow,
jednakze zastosowanie tej metody jest ograniczone, chociazby z powodu ostrych efektow
ubocznych dziatania lekéw przeciwnowotworowych na zdrowe tkanki. Aby pokonac te
przeszkode, wkilada si¢ wiele wysitku, a ostatnie doniesienia naukowe mowia, ze jednym z
rozwigzan moze by¢ wykorzystanie miejscowych systemow dostarczania lekow (drug
delivery systems, DDS) [np. 5].

W Acta Biomaterialia (Zalagcznik 4, pozycja I11/A/11) opublikowano wyniki
eksperymentow dotyczacych elektrycznie uruchamianej matrycy polimerowej, opartej
0 poli(3,4-etylenodioksytiofen), PEDOT, stuzacej do miejscowego dostarczania jonowe]
formy zwigzku o dzialaniu przeciwnowotworowym, kwasu oleanolowego (1). W pracy
przedstawiono metod¢ wytwarzania takiej matrycy oraz wykazano, ze warstwy jg tworzace
skutecznie 1 w sposob kontrolowany uwalniaja badany zwigzek. Wykazano, ze kompozyt
PEDQOT-OA jest solidnym i optacalnym materiatem do kontrolowanego dostarczania lekow.

W kolejnych eksperymentach, do monitorowania procesu immobilizacji w matrycy
z PEDOT i uwalniania zwigzku o dzialaniu przeciwnowotworowym, disukcynylowej
pochodnej betuliny, zastosowano elektrochemiczng kwarcowa krystaliczng mikrowage
oscylacyjng (electrochemical quartz crystal microbalance, EQCM). Strukturg¢ i wiasciwosci
powierzchni matrycy z PEDOT zawierajacej substancje aktywna (disukcynylobetuling)
badano z zastosowaniem m.in. skaningowej mikroskopii elektronowej, spektroskopii IR
i spektroskopii Ramana. Uzyskane rezultaty zaprezentowano w Electrochimica Acta
(Zalacznik 4, pozycja 1/A/T).

Nowa metode wytwarzania przewodzacej matrycy polimerowej zawierajacej triterpen
oaktywnosci cytotoksycznej (betuling) opublikowano w Materials Science & Engeneering C

(Zatacznik 4, pozycja 11/A/4). Obecnos¢ betuliny w matrycy polimerowej potwierdzono za
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pomoca spektroskopii SEM, EDS oraz IR. Uwalnianie betuliny przeprowadzono dwoma
metodami. Aktywno$¢ przeciwnowotworowg betuliny uwolnionej z matrycy okreslono
w stosunku do dwoéch linii komoérek nowotworowych, KB oraz MCF-7 w teScie

z sulforodaming B (SRB).

5.2.5. Rézne dziedziny zastosowania triterpenow

Najnowsze informacje dotyczace kosmetologicznych witasciwosci triterpendéw zostaty
zebrane i opublikowane w postaci pracy przegladowej w czasopiSmie popularno-naukowym
Chemia i Biznes, Rynek Kosmetyczny i Chemii Gospodarczej (Zatacznik 4, pozycja I1/E/1).

Syntetyczne pochodne kwasu oleanolowego z ugrupowaniem amidowym w pozycji
C-17 szkieletu triterpenowego sg efektywnymi promotorami transportu przezskornego, co
zostatlo udowodnione w testach biologicznych i opublikowane w PL0S ONE (Zatacznik 4,
pozycja 11/A/10). Publikacja zawiera metody syntezy powyzszych pochodnych
triterpenowych, sposoby ich identyfikacji oraz rezultaty testow in vitro dotyczacych
aktywnos$ci wspomagajacej transport przezskorny, przeprowadzone z zastosowaniem metody
Fiirsta [3] i progesteronu jako substancji modelowej. W pracy przedyskutowano zalezno$¢
pomiedzy strukturg badanych zwigzkow 1 zdolnoscia do przyspieszania transportu
przezskornego. Najbardziej aktywne zwigzki zawieraty uklad morfolidowy w pozycji C-17
struktury oleananu. Poziom aktywno$ci wspomagajacej transport przezskorny takich
morfolidow byt w wielu przypadkach wyzszy, niz dla N-dodecylokaprolaktamu (Azone®),

ktory jest uwazany za jeden z najbardziej efektywnych aktywatorow.

5.2.6. Synteza roznorodnych pochodnych triterpenowych 0
przyszloSciowym zastosowaniu

Ostatnia grupa pochodnych triterpenowych, jeszcze nie opublikowana, obejmuje

4 typy pochodnych: (I) pochodne kwasu oleanolowego w pozycji C-2 czasteczki; (II)

pochodne triterpenéw o szkielecie lupanu (gldéwnie lupeolu i betuliny); (III) potrdjne estry

kwasu oleanolowego; (IV) koniugaty kwasu oleanolowego 1 zwiazkow aktywnych

farmakologicznie, glownie NSAID. Niektore z powyzszych pochodnych s3 w trakcie badan

oceniajacych poziom aktywnosci przeciwnowotworowej, antyoksydacyjnej i przeciwzapalne;.
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5.3. Wspolpraca

Analiza rentgenograficzna triterpendw (Rozdzial 5.2.1) zostata przeprowadzona przez
Dr Anneg Froelich pod kierownictwem Prof. UM dr hab. Andrzeja Gzelli w Katedrze
i Zaktadzie Chemii Organicznej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu.

Reakcje ozonolizy (Rozdzial 5.2.1) zostaly przeprowadzone we wspotpracy z Dr
Natalya Medvedeva z Ufa Scientific Centre, Russia.

Synteze lupenonu oraz acylowych pochodnych lupeolu (Rozdzial 5.2.2)
przeprowadzono we wspolpracy z firmg ,,Natchem” z Krakowa.

Synteze niektorych estrow kwasoéw karboksylowych o szkielecie lupanu i des-E-
lupanu (Rozdzial 5.2.2) przeprowadzono w firmie ,Betulinines” w Stfibrna Skalice koto
Pragi (Czechy). Testy kalceinowe MA zostaly przeprowadzone przez Prof. Mariana Hajducha
z Institute of Molecular and Translational Medicine, Palacky University, Olomouc, Czechy.

Testy MTT/SRB tests triterpenow (Rozdzial 5.2.2 oraz 5.2.4) zostaty przeprowadzone
przez Dr Piotra Ruszkowskiego pod kierownictwem Prof. Dr hab. Przemystawa Mikolajczaka
w Katedrze Farmakologii Wydziatlu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
w Poznaniu.

Aktywnos$¢ proapoptotyczng triterpenéw (Rozdzial 5.2.3) zostala przeprowadzona
przez Dr Anne Paszel-Jaworska oraz Dr Natali¢ Lisiak pod kierownictwem Prof. dr hab.
Marii Rybczynskiej w Katedrze Chemii Klinicznej i Diagnostyki Molekularnej Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Eksperymenty dotyczace immobilizacji 1 kontrolowanego uwalniania triterpenow
z matrycy polimerowej (Rozdzial 5.2.4) zostaly przeprowadzone przez Dr Katarzyng
Krukiewicz i Dr Tomasza Jarosza pod kierownictwem Prof. Jerzego K. Zaka w Katedrze
Chemii Fizycznej i Technologii Polimeréw Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej w
Gliwicach.

Zdolnos$¢ do aktywowania transportu przezskornego przez triterpeny (Rozdzial 5.1.1
oraz 5.2.5) zostata zbadana przez Dr Danutg Partyke w Katedrze Technoilogii Postaci Leku

Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.
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6. Podsumowanie

Wyniki moich prac eksperymentalnych, obj¢te Osiggni¢ciem habilitacyjnym zostaty
opublikowane w formie 6 oryginalnych publikacji naukowych, jednej pracy przegladowej
i jednego patentu, o tgcznej sumie wspotczynnika oddziatywania Impact Factor 19,554 oraz
sumie punktow ministerialnych KBN/MNISW 220. Powyzsze wyniki zostaly rowniez
zaprezentowane w postaci 12 posterow podczas konferencji naukowych.

Moj catkowity dorobek naukowy obejmuje 38 publikacji: 26 prac oryginalnych
pochodzacych z bazy Journal Citation Reports (JRC), 2 prac spoza bazy Journal Citation
Reports, 5 prac przegladowych i 5 innych prac. Jestem Pierwszym Autorem lub Autorem
Korespondencyjnym w wiekszosci tych prac. Jestem rowniez wspélautorem 3 patentow
i jednego podrecznika. Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania Impact Factor wynosi
69,778, za$§ suma punktéw ministerialnych KBN/MNiSw wynosi 790. Zgodnie z Web of
Science, moje publikacje byly cytowane 179 razy, za$ indeks Hirsha wynosi 8. Jestem
wspotautorem 51 posterow i 4 prezentacji ustnych prezentowanych podczas konferencji
naukowych. Jestem wykonawcg w 3 grantach. Zostatam czterokrotnie nagrodzona przez
Rektora Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, raz Nagroda Zespolowa i trzykrotnie
Nagroda Indywidualng. Bralam udzial w trzech zagranicznych stazach naukowych
(Ukraina, Republika Czeska i Izrael). Jeden z tych stazy naukowych byt efektem zwycigztwa
w konkursie organizowanym porzez Fundacj¢ ProRegio. Ponadto bytam nominowana do

nagrody w konkursie Prox Galien Polska. Recenzowatam 39 publikacji, w wickszosci
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zgtaszanych do czasopism naukowych i zasiegu miedzynarodowym. Wspolpracuje z 16
jednostkami: 7 naukowymi jednostkami zagranicznymi, 3 krajowymi jednostkami
naukowymi oraz 5 jednostkami naukowymi wywodzacycmi si¢ z uczelni macierzystej (UMP)
oraz z jedng firmg. Bralam udziat w r6znorodnych kursach i szkoleniach, dotyczacych np.
nowoczesnych metod monitorowania procesOw chemicznych, ochrony wlasnosci
intelektualnej, technik zaawansowanej syntezy organicznej, najnowszych osiggni¢é

w szkolnictwie wyzszym i kursie podwyzszajagcym bieglos$¢ jezyka angielskiego.

7. Oferta naukowa doktora habilitowanego skierowana do

czlonkow Rady

W dzisiejszych czasach priorytetowym zadaniem dla wielu naukowcow jest
poszukiwanie nowych mozliwosci chemicznych modyfikacji zwigzkow naturalnych
o znanych kierunkach aktywnos$ci farmakologicznej, prowadzacych do nowych,
przysztosciowych zwigzkéw o wysokiej efektywnosci. Wsrdd licznych trendow syntezy
organicznej szczeg6lng uwage naukowcOw przycigga dimeryzacja. Wynikiem takiego
dziatania jest otrzymanie interesujagcych potaczen strukturalnych dobrze poznanych
aktywnych monomerdéw. Dimeryzacja jest specyficznym typem chemicznej modyfikacji
zarOwno zwigzkow naturalnych, jak i syntetycznych. Sposrod szerokiego spektrum zwigzkoéw
dimerycznych, dimery triterpenowe nie sg zbyt dobrze poznang grupa pochodnych, totez
zdecydowalam si¢ rozwing¢ te droge chemicznych modyfikacji. Polaczenie dwoch
jednakowych lub réznych triterpenowych jednostek monomerycznych i dalsze chemiczne
modyfikacje otrzymanych dimerow skutkowa¢ beda otrzymaniem nowych substancji
o przypuszczalnej, badz nowej, dotad nieznanej, strukturze i parametrach fizykochemicznych
oraz o potencjalnych nowych, interesujacych wtasciwosciach biologicznych.

Chemiczny panel mojej Oferty naukowej zawiera rozne typy chemicznych
modyfikacji struktury triterpenowej, w wyniku ktorej uzyskane zostana dimery. Zaplanowane
zwigzki tego typu zostang otrzymane z wykorzystaniem grup funkcyjnych juz obecnych w
czasteczce triterpenu, lub poprzez nowo wprowadzone ugrupowania. Dodatkowe
przeksztalcenia chemiczne zostang przeprowadzone przed lub po reakcji dimeryzacji.

Poroéwnane zostang rézne drogi syntezy dimeréw. Zbadane zostanie zastosowanie réznych

Autoreferat Strona 48



dodatkowych matych czasteczek, odgrywajacych funkcje tacznika (linkera) dwoéch jednostek
monomerycznych. Ocenione zostang wlasciwosci fizyko-chemiczne 1 farmakologiczne
otrzymanych dimeréw. Jest bardzo prawdopodobne, Ze polaczenie dwoch czasteczek
o znanym poziomie aktywnosci farmakologicznej prowadzi¢ bedzie do uzyskania zwigzku
bardziej aktywnego lub/oraz bardziej selektywnego. Badania biologiczne zostang
przeprowadzone w kooperacji z krajowymi i zagranicznymi osrodkami naukowymi.
Przeprowadzona zostanie analiza zaleznosci struktura-aktywnos¢. Poszukiwane bedg rowniez
nowe, przysztosciowe, utylitarne wtasciwosci triterpenowych pochodnych dimerycznych, np.
zdolno$¢ do tworzenia zeli, co pozwoli zastosowac takie dimery w rdéznych dziedzinach

nauki.

Przeprowadzone wstepne badania chemiczne, dotyczace tgczenia dwoch czgsteczek
kwasu oleanolowego poprzez grupe C-17 karboksylowg z zastosowaniem wybranych
linkerow, pozwolily opracowa¢ metode syntezy pochodnych dimerycznych. Obecnie
przeprowadzane s3 syntezy dimeréw kwasu oleanolowego z  zastosowaniem
nierozgalezionych a,w-dibromoweglowodorow o roznej dlugosci tancucha. Ogolna struktura
takich dimerow przedstawiona jest na Rys. 13. Poniewaz reakcje takie zachodza
w podobnych warunkach (rozpuszczalnik, proporcje molowe reagentéw, temperatura),
intersujace jest, na ile podobne (badz r6zne) bedg czasy takich reakcji oraz jakie beda ich
wydajnosci. Interesujace jest rowniez, jak dlugos¢ linkera (liczba ,,x”, Rys. 13) bedzie
wplywa¢ na wilasciwosci fizykochemiczne otrzymanego dimeru, tj. na zdolno$¢ do
krystalizacji, na temperature topnienia surowego/krystalizowanego/wytraconego dimeru, jego
skrecalno$¢ optyczna, rozpuszczalno$¢ w réznych rozpuszczalnikach, zdolnos¢ do tworzenia
zeli 1 inne.

Otrzymane dimery zawieraja w czasteczce dwa wigzania nienasycone pomi¢dzy
atomami C-12 i C-13, jak rowniez dwie grupy hydroksylowe w pozycjach C-3, zatem bedzie
mozna przeprowadzi¢ liczne chemiczne przeksztatcenia Jednym z nich jest acylowanie grupy
C-3 hydroksylowej. Reakcja taka pozwala wprowadzi¢ do czasteczki triterpenu rozne grupy o
charakterze farmakoforu, np. reszt¢ kwasu bursztynowego, dimetylobursztynowego,

nikotynowego i wielu innych.

Planowane syntezy generuja coraz to kolejne pytania, np. czy jest mozliwe

wprowadzenie do czasteczki dimeru tylko jednej grupy acylowej? Jesli tak, jak mozna
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przeksztalci¢ druga, niezmieniong grupe hydroksylowa? Czy mozna do czasteczki dimeru
wprowadzi¢ dwie rézne grupy acylowe? Albo dwie inne grupy funkcyjne (nie acylowe), ale
niejednakowe? Czy w przypadku potaczenia dwoch jednostek monomerycznych krotkim
linkerem, np. jednoweglowym, zaistniejg przeszkody steryczne? Jakie jest polozenie jednej
jednostki triterpenowej w czasteczce dimeru w stosunku do drugiej? Czy jest mozliwe
otrzymanie dimeru skladajagcego si¢ z dwéch réznych jednostek triterpenowych? Jak

otrzymac kolejne typy dimerow triterpenowych unikajac wieloetapowego zestawu reakcji?

RO

R20

Rys. 13. Ogo6lna struktura dimeréw otrzymanych z kwasu oleanolowego poprzez

ugrupowanie —COOH.

Pierwsza grupe dimeréw kwasu oleanolowego, w ktoérych dwie czasteczki
powyzszego triterpenu sg pofgczone krotkim tacznikiem, przekazano do badan na aktywnos¢
przeciwnowotworowsg; testy zostang przeprowadzone w Uniwersytecie Martina Lutra
w Halle-Wittenberg. Badania zostang wykonane pod kierownictwem Prof. Rene Csuka.

Dane literaturowe, dotyczace chemicznych transformacji triterpenow, prowadzacych
do uzyskania pochodnych o charakterze dimeré6w zebrano i zaprezentowano w postaci pracy

przegladowej, opublikowanej w Current Medicinal Chemistry (Zatacznik 4, pozycja 11/A/1).

@<CASW
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