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Kierowatem projektem badan wlasnych obejmujgcym temat tej pracy. Zaplanowatem otrzy-
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Kierowatem projektem badan obejmujgcym temat tej pracy. Bylem wspotpomystodawcq tej
publikacji. Zaplanowatem przeprowadzenie badan krystalograficznych na Uniwersytecie
Wroctawskim. Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na pomocy w szczegotowej inter-
pretacji widm 'H i C NMR, wspélpracy przy opracowaniu tresci publikacji i interpretacji
wynikow. Moj udziat procentowy szacuje na 65%.
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Kierowatem jednym z projektow naukowych obejmujgcych temat pracy. Zaplanowatem od
strony chemicznej synteze opisywanych zwigzkow oraz bratem czynny udzial w ich syntezie.
Uczestniczylem w planowaniu badan biologicznych otrzymanych saponin. Rowniez bratem
udziat w ustalaniu ich budowy na podstawie widm NMR oraz w opracowaniu manuskryptu
publikacji. Moj udziat procentowy szacuje na 55%.
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Kierowatem projektem naukowo-badawczym dotyczqcym badan tytutowego chlorowodorku.
Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zrealizowaniu wieloetapowej syntezy chemicz-
nej tytutowej saponiny, ustaleniu jej budowy, oczyszczeniu w stopniu wymaganym do badan
przeciwdrobnoustrojowych i przekazanie do badan biologicznych we Wioszech. Uczestniczytem
takze w redagowaniu manuskryptu publikacji. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.
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Wiad. Chem., 55 (2001) 491-515.
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Praca przeglgdowa charakteryzujgca saponiny, takze zawierajgce reszte D-glukozaminy.
Bylem wspotpomystodawcq tej publikacji. Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na
pomocy w zgromadzeniu literatury dotyczqcej podziatu saponin, wybranych metod ich syn-
tezy oraz wilasciwosci biologicznych. Uczestniczylem w opracowaniu manuskryptu i rysun-
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Bytem kierownikiem tematu/zadania obejmujgcego tematyke tej pracy. Moj wktad w pow-
stanie tej pracy polegal na zaplanowaniu syntezy roznorodnych donorow glikozylu i synte-
zie chemicznej kilku z nich. Rowniez uczestniczylem w ustalaniu budowy niektorych zwigzkow,
glownie glikozydow diosgenylu. Takze bratem udzial w przygotowaniu tresci manuskryptu,
rysunkow i interpretacji wynikow. Moj udzial procentowy szacuje na 50%.
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Kierowatem tematem wchodzgcym w skiad projektu naukowo-badawczego dotyczqcego badan
opisanych w tej pracy. Bylem wspotpomystodawcq syntezy i badan. Moj wkiad w powstanie
tej pracy polegal na wspoiplanowaniu metod syntezy roznorodnych donorow glikozylu,
sposobu ich sprzegania z diosgening a potem modyfikacji funkcji aminowej poprzez jej
N-alikilowanie i N,N-dialkilowanie. Rowniez uczestniczytem w syntezie niektorych zwigzkow
i ustaleniu ich budowy. Takze bralem udzial w przygotowaniu tresci manuskryptu, rysunkow,
interpretacji wynikow. Moj udziat procentowy szacuje na 50%.

H-09. M.A. Dawgul, D. Grzywacz, B. Liberek, W. Kamysz, H. Myszka
Activity of diosgenyl 2-amino-2-deoxy-f-D-glucopyranoside, its hydrochloride,
and N,N-dialkyl derivatives against non-albicans Candida isolates.
Med. Chem., 14 (2018) 460-467. (IF2017 = 2,631)

Bytem wspotpomystodawcq napisania tej publikacji. Kierowatem tematem wchodzgcym w
sktad projektu naukowo-badawczego dotyczgcego badan opisanych w tej pracy. Moj wktad
jej w powstanie polegat na pomocy w syntezie N,N-dialkilowych pochodnych p-glukozami-
nozydu diosgenylu, ich oczyszczaniu, potwierdzeniu budowy na podstawie widm NMR. Uczest-
niczytem w przygotowaniu manuskryptu tej publikacji. Moj udziat procentowy szacuje na 45%.

H-10. H. Myszka*, P. Sokotowska, A. Cieslinska, A. Nowacki, M. Jaskiewicz, W. Kamysz,
B. Liberek
Diosgenyl 2-amino-2-deoxy-p-D-galactopyranoside. synthesis, derivatives
and antimicrobial activity.
Beilstein J. Org. Chem., 13 (2017) 2310-2315. (IF2017 = 2,330)
Bytem pomystodawcq syntezy i badan opisywanych w tej publikacji. Rowniez kierowatem
tematem wchodzqcym w sktad projektu naukowo-badawczego dotyczgcego tematyki pracy. Moj
wkiad w jej powstanie polegal na zaplanowaniu syntezy donora galaktozaminopiranozy-
lowego, jego warunkow sprzegania z diosgening oraz zaplanowaniu pochodnych podstawo-
wej saponiny. Uczestniczylem w syntezie wigkszosci zwigzkow, ich oczyszczaniu, ustaleniu
budowy (rozwigzaniu widm NMR) i przygotowaniu do badan przeciwdrobnoustrojowych.
Przygotowatem podstawowq wersje manuskryptu, rysunki i zinterpretowatem uzyskane
wyniki. Moj udziat procentowy szacuje na 65%.

* autor korespondencyjny
Sumaryczny Impact Factor dla publikacji wchodzacych w skiad osiagnigcia naukowego

wynosi: IFrok opubl. pracy = 16,259; 1F2917 = 17,401. Srednia warto$é IF w przeliczeniu na jedng
pracg z listy JCR wynosi odpowiednio 2,032 i 2,175.

Oswiadczenia habilitanta dotyczace udziatu w pracach wchodzacych w sktad osiggnie-
cia naukowego znajdujg si¢ rowniez w zataczniku 5.

Oswiadczenia wspotautorow prac wraz z okresleniem indywidualnego wktadu kazdego
z nich w powstanie poszczegolnych prac znajduja si¢ w zatgczniku 6.



C) Omowienie celu naukowego prac wymienionych w punkcie 4. B) i osiagni¢tych
wynikow wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Synteza, ustalenie budowy i badania wlasciwosci biologicznych
glikozaminozydow diosgenylu

I. Wstep

Saponiny to zréznicowana pod wzgledem strukturalnym grupa glikozydow szeroko
rozpowszechnionych w przyrodzie, gldownie w krélestwie roslin, ale mozna je takze znalez¢ w
niektorych organizmach morskich. Tworzg piany mydlane podczas ich mieszania z woda 1 sg
wykorzystywane m.in. jako detergenty, $rodki pieniace oraz emulgatory.!'”! Najczesciej spo-
tykanymi saponinami naturalnymi sg sa-
poniny triterpenoidowe 1 steroidowe. W
glikozydach triterpenoidowych aglikonem

sq zazwyczaj reszty kwasu oleanolowego : oleanolowy

lub ursolowego (Rys. 1).”!
Z kolei wsrod glikozydow steroi- fos- 1
dowych wyro6znia si¢ saponiny cholestanowe, furostanowe 1 spirostanowe. Saponiny nalezace
do ostatniej klasy sg szczegolnie wazng grupa z uwagi na szerokie spektrum witasciwosci biolo-
gicznych. W tej grupie aglikon, czyli tzw. sapogening, stanowi 27-weglowy uktad o struk-
turze 16,22:22,26-diepoksycholestanu. Poszczegdlne sapogeniny réznig si¢ obecnoscig wigzan
podwojnych, np. Cs=Cs, utozeniem grupy metylowej przy weglu Cos (25R lub 255) 1 niekiedy
dodatkowymi grupami funkcyjnymi, np. —OH. Naturalne sapogeniny spirostanowe to m.in. dios-

genina, yamogenina, tigogenina i sarsapogenina (Rys. 2).*

“CHs,

diosgenina
(DsOH) HO

tigogenina
(TgOH)

T

CHs CHs

sarsapogenina
(SaOH)

yamogenina

HO (YaOH) HO

Rys. 2.



Fragment hydrofilowy saponin sklada si¢ zwykle z jednej lub kilku jednostek cukro-
wych. Najczesciej spotykanymi sacharydami wchodzacymi w ich sktad s3: D-glukoza (D-Glc),
D-galaktoza (D-Gal), L-ramnoza (L-Rha) 1 D-ksyloza (D-Xyl), tworzace czesto tancuchy di-, tri-
1 tetrasacharydowe. W naturalnych saponinach pierwsza jednostkg cukrowg przylaczong do
aglikonu jest najczesciej reszta D-glukozy. >

Wigkszo$¢ saponin zostata wyodrebniona z preparatow ziotowych stosowanych w me-
dycynie ludowej, szczegélnie w krajach Azji. W postaci ekstraktow ziotowych, masci, rdzne-
go rodzaju naparow sg tam stosowane jako leki przeciw malarii, kile, odtrutki przeciwko jadom
wezy i owadow oraz jako $rodki antyseptyczne, bakteriobojcze i przeciwwirusowe.”! Zaintere-
sowanie wlasciwosciami preparatow medycyny ludowej spowodowato, ze zaczgto izolowac,
identyfikowa¢ 1 bada¢ ich sktadniki. Przelomowym momentem bylo wykazanie w latach
60-tych ubieglego wieku wtasciwosci przeciwnowotworowych ekstraktu z chinskiego preparatu
Yunnan Baiyao.[g] W nastepnych latach przeprowadzono liczne badania przedstawicieli tej kla-
sy zwigzkow w celu znalezienia nowych preparatow przydatnych w zwalczaniu komorek

h.P1% Zwiazkami wykazujacymi dziatanie przeciwnowotworowe okazaty si¢

Nnowotworowyc
m.in. glikozydy diosgenylu, w tym dioscyna, tj. O-{a-L-Rha-(1—4)-[a-L-Rha-(1—2)]-B-D-
Glc}-diosgenina i gracylina, czyli O-{a-D-Glc-(1—3)-[a-L-Rha-(1—2)]-B-D-Glc}-diosgenina
oraz ich analogi."*"”!

Diosgenina jest jedng z najwazniejszych z punktu widzenia farmaceutycznego sapogenin
steroidowych. Wystepuje gtéwnie w rodzinie roslin pochrzynowatych (Dioscoreaceae), a takze
w niektorych gatunkach roslin psiankowatych (Solanaceae) 1 bobowatych (Fabaceae). Sposrod
roslin wystepujacych w Polsce diosgening znaleziono m.in. w nasionach kozieradki pospolitej
(Trigonella foenum-graecum) i kozieradki blekitnej (Trigonella caerulea).”’ Poniewaz saponiny
diosgeniny wykazuja szerokie spektrum wtasciwosci biologicznych, trwajg prace nad izolowa-
niem tych zwiazkéw z materiatu roslinnego jak i nad metodami ich syntezy chemiczne;j.*®

Za celowoscig prowadzenia syntez glikozydow (25R)-spirost-5-en-33-ylu, tj. diosgeniny,
przemawia przede wszystkim fakt, ze daje ona ogromne mozliwo$ci uzyskania analogdw nie
wystepujacych naturalnie. Metodami chemicznymi mozna modyfikowa¢ czasteczke glikozydu,
na przyktad przez przylaczenie innej jednostki cukrowej, modyfikacje istniejacych grup funk-
cyjnych badz wprowadzenie nowych. Tego rodzaju modyfikacje stwarzajg mozliwosci uzy-
skania wielu nowych zwiazkow, czesto o korzystniejszych wtasciwosciach terapeutycznych
w poréwnaniu do substancji macierzystych.'®*

Bardzo czesto chorobie nowotworowej towarzyszy uposledzenie systemu odpornoscio-

wego czego nastepstwem jest duza podatno$¢ na wszelkiego rodzaju infekcje, w tym bakte-



ryjne i grzybicze. Z kolei w zwalczaniu infekcji bakteryjnych i grzybiczych duze znaczenie
ma penetracja lekow do wnetrza komorek. Kluczowe znaczenie dla efektywnego dzialania
moze by¢ zwigzane z substancjami ulatwiajgcymi wnikanie farmaceutykéw do komoérek drob-
noustrojow. Wowczas takie zwigzki umozliwiaja, poprzez zmiany w ich $cianie komorkowe;,
podwyzszenie efektywnego stezenia lekow wewnatrz komodrek. Substancjami o takim dziata-
niu moga by¢ saponiny, w tym glikozydy diosgenylu.!***"

Szczegdtowa wiedza na temat wiasciwosci glikozydow diosgenylu oraz metod syntezy

glikozydow!*>?"

, ze szczegolnym uwzglednieniem metod syntezy glikozydéw 2-amino-2-de-
oksy cukrow®® pozwolita mi zaprojektowaé serie syntez majacych na celu potaczenie dwoch
aminocukréw (D-glukozaminy i D-galaktozaminy) z diosgening. Zsyntezowane D-glikozami-
nozydy diosgenylu poddatem szeregu modyfikacjom, otrzymujac ich pochodne N-acylowe,
2-ureidowe, N-alkilowe oraz N, N-dialkilowe. Uzyskane saponiny zostaty przebadane pod katem
ich aktywnosci przeciwnowotworowej i/lub przeciwdrobnoustrojowej (bakterie i grzyby).

W literaturze chemicznej o zasiggu mi¢dzynarodowym (wg JCR) dostepnych jest zale-
dwie 15 publikacji poswieconych budowie i wtasciwosciom glikozaminozydow diosgenylu,

z tego 10 prac pochodzi z Wydziatu Chemii UG, ktoérych jestem wspdtautorem.

I1. Pierwsze syntezy i badania 2-amino-2-deoksy-D-glukopiranozydu
diosgenylu — [H-01] i [H-02]

W naturalnym $rodowisku, jak do tej pory, nie znaleziono saponin spirostanowych za-
wierajacych reszty D-glukozaminy. Nikt wczesniej nie podjat si¢ rowniez syntezy takich gli-
kozydoéw. Zatozylem, ze wymiana typowej dla saponin reszty D-glukozy na reszt¢ D-glukoz-
aminy moze wplyna¢ korzystnie na wiasciwosci glikozydu, a grupa aminowa oraz mozliwos$ci
jej modyfikacji pozwolg na pozyskanie cieckawych, potencjalnie aktywnych pochodnych.

Pierwsza syntez¢ D-glukozaminozydu diosgenylu przeprowadzilem w drugiej potowie
lat 90-tych XX w. Substratami wyjsciowymi do syntezy tej saponiny byty chlorowodorek
D-glukozaminy (1) 1 diosgenina (Schemat 1). Do zabezpieczenia grupy —NH, wybratem osto-
n¢ trifluoroacetylows i tetrachloroftaloilowa. Wyniki badan wraz z informacjg o samodzielnej
aktywnosci cytostatycznej okazaly si¢ na tyle interesujace, iz postanowitem zgtosi¢ je do opa-
tentowania, co znalazto swoje odzwierciedlenie w dwoch zgloszeniach patentowych, a potem
je opublikowatem [H-01].

Adaptujac znane w literaturze sekwencje reakcji polegajacych na zatozeniu ostony p-me-
toksybenzylidenowej na grupe aminowg (2), acetylowaniu (3), usunigciu ostony benzylideno-

wej (4), wprowadzeniu ostony trifluoroacetylowej na grupg aminowa (5) i bromowaniu przy



uzyciu TiBry uzyskanej pochodnej, otrzymatem bromek 3,4,6-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-triflu-

oroacetamido-a-D-glukopiranozylu (6) [H-01].
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Schemat 1.

W zblizony sposob zsyntezowatem drugi donor glikozylu, acylujac najpierw chlorowo-
dorek 1 bezwodnikiem tetrachloroftalowym (TCPA), potem bezwodnikiem octowym w piry-
dynie — uzyskatem octan 8 (a/B), a z niego mieszaning anomeryczng bromkow 9, stosujac
réwniez TiBr4 jako odczynnik bromujacy.

W pracy [H-01] opisatem takze kondensacje bromkow 6 i 9 z diosgenina, ktérg prowa-
dzitem wedlug zmodyfikowanej metody Koenigsa-Knorra wybierajac jako promotor reakcji
triflan srebra. Zastosowanie tej procedury gwarantowato uzyskanie glikozydu o konfiguracji 3,
a wigc analogicznej do wystepujacej w saponinach naturalnych. Produktami reakcji donorow
619 z diosgening s odpowiednio saponiny 10 i 11. Jednak reakcje sprzegania tych donorow

z DsOH przebiegaty zaledwie z ~65% wydajnos$cia (Schemat 2).

CHs ©
6 I~
AOTf
9
H
DsOH 10 R =NHTFAc
lub
11 R=NTCP

(a) NaOH / aceton dla 10 — 12 (b) Ho,NCH,CH,NH, / EtOH dla 11 — 12

Schemat 2.



Budowe glikozydéw kazdorazowo ustalalem na podstawie widm NMR, wykorzystujac
dwuwymiarowa spektroskopie korelacyjna (COSY) oraz technike pozwalajaca na korelowanie
sygnatow protondéw z sygnatami jader atomow wegli (HSQC). Stata sprzezenia pomiedzy
aksjalnie zorientowanymi protonami H-1 1 H-2 wynoszaca J;, = 8,4+10 Hz wskazuje na
ekwatorialng orientacj¢ aglikonu w saponinach 10 i 11.

Do deprotekcji wszystkich grup w saponinie 10 zastosowatem wodny roztwér NaOH
w acetonie, a w 11 roztwor hydratu hydrazyny lub etylenodiaminy w etanolu, uzyskujac kaz-

dorazowo saponing 12, tj. 3-O-(2-amino-2-deoksy- o o ’
HsC ,1'3 -‘:\ ’/CH3

B-D-glukopiranozylo)diosgening. W przypadku sto-

sowania etylenodiaminy produktem ubocznym byta Homo
HO
N-acetylowa pochodna. Z kolei do usunigcia tylko

grup O-acetylowych w 10 zastosowalem metanolan :i :::;A;

sodu w metanolu, otrzymujgc saponing 13 (Rys. 3) Rys. 3.

z grupg trifluoroacetamidowg przy atomie wegla C-2. Z glukozaminozydu 12 w reakcji z roz-
tworem HCl w metanolu uzyskatem chlorowodorek 14. Wstepne badania przeciwnowotwo-
rowe chlorowodorku 14 polegaty na okresleniu jego wpltywu na limfocyty wyizolowane
z krwi pacjentow cierpigcych na chloniaka a leczonych 2-chlorodeoksyadenozyng (2-CDA, kla-
drybina). Saponina 14 wykazuje cytotoksyczno$¢ wobec tych limfocytow. Dodatkowo, 14
wzmaga efekt cytostatyczny 2-CDA, znaczaco redukujac (20+30%) liczbe limfatycznych ko-
morek rakowych.

W  kolejnej pracy [H-02]
opublikowalem po raz pierwszy
rezultaty pomiardw krystalogra-
ficznych ostonigtego D-glukoz-
aminozydu 11, uzyskanego w
wyniku krystalizacji z mieszaniny

toluen/octan etylu (Rys. 4). Dane

potwierdzity, iz pierScien pirano-

zowy wystepuje w konformacji krzestowej *C, z wszystkimi podstawnikami zorientowanymi
ekwatorialnie. Takze pokazaly one, ze ta saponina wspotkrystalizuje z jedng molekuta tolue-
nu, ktéra w sieci krystalicznej jest umiejscowiona pomigdzy pierscieniem aromatycznym gru-
py tetrachloroftalimidowej a pier§cieniem piranozowym reszty diosgeniny. Pierwsze z wy-
mienionych oddziatywan jest typu n—r a drugie, wg obliczen, wskazuje, ze miedzy obydwoma

pierscieniami wystepuje stabe wigzanie wodorowe C—H...Ph [H-02].



IT1. Wlasciwosci chlorowodorku 2-amino-2-deoksy-D-glukopiranozydu diosgenylu
i 2-fenyloureidowej pochodnej — [H-03] i [H-04]

W dalszej swojej pracy, rownolegle z doskonaleniem metod syntezy D-glukozaminozy-
dow diosgenylu, prowadzitem reakcje pozwalajace uzyska¢ nowe pochodne oraz kontynuo-

watem badania dotyczace oceny ich aktywnosci .
Hs O Y
S CHs

przeciwnowotworowej. Efektem tego bylo otrzyma-

OH
nie dwoch nowych saponin pochodzacych od D-glu- Hom
0
kozaminozydu diosgenylu 12. Byly to pochodne "o R
H O H
2-fenylomocznikowa (15) 1 N-acetylowa (16) (Rys. 5) 15 R= N—C_g
16 R=NHAc

opisane w pracy [H-03]. Saponin¢ 15 otrzymalem
metoda stosowang w syntezie mocznikowych po- o

chodnych, a polegajaca na bezposredniej reakcji zwigzku 12 z izocyjanianem fenylu. Z kolei
N-acetylowa (16) 1 N-trifluoroacetylowa (13) pochodng uzyskatem w reakcji acetylowania sapo-
niny 12 odpowiednim bezwodnikiem w metanolu lub pirydynie.

W tej pracy po raz pierwszy do syntezy saponiny 11 zastosowatem jako donor glikozylu
mniej reaktywny chlorek 3,4,6-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-terachloroftalimido-f-D-glukopirano-
zylu. Jednak to nie wptyngto w istotny sposob na poprawe wydajnosci reakcji (67%) [H-03].

Dla chlorowodorku 14 i 2-fenylomocznikowej pochodnej 15 wykonano badania aktyw-
nosci przeciwnowotworowej majacej na celu okreslenie ich samodzielnego wplywu oraz w
potaczeniu kazdego z nich z 2-chlorodeoksyadenozyng (2-CdA, kladrybina) na indukowanie
apoptozy i nekrozy w komoérkach nowotworowych pochodzacych od pacjentow chorych na
przewlekla biataczke limfatyczng B-komérkowa (PBL-B), co rowniez opisalem w pracy [H-03].
Kladrybina jest jednym z preparatow uzywanych w praktyce klinicznej w leczeniu tego no-
wotworu. Jej dziatanie polega na wywieraniu efektu cytotoksycznego na limfocyty proliferu-
jace (replikujace DNA) jak i na limfocyty nie dzielagce sig, ale stanowigce duzg cze$¢ masy
guza. Kladrybina jest toksyczna zarowno wobec limfocytow nowotworowych jak i zdrowych,
jej podanie prowadzi m.in. do redukcji ich ogdlnej liczby. O ile apoptoza jest procesem cat-
kowicie kontrolowanym przez komorke, szybkim i1 nie wywotujagcym stanu zapalnego to ne-
kroza (martwica) jest $miercig przypadkowa, wynikajaca z naglego uszkodzenia komorki
przez duza dawke szkodliwych czynnikow. Poniewaz podobnie do 2-CdA zachowuje si¢ wie-
le innych cytostatykow to celowe 1 konieczne sg poszukiwania nowych skuteczniejszych lekow,
ktore bedzie cechowata nizsza toksyczno$¢ wobec komorek zdrowych.

Do naszych badan biologicznych zostata pobrana krew obwodowa pochodzaca od 27
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pacjentéw chorych na PBL-B z progresywna lub objawowa postacig choroby. Limfocyty byty
inkubowane samodzielnie lub z pochodnymi diosgeniny 14, 15 i/lub z 2-CdA, a procent ko-
morek apoptycznych i nekrotycznych oznaczano metoda cytometrii przeptywowe;.

Wyniki badan wskazuja na bardzo heterogeniczng populacj¢ pacjentow nie wykazujac
okreslonej zalezno$ci. Liczba komorek apoptycznych, przy inkubowaniu limfocytow B z sa-
poninami 14 i 15 oddzielnie, czy tez w potaczeniu 2-CdA z kazda z saponin, zmienia si¢ od
kilku procent az do 61,3%, a liczba komoérek nekrotycznych w zakresie od 0,2 do 38,8%. Dla
proby kontrolnej 1 dla 2-CdA te wartosci byty zblizone. Zwigkszenie lub zmniejszenie proce-
su apoptozy 1 nekrozy zalezalo od badanej probki. Tylko u kilku chorych zaobserwowano
znaczne (< 50%) obnizenie liczby komorek nowotworowych podczas inkubacji z testowany-
mi glikozydami w obecnos$ci kladrybiny, co §wiadczy o tym, ze badane saponiny prawdopo-
dobnie utatwiajg wnikanie leku do wnetrza komorki nowotworowe;.

Opublikowane przeze mnie wyniki zainspirowaly takze innych badawczy do podjgcia

(29331 Autorzy tych pigciu

niezaleznych prac nad pochodnymi D-glukozaminozydu diosgenylu.
prac glikozylowali diosgenine tzw. donorem Schmidta, tj. per-O-acetylowanym trichloroacet-
imidanem D-glukozaminy posiadajagcym rézne ostony na funkcji aminowej. Otrzymane sapo-
niny poddawali badaniom na réznych liniach komoérek nowotworowych a swoje wyniki po-
rownywali m.in. w stosunku do doksorubicyny i 5-fluorouracylu.

Z kolei uzyskiwane przez nas wyniki pozwolity na rozszerzenie wspdtpracy z innymi
osrodkami naukowymi 1 tym samym poszerzenie badan o aktywnos$¢ przeciwbakteryjng pod-
stawowego D-glukozaminozydu. I tak, we wspdipracy z Uniwersytetem Politechnicznym
w Ankonie (Wtochy) powstata w 2011 r. praca [H-04], opisujaca wyniki naszych badan in
vitro 1 in vivo dla chlorowodorku 2-amino-2-deoksy-B-D-glukopiranozydu diosgenylu (14).

W tej pracy prowadziliSmy oceng¢ jego cytotoksycznosci wobec komoérek nowotworo-
wych raka ptuc cztowieka A549 i nie stwierdziliSmy jej w stosunku do komorek tej linii
(wynosita zaledwie 3,5%).

Kolejne badania in vitro opisane w pracy [H-04] przeprowadziliSmy na szczepach bak-
terit Gram-dodatnich, ustalajac dla glikozydu 14 minimalne stezenie hamujace w 50% 1 90%
(MICsy i 99) oraz minimalne st¢zenie bakteriobojcze (MBCsy j 90). Do badan stosowalismy za-
réwno szczepy referencyjne bakterii jak 1 szczepy pochodzace od pacjentéw leczonych
w warunkach szpitalnych. Badania prowadzilismy dla szczepéw metycylino- i wankomycy-
no-opornych (odpowiednio MR 1 VR) oraz metycylino- i wankomycyno-wrazliwych (MS
1 VS) gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus) 1 paciorkowca kalowego (Enterococcus

faecalis) oraz dla paciorkowca bedacego czynnikiem etiologicznym anginy (Streptococcus
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pyvogenes) 1 podobnej do pratka gruzlicy pateczkowej bakterii Rhodococcus equi, bytujacej
w glebie 1 bedacej patogenem zapalenia pluc u Zrebiat, rzadziej u ludzi. Jako zwigzki kontrol-
ne stosowali$my ogolnodostepne antybiotyki, m.in. imipenem, doksycykling, erytromycyng,
cyprofloksacyne (Tabela 1). Wyniki badan dla chlorowodorku 14 sg poréwnywalne z rezulta-

tami uzyskanymi dla 3-4 wzorcowych antybiotykow.

Tabela 1. Wybrane wartosci MICs, (MICyy) oraz MBCs, (MBCyg) dla chlorowodorku 14 i referencyjnych
antybiotykow wzgledem szczepdw szpitalnych bakterii Gram-dodatnich [H-04].

Zwigzek MICs MBCs
Antybiotyk (MICso) (MBCy)
2. | D N S S | = $ ® 3 S S | =
S5 39| S| 98| 88| 3c| 3| S| 95| 9o 8o e
Sa ST STIST|] 20 SV STISTISTIST| 27 9
Yo lve e we| Re|ae|Ye|Ye|e|e| RE|s
Bakteria E N E & Y ] = Z & v w
> | = = |2 |5
14 (Hel 4 | 2 8| s [ 212188 16|16 4| 4
HD e @ |eao| @ | @ |ao|ae | ©| 6| ® |6
16| 1 | 16 | 4 | 05 (025] 64 | 4 | 64 | 16 | 1 8

fmipenem gy | @) |64y | (16) | (1) | (1) [@56)| ®) [(128)] 64) | @) | (32)
Doksycyklina 4 4 16 8 4 1 8 8 16 16 8 32

16) | ®) |32 [(16) | ®) | @) | (32) | 32) | (64) | (64) | (16) | (128)
4 2 16 8 2 0,5 32 16 32 16 8 32
Eryromyeyna 1 o1 @) 16ty | 32) | ®) | @ [a28)] 64y |(128)[(128) | 32) | (64)
4 2 8 4 2 1 8 4 16 8 8 16
Cyprofloksacyna | o) |\ 8y | 32) | ® | ® | @ | a6) | 16) |128)| (16) | (16) | (64)

* n w nawiasie oznacza liczbg badanych izolatéw danej bakterii

Na szczego6lng uwage zastuguja wyniki MIC 1 MBC saponiny 14 uzyskane dla metycy-
lino-opornego 1 metycylino-wrazliwego gronkowca ztocistego (MR S. aureus 1 MS S. aureus)
oraz dla paciorkowca katowego (VR E. faecalis 1 VS E. faecalis). Sa one bardzo zblizone do
warto$ci uzyskanych dla czterech antybiotykow stosowanych w leczeniu pacjentow zakazo-
nych tymi bakteriami. Natomiast warto§¢ minimalnego st¢zenia bakteriobdjczego (MBC)
wobec R. equi dla 14 wynosi 4 pg/ml (50%) oraz 16 pg/ml (90%) i jest znacznie lepsza niz
dla wzorcowych antybiotykéw. Porownujac wartosci MICyy 1 MBCyy dla glikozydu 14 oraz
dla erytromycyny mozna zauwazy¢, ze saponina 14 daje lepsze wyniki niz erytromycyna z wy-
jatkiem bakterii R. equi (MICqyp = 4 pg/ml).

Z kolei do kontroli jako$ciowej, w celu ustalenia czasu zabijania (tzw. time-killing),
wykorzystane zostaty szczepy referencyjne ATCC (American Type Culture Collection). Sa-
ponina 14 zabijata bakterie bardzo szybko, i tak dla gronkowca i paciorkowca katowego bylo
ono kompletne juz po 30 min ekspozycji przy stezeniu 2 x MIC, a dla R. equi 1 S. pyogenes

odpowiednio po 40 i 20 min przy tym samym stezeniu.
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Poniewaz rezultaty uzyskane dla bakterii traktowanych tylko saponing 14 sg statystycznie
znaczace w poréwnaniu z grupa kontrolng, postanowili§my zbada¢ synergizm czyli efekt sko-
jarzonego dziatania dwdch czynnikéw, tj. saponiny 1 antybiotyku. Swoje wyniki przedstawili-
smy jako frakcjonowane st¢zenie hamujace (indeks FIC, Fractional Inhibitory Concentration,
FIC < 0,5 $wiadczy o synergizmie, 0,5 < FIC < 1,0 o aktywno$ci addytywnej, 1,0+4 efekt
obojetny a FIC > 4 obrazuje efekt antagonistyczny). ZaobserwowalisSmy, iz tylko zastosowanie
chlorowodorku 14 z wankomycyng oraz 14 z daptomycyng prowadzi do uzyskania efektu
synergistycznego wobec szczepow metycylino- i wankomycyno-wrazliwych oraz wobec R. equi
1 paciorkowca S. pyogenes. Indeks FIC dla tych szczepow bakterii wahat si¢ w granicach
0,312+0,458. Z kolei dla pozostatych antybiotykéw warto$¢ FIC wynosita 0,917+2,0. W zad-
nym przypadku nie zaobserwowaliSmy efektu antagonistycznego.[H-04]

Interakcja migdzy saponinami a sktadnikami $ciany komdrkowej bakterii nie jest dobrze
poznana. Takze ich mechanizm dziatania synergistycznego. Nieprzepuszczalno$¢ btony komor-
kowej odgrywa wazng role¢ w odpornosci na antybiotyki. Jesli penetracja antybiotyku do cy-
toplazmy jest zwiekszana przez zmiany w przenikalnosci Sciany komoérkowej to tym samym
wzrasta aktywno$¢ czynnika przeciwdrobnoustrojowego. Innymi stowy, jezeli odpowiednie
dawki chlorowodorku 14 oddzialywuja ze $ciang komorkowa, to prawdopodobnie zwigkszaja
jej przenikalnos¢ dla klinicznie stosowanych antybiotykéw. Wskazuje to na pozytywng inter-
akcje saponiny 14 z wankomycyng oraz daptomycyna.

Biorgc pod uwage uzyskane rezultaty synergizmu przeprowadziliSmy badania in vivo
na albinotycznym szczepie wsobnych myszy BALB/c. Jako antybiotyki referencyjne wybrali-
$my wankomycyne i daptomycyn¢ a szczepy bakteryjne, ktorymi zakazano myszy to MS
S. aureus 1 VS E. faecalis. W przypadku tych zakazen okreslaliSmy liczbe mikroorganizméow
tworzacych kolonig, tzw. CFU/ml (colony-forming unit). Otoz, dla tkanki zakazonej gron-
kowcem 1 niepotraktowanej saponing 14, daptomycyng badz wankomycyng wartos¢ CFU/ml
wynosila 6,7-10" i byta znaczaco wyzsza niz, gdy zainfekowana tkanke potraktowano tylko
saponina 14 (CFU/ml = 4,4-10%), daptomycyna (CFU/ml = 3,8:10%), badz wankomycyna
(CFU/ml = 4,0-10%). Jednak, gdy te tkanke potraktowano saponina 14 (1 mg zwiazku/kg ma-
sy) plus daptomycyng lub wankomycyna (po 7 mg antybiotyku/kg masy) to wartosci CFU/ml
wynosily odpowiednio 17 1 22, a wigc s3 one wielokrotnie nizsze niz dla samych antybioty-
kow. Tak wiec, najwigksze bakteryjne zahamowanie uzyskaliémy dla tkanki zakazonej gron-
kowcem, ktora zostata potraktowana mieszaning naszej saponiny i antybiotyku. Bardzo zbli-
zone rezultaty otrzymaliSmy réwniez dla tkanki zakazonej paciorkowcem katowym.

Bardzo dobre rezultaty badan in vitro oraz in vivo uzyskane dla chlorowodorku 14,
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pokazujace jego hamujacy wplyw na wzrost bakterii G+, w tym opornych na dziatanie innych
antybiotykow, jednoznacznie dowodza, iz tego typu polaczenia moga znalez¢ zastosowanie
jako $rodki przeciwbakteryjne. Rowniez interakcje tej saponiny z wankomycyng i daptomy-
cyng sugeruja, ze saponina 14 to obiecujacy kandydat do dalszych badan i do poszukiwania

pochodnych badz biokoniugatow.

IV. Optymalizacja procedury syntezy 2-amino-2-deoksy-D-glukopiranozydu
diosgenylu — [H-05]+-[H-08]

Uzyskane wyniki dla chlorowodorku 14 i saponiny 15 zainspirowaly mnie do konty-
nuowania prac dotyczacych zaréwno syntezy jak i wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowych
2-amino-2-deoksy-D-glukozydu diosgenylu. Jednak dalsze prace wymagaty udoskonalenia
metod jego syntezy, np. przez zastosowanie innych oston grupy aminowej (acetylowe, pente-
nylowe, iminowe, karbaminianowe czy imidowe) w czasteczce D-glukozaminy. Odpowiednio
ostonigta grupa aminowa przy atomie wegla C-2 pehi role tzw. grupy uczestniczacej w pro-
cesie tworzenia wigzania glikozydowego, co gwarantuje uzyskiwanie 1,2-trans-glikozydow.
Roéwniez nie bez znaczenia jest wybdr grupy odchodzacej przy anomerycznym atomie wegla.
Analiza tych mozliwos$ci znalazta swoje odzwierciedlenie w dwdch pracach przegladowych
[H-05] i [H-06] poswigconych tej tematyce, a opublikowanych w Wiadomosciach Chemicznych.

Optymalizacji procedury syntezy D-glukozaminozydéw diosgenylu poswigcitem kolejng
prac¢ [H-07]. Dotyczy ona m.in. zastosowania réznych N-chronionych chlorkow 3,4,6-tri-O-
acetylo-2-amino-2-deoksy-D-glukopiranozylu w syntezie 2-amino-2-deoksy-D-glukopiranozydu
diosgenylu (12). Préby znalezienia lepszego donora glikozylu z tej grupy ograniczytem do
przetestowania czterech chlorkow z nast¢pujacymi grupami przy atomie wegla C-2: trifluoro-
acetamidowg (NHTFACc), trichloroetoksykarbonyloaminowa (NHTroc), ftalimidowa (NPhth)
i tetrachloroftalimidowa (NTCP) (Rys. 6).

OAc o
NH NH N N_
AcO | | 0=C" C=0 0=C" C=0
AcO al R= C=0 c=0

R

_ CF; ? cl cl

seria
chlorkow NHTFAc CH,CCl; N .
NHTroc NPhth

NTCP

Rys. 6. Testowane chlorki 3,4,6-tri-O-acetylo-o/B-D-glukozaminopiranozylowe.

Aby je otrzymac¢ konieczna byta uprzednia synteza odpowiednich per-O-acetylowych
pochodnych N-chronionej D-glukozaminy, tj. zwigzkéw S, 8, 18 1 19 (Schemat 3). Synteze

dwoch pierwszych opisalem we wczesniejszych pracach [H-01] i [H-03] (odpowiednio 1—5
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i 1—-8 na schemacie 1). Chlorowodorek 4 réwniez acylowatem chlorkiem 2,2,2-trichloro-
etoksykarbonylu uzyskujac zwiazek 18. Z kolei ostona ftaloilowa zostala wprowadzona na
grupe aminowg w chlorowodorku D-glukozaminy (1) w podobny sposéb jak tetrachloroftaloi-
lowa, tj. w reakcji z bezwodnikiem ftalowym — zwigzek 17, z ktérego po acetylowaniu bez-

wodnikiem octowym w pirydynie uzyskatem pochodna 19.

OAc OAc
AcO 0 (e) AcO Q
AcO OAc AcO
a
OAc y NHTFAc NHTFAc
(@), AcO Q 5 20 Cl
AcO OAc
©
NH- HCI \ OAc OAc
4 AcO Q () AcO 0
AcO OAc AcO
NHTroc NHTrpc
18 21 cl
chlorowodorek _|
D-glukozaminy OH OAc OAc
b o (o} 0}
1 (b)_ HO (d) AcO () AcO
HO OH AcO OAc AcO c
NPhth NPhth NPhth
17 19 22
OH OAc OAc
L @), Ho Q (@) AcO Q (f AcO 0
HO OH AcO OAc AcO cl
NTCP NTCP NTCP
7 8 23

(@) [H-03] i [H-05] (Schemat 1) (b) PhthO / EtsN (c) TrocCl / Py
(d)Ac,0 /Py (e) Cl,CHCOCH; / ZnCl, (f) Cl,CHCOCH; / BFy Et,0

Schemat 3.

Poréwnujac procedury syntezy N-chronionych octanow 51 18 z 8 1 19 stwierdzam, ze
jesli chlorowodorek D-glukozaminy najpierw O-acetylowatem Ac,O a potem wprowadzatem
ostone¢ na grup¢ NHy, to uzyskiwatem pochodne o konfiguracji  (zwiazki S i 18), a jesli naj-
pierw zostata wprowadzona ostona na grup¢ aminowa (pochodne 7 i 17), a potem przeprowa-
dzitem O-acetylowanie to otrzymywatem produkty 8 i 19, bedace mieszaning anomeréw o i 3
Z Wyrazng przewaga tego ostatniego.

Do podstawienia w 5§, 8, 18 1 19 anomerycznej grupy OAc atomem chloru wykorzysta-
tem eter 1,1-dichlorometylometylowy w obecnosci ZnCl, lub BF5-Et,0. Uzyskalem w ten
sposob chlorki 20+23, przy czym dwa pierwsze z nich (20 i 21) to produkty o konfiguracji a
(Ji12 = 3,6 Hz), a kolejne dwa (22 1 23) o konfiguracji B (J12 = 9,6 1 9,2 Hz). Synteze¢ tego
ostatniego opisatem juz we wczesniejszej pracy [H-03].

Dodatkowo, dla chlorku 23 zostala wykonana analiza krystalograficzna (Rys. 7). W kry-
sztale, asymetryczna cze$¢ chlorku sktada si¢ z jednej czasteczki cukru 1 potowy nieuporzad-

kowanej czasteczki rozpuszczalnika — toluenu, utozonej w krystalograficznym planarnym od-
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biciu lustrzanym. Rozmieszczenie czasteczek chlorku 23 i toluenu w sieci krystalicznej jest
determinowane oddziatywaniami n—r obu pierscieni aromatycznych.

W krysztale chlorek 23 wystepuje w konformacji
krzestowej *C| z wewnatrzczasteczkowymi oddziatywa-
niami C-H---O. Analizujac geometri¢ tego zwigzku
warto podkresli¢, ze dtugo$¢ wigzania CI-C(;) wynoszaca
1,777 A jest charakterystyczna dla p-chlorkow w kon-
formacji *C;, w ktorych nie obserwuje sie efektu endo-
anomerycznego. Chlorki o konfiguracji a, w ktérych
dziata efekt endo-anomeryczny, charakteryzuja si¢ dtu-

go$cig wigzania CI-C(jy > 1,8 A. Grupa tetrachloroftal-

imidowa jest prawie ptaska a atom wegla C-2 cukru

Rys. 7.

lezy w plaszczyznie utworzonej przez dwa potaczone
pierécienie NTCP. Obserwowana ptaskos¢ implikuje hybrydyzacje sp® atomu azotu. Ulozenie
grupy NTCP jest prawie prostopadte wzgledem ptaszczyzny pierscienia piranozowego.
Zsyntezowane chlorki 20+23 wykorzystalem w reakcjach sprzegania z diosgening, ktore
byty prowadzone w CH,Cl, (11 i 25) lub mieszaninie CH,Cl,/Et,O (10 i 24), w obecnosci
AgOTf jako promotora reakcji. Kazdorazowo uzyskiwalem w peini ostonigte B-D-glukoz-

aminozydy diosgenylu z wydajnoscia reakcji wahajaca si¢ w granicach 69+99% (Schemat 4).

-, -,
08 HsC HsC
“CHy OAc § %, OH N %,
AgOTf Acom (a), (b) Hom
AcO o HO o
R R

chlorki

20 = 23
10 R =NHTFAc 13 R=NHTFAc
24 R =NHTroc 26 R=NHTroc
25 R = NPhth 27 R = NPhth
11 R=NTCP

) |(C) +(e
(a) CH;ONa/MeOH dla10 — 13 i 256 — 27

(b) EtsN / MeOH lub Et3N w buforze guanidynowym dla 24 — 26

(e) HoNCH,CHoNH, / EtOH dla 27 — 12
(f) NoHy HoO / EtOH dla 11 — 12

)
%,
HaC
OH 2,
(c) NaOH / aceton dla 13 — 12 HO (o]
(d) Zn/ CH3COOH dla 26 — 12 HO 0
NH,
12

Schemat 4.

Uzyskane wyniki wskazuja, iz zastosowanie donoréw glikozylu z grupami NPhth i NTCP
oraz prowadzenie reakcji sprzegania w dichlorometanie jest korzystniejsze.
W ostatnim etapie koniecznym bylo usunigcie wszystkich oston w otrzymanych gliko-

zydach. Zasadniczo O-deacetylowanie winno by¢ przeprowadzone jako pierwsze, poniewaz
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w innym przypadku nalezaloby oczekiwa¢ migracji O—N grupy acetylowej. Stosujac roztwor
MeONa w metanolu usunglem grupy acetylowe w 10 i 25 otrzymujac saponiny 13 i 27.

Natomiast w przypadku zwigzku 24, by uniknag¢ konwersji grupy N-Troc w karbami-
nian, zastosowalem nieco tagodniejsze warunki, tj. roztwor EtsN w MeOH oraz mieszaning
MeONa i buforu guanidynowego (guanidyna/azotan(V) guanidyny) w MeOH/CH,Cl,. W oby-
dwu przypadkach produktem reakcji byta saponina 26, odpowiednio z 69% 1 57% wydajnoscia.

Z kolei ostony grupy aminowej usuwalem za pomocag NaOH w acetonie (NHTFAc,
80%), pylem cynkowym w CH3;COOH (NHTroc) i etylenodiaming w EtOH (NPhth, 81%),
uzyskujac kazdorazowo 2-amino-2-deoksy-p-D-glukopiranozyd diosgenylu (12). W przypad-
ku zastosowania roztworu etylenodiaminy w EtOH do usuwania ostony w saponinie 11 nastg-
powato jednoczesne usunigcie wszystkich grup ochronnych (saponina 12) wraz z utworze-
niem produktu migracji O—N grupy acetylowej — zwigzek 16. Zamiana etanolu na mieszani-
ne¢ rozpuszczalnikow CH3CN/THF/EtOH zakonczyla si¢ niepowodzeniem. Natomiast zasto-
sowanie hydratu hydrazyny w EtOH doprowadzilo do otrzymania wylacznie saponiny 12
z 97% wydajnoscia.

Kontynuujac prace dotyczace optymalizacji procedur otrzymywania 2-amino-2-deoksy-
D-glukopiranozydu diosgenylu (12) postanowitem, oprocz chlorkéw i bromkéw D-glukozami-
nopiranozylu, wykorzysta¢ jako donory glikozylu pochodne iminoeterowe, znane w literatu-
rze przedmiotu jako donory Schmidta.****) Ta metoda syntezy polega na wprowadzeniu grupy
—O—C(=NH)CCI; lub —O—C(=NPh)CF; w potozenie C-1 i podstawieniu tej tatwo odchodzacej
grupy resztg akceptora glikozylu.

Do syntezy (N-fenylo)trifluoroacetoimidanowych donorow 34+37 wykorzystatem per-
O-acetylowe pochodne 5, 8, 18 i 19 oraz uprzednio uzyskany z nich bromek 9 i chlorek 23
(Schemat 5), co opisatem w pracy [H-08].

1-O-Deacetylowanie octanow S, 8, 18 1 19 przeprowadzitem roztworem etylenodiami-
ny w THF uzyskujac zwiazki 30+33 z wydajnoscia 84% i wigksza. Jedynie w przypadku 33
wydajnos¢ wynosila zaledwie 36% 1 wobec tego do uzyskania 33 postanowitem wykorzystac
bromek 9 i chlorek 23. Hydroliz¢ tych dwdch halogenkéw przeprowadzitem w acetonie wod-
ng zawiesing Ag,COs z wydajnos$cia, odpowiednio 73% 1 72%. O ile halogenki 6, 9 1 20+23
zostaty otrzymane wg wczesniej opisanych procedur, to do wprowadzania atomu bromu w 18
1 19 zastosowatem HBr/CH3;COOH uzyskujac w ten sposob bromki 28 i 29. Wprowadzenia
reszty (N-fenylo)trifluoroacetimidoilowej w 30+33 dokonatem za pomocg chlorku (N-fenylo)-
2,2, 2-trifluoroacetimidoilu w obecnosci K,COs. (N-Fenylo)trifluoroacetimidany z ugrupowa-

niami typu imidowego (NPhth i NTCP) przy C-2 posiadaja konfiguracje B anomerycznego
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atomu wegla — zwiazki 36 1 37, a pozostale (34 1 35) to mieszaniny anomerow o i 3.

OAc
Q

5,8, 18,19 AcO DsOH
AcO X
R
X =Br X=Cl
6 R=NHTFAc 20 R=NHTFAc .
28 R=NHTroc 21 R=NHTroc OAc HaC %
ACO Ohe o 29 R =NPhth 22 R=NPhth ACO o
Cl
»~ N9 R=NTCP 23 R=NTCP Ao o
AcO OH
R
30 R =NHTFAC \ ;2 R = NHTFAc
R = NHTroc

31 R =NHTroc

32 R = NPhth OAc DSOH ff R i NP(I';th uSOu;l'vg:@

33 R=NTCP AcO Q R = NTCP
AcO 0-C—CF,

R || )
34 R =NHTFAC @ OH e [,
35 R = NHTroc Hom
36 R =NPhth HO 0)
NH,
37 R=NTCP
12
Schemat 5.

Dysponujac 12 donorami glikozylu (6, 9, 20+23, 28, 29 i 34+37) oraz majac na uwadze
rézne sposoby tworzenia wigzania glikozydowego podjalem préby syntezy saponin uwzgled-
niajace kolejnos¢ dodawania reagentow, co znane jest w chemii cukrow jako ,,procedura nor-
malna” 1 ,procedura odwrotna” [H-08] W pierwszej z nich promotor jest dodawany do roz-
tworu zawierajacego donor i akceptor glikozylu, natomiast w ,,procedurze odwrotnej” donor
glikozylu jest dodawany do mieszaniny promotora i akceptora glikozylu. Dodatkowo, wybra-
ne reakcje sprzegania wyzej wymienionych donoréw z diosgening prowadzitem w CH,Cl,
1/lub w mieszaninie CH,Cl,/Et,O (Tabela 2).

Reakcje glikozylowania (Schemat 5) diosgeniny przebiegaja wg mechanizmu Sy1 i/lub
Sn2, kazdorazowo z udzialem tzw. grupy uczestniczgcej, ktora stanowi grupa znajdujaca si¢
przy atomie wegla C-2 (NHTFAc, NHTroc, NPhth, NTCP). Najwigcksze wydajnosci (~ 98%)
reakcji uzyskatem podczas glikozylowania DsOH donorami halogenkowymi z grupa NHTroc
(Br) oraz NPhth (Cl) przy atomie wegla C-2 (poz. 4 1 12; Tabela 2). Z kolei, gdy przy atomie
wegla C-2 znajdowala si¢ grupa NTCP (donor 9) wydajnos¢ syntezy wynosita 93%. W kaz-
dym z tych przypadkow promotorem reakcji byt AgOTH, a glikozylowanie prowadzitem wg
tzw. ,,procedury odwrotnej”, tzn. donor glikozylu dodawatem jako ostatni sktadnik mieszani-
ny reakcyjnej. Stosujac donory halogenkowe 6, 29 19 (poz. 1, 51 8; Tabela 2) w ,,procedurze
normalnej” wydajnosci reakcji byty znacznie nizsze, odpowiednio 30%, 51% i 73%. Z kolei
glikozylowanie DsOH bromkami 6, 28 i 9 jest wydajniejsze niz tak samo N-chronionymi

chlorkami 20, 21 i1 23 (poréwnanie w tabeli 2 poz. 2,419z 10, 111 13).
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Tabela 2. Procedury i rezultaty glikozylowania diosgeniny.

Lp. Procedura gl]i)l?:z(;fliu Rozpuszczalnik  Promotor p?zr;l()fz Produkt ‘?:,Zf)l
1 normalna 6 () CH,Cl,/ Et,O AgOTf NHTFAc 10 30
2 odwrotna 6 () CH,ClL,/ Et,O AgOTf NHTFAc 10 77
3 odwrotna 6 () CH,Cl, AgOTf NHTFAc - -
4 odwrotna 28 (o) CH,CL,/ Et,0O AgOTf NHTroc 24 98
5 normalna 29 (atP) CH,Cl,/ Et,0 AgOTf NPhth 25 51
6 odwrotna 29 (atP) CH,Cl,/ Et,0 AgOTf NPhth 25 55
7 odwrotna 29 (atP) CH,Cl, AgOTf NPhth 25 90
8 normalna 9 (at+p) CH,Cl,/ Et,0 AgOTf NTCP 11 73
9 odwrotna 9 (at+p) CH,Cl, AgOTf NTCP 11 93
10 odwrotna 20 (o) CH,ClL,/ Et,0O AgOTf NHTFAc 10 69
11 odwrotna 21 (o) CH,ClL,/ Et,0O AgOTf NHTroc 24 86
12 odwrotna 22 (B) CH,Cl, AgOTf NPhth 25 99
13 odwrotna 23 (B) CH,Cl, AgOTf NTCP 11 87
14 normalna 34 (o) CH,Cl, TMSOTf  NHTFAc 10 85
15 normalna 35 (o) CH,Cl, TMSOTf NHTroc 24 81
16  normalna 36 (B) CH,Cl, TMSOTf NPhth 25 83
17 normalna 37(B) CH,Cl, TMSOTTf NTCP 11 52

Ponadto, majac na uwadze wydajno$¢ reakcji glikozylowania, zastosowanie CH,Cl,
jako rozpuszczalnika jest prawie zawsze korzystniejsze, w pordwnaniu z uzyciem mieszaniny
CH,ClL/Et,0O, z wyjatkiem przypadku gdy donorem glikozylu byt bromek 28 i1 chlorek 21
(obydwa z ostong Troc na funkcji aminowej, poz. 4 i 11 w tabeli 2), w przypadku ktorych
wydajnosci byty réwniez wysokie, odpowiednio 99% i 87%. Wplyw rodzaju rozpuszczalnika
jest najbardziej widoczny w reakcji glikozylowania DsOH donorem 6 wg ,,procedury od-
wrotnej”. Mianowicie, stosujac mieszaning CH,Cl,/Et,O uzyskatem glikozyd 10 z 77% wy-
dajnoscia, podczas gdy w samym CH,Cl, nie udalo si¢ go otrzymac¢. Po usunigciu wszystkich
oston (wg procedur (a)+(f), Schemat 4) kazdorazowo otrzymywatem saponine 12.

Poniewaz ostony acetylowe i1 ostong¢ TCP mozna zdejmowac jednocze$nie w tych samych,
stabo zasadowych warunkach, np. wodzianem hydrazyny w EtOH, a zdejmowanie oston ace-
tylowych 1 Troc oraz acetylowych i Phth wymaga dwuetapowej procedury, oraz drastyczniej-
szych warunkéw, uwazam ze syntezg D-glukozaminozydu diosgenylu (12) najkorzystniej jest
prowadzi¢ wg ,,procedury odwrotnej”’, z wykorzystaniem bromku 3,4,6-tri-O-acetylo-2-deoksy-
2-tetrachloroftalimido-o,B-D-glukopiranozylu (9) jako donora glikozylu, w dichlorometanie

jako rozpuszczalniku 1 stosujgc AgOTf jako promotor reakcji.
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V. N-Alkilowe pochodne 2-amino-2-deoksy-D-glukopiranozydu diosgenylu — [H-08] i [H-09]

Opracowanie wydajnej procedury uzyskiwania glikozydu 12 otworzyto droge do synte-
zy szeregu pochodnych, w tym N-alkilowych i N,N-dialkilowych, ktérym réwniez poswigco-
na jest praca [H-08]. By to osiggna¢ zastosowatem metode zwang redukcyjnym alkilowaniem
amin. Pochodng N-monoalkilowg uzyskuje si¢ w wyniku traktowania aminy pierwszorzedowe;j
odpowiednim aldehydem (R—CHO) i nast¢pnie redukcji uzyskanej iminy. Powszechnie sto-
sowanym reduktorem w tej reakcji jest NaBH3;CN. N-Alkilowa pochodna, jako odpowiednik
aminy drugorzedowej, moze reagowac¢ w tych samych warunkach z kolejng czasteczka alde-
hydu tworzac enaming, z ktorej po redukce;ji uzyskuje si¢ N, N-dialkilowg pochodna.

Redukcyjne alkilowanie saponiny 12 1,2 molowym nadmiarem odpowiedniego aldehy-
du a potem redukcja dwukrotng molowg ilo§ciag NaBH3CN pozwolilo otrzyma¢ cztery mono-
(38+41) i szes¢ dialkilowych pochodnych (42+47), jako pojedyncze produkty badz mieszani-
ny (Rys. 8). Mieszaniny N-alkilowych i N, N-dialkilowych pochodnych zostaty kazdorazowo

rozdzielone metodami chromatograficznymi.

% Y
OH o HaC 5 OH HsC %
HO HO °
HO 0) HO O
NH N

N
éHz—R R—CH, CH—R

38 R=CH, 42 R=H

39 R = CH,CH; 43 R=CH,

40 R = CHy(CH,),CH, 44 R = CH,CH,

41 R = CHy(CHy)3CHs 45 R = CH,CH,CHs

46 R = CH,CH(CHa),
47 R= CH2(CH2)3CH3

Rys. 8. N-Alkilowe i N, N-dialkilowe pochodne saponiny 12.

Budowe saponin 38+47 ustalifem na podstawie widm NMR ('H i "*C) i spektrometrii
mas. Podobnie jak podstawowa saponina 12 wszystkie alkilowe pochodne wystepuja w konfor-
macji *Cy, co potwierdzajg odpowiednie state sprzezenia J1, = 8 Hz i J,3~ J34~ J45~ 9+10 Hz.

Otrzymane saponiny badali§my pod katem zwalczania drobnoustrojoéw jakimi sg grzyby
1 bakterie. Aktywnos$¢ przeciwgrzybowa badaliSmy na szczepach referencyjnych (z kolekce;ji
ATCC lub PCM) dwoch gatunkéw zaliczanych do drozdzakéw: Candida albicans, Candida
tropicalis 1 w stosunku do kropidlaka czarnego (Aspergillus niger). Z kolei do badan przeciw-
bakteryjnych uzyliSmy po pi¢¢ szczepow referencyjnych bakterii Gram-ujemnych: Escheri-
chia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, P. vulgaris 1 Pseudomonas aeruginosa
oraz gram-dodatnich: Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Rhodococcus equi, Staphylo-

coccus aureus 1 S. epidermidis.

20



Za takim wyborem grzybow przemawia m.in. stale wzrastajaca liczba zakazen powodo-
wanych przez grzyby rodzaju Candida. Atakuja one czgsto blony $luzowe przewodu pokarmo-
wego, jame ustng i gardto, wywoluja stany zapalne skory. Sg one odpowiedzialne za chorobe
zwang kandydoza. Wiekszo$¢ infekcji grzybiczych jest powodowana przez gatunek Candida.

Bakterie sg mikroorganizmami, ktére moga zasiedla¢ wigkszo§¢ miejsc na naszej planecie.
Zréznicowane warunki, w ktorych zyja i rozmnazaja si¢ spowodowaty, ze wyksztalcity one
Sciany komoérkowe zabezpieczajace je przed niekorzystnym wptywem otocznia. Sciana komor-
kowa jest podstawowa ostong bakterii, zwiekszajaca odpornos¢ i umozliwiajacg im prawidtowe
funkcjonowanie. Wazna wlasciwos$cig Sciany komorkowej jest jej przepuszczalno$é, co zosta-
to wykorzystane do podzielenia bakterii na Gram-ujemne i Gram-dodatnie. Doktadna znajo-
mos¢ struktur chemicznych bedacych sktadnikami $ciany komoérkowej tych mikroorganiz-
mow jest niezbedna do poznania sposobow oddziatywania bakterii ze srodowiskiem, w tym
bardzo waznych mechanizmow zwigzanych z zapobieganiem i zwalczaniem infekcji bakte-
ryjnych. Zardwno do bakterii G— jak i G+ nalezy wiele gatunkow patogennych. Do pierwszej
z nich zaliczana jest m.in. pateczka okreznicy i1 pateczka zapalenia ptuc, a do G+ nalezg wy-
soce patogenne enterokoki i gronkowce. Wiele z nich jest odpowiedzialnych za kliniczne in-
fekcje bakteryjne, o czym pisatem juz w pracy [H-04] wchodzacej w sktad mojego osiagnie-
cia habilitacyjnego. Poniewaz budowa $ciany komoérkowej bakterii G+ wyraznie r6zni si¢ od
sciany komorkowej bakterii G—, pomimo posiadania kilku prawie identycznych elementow,
celowym bylo sprawdzenie aktywnosci wobec obydwu grup.

Wobec grzybow gatunku Candida najlepsza aktywno$¢ wykazata saponina 14 (MIC =
0,5 1 2 pg/ml, odpowiednio dla C. tropicalis i C. albicans) czyli podstawowy glikozyd (chlo-
rowodorek) majacy sprotonowang grupe NH, (Tabela 3) [H-08].

Tabela 3. Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) [pg/ml] dla saponin 14, 38+40
1 42+47 wzgledem wybranych grzybow.

Zwigzek Candida albicans Candida tropicalis Aspergillus niger
Grzyb

14 (HC) 2 0,5 64
38 16 - 8
39 8 - 8
40 128 64 128
) 2 2 64
3 > 1 128
44 4 4 64
45 8 128 16
46 16 32 256
47 64 128 128
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W nastepnej kolejnosci sa trzy N,N-dialkilowe saponiny 42+44 o krotkich tancuchach
weglowych (1+3 atomow wegla) z MIC = 1+4 pg/ml. Znacznie stabsze rezultaty (MIC > 8
pug/ml) otrzymalismy dla dialkilowych pochodnych o dluzszych tancuchach weglowych 45+47
(4+6 atomow wegla). Saponiny N-monoalkilowe 38+40 nalezy uznac¢ raczej za mato aktywne.
Z kolei wobec kropidlaka czarnego (4. niger) wigkszos¢ saponin jest nieaktywna, z wyjat-
kiem N-etylowej (38), N-propylowej (39) i N,N-dibutylowej (45) odznaczajacych si¢ wicksza
aktywnoscig niz podstawowy chlorowodorek 14 (MIC = 8; 8; 16 1 64, odpowiednio).

Wszystkie saponiny okazaty si¢ nieaktywne w stosunku do bakterii Gram-ujemnych.

Z kolei wobec bakterii Gram-dodatnich wigkszo§¢ N-alkilowych i N,N-dialkilowych

saponin cechuje si¢ okreslong aktywnoscia, ktore przedstawitem w tabeli 4 [H-08].

Tabela 4. Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) [pg/ml] dla saponin 14, 38+40 i 42+47
wzgledem wybranych szczepoéw bakterii Gram-dodatnich.

[} e}
@ = S @
Zwiazek § 9 § . §§ % o §
$5 S3 % = 3
S 3 =3 =3 S ST
QRS =< 8 < = SR S
: 3 55 S
Bakteria a A A
14 (HCI) 16 16 16 8 16
38 1 2 0,5 64 8
39 1 8 1 64 32
40 > 1024 1024 1024 > 1024 512
42 32 32 64 8 64
43 32 32 32 32 16
44 8 8 32 16 16
45 8 8 8 16 16
46 4 16 32 32 8
47 64 128 256 64 512

Powodem odmiennej aktywnosci wobec bakterii G— 1 G+ sg zapewne rdznice w ich
budowie. W przypadku tych ostatnich nie wyr6znia si¢ zewnetrznej btony komoérkowej zbu-
dowanej z biatek, fosfolipidow i lipopolisacharydu.

Analizujac uzyskane wartosci MIC moge stwierdzi¢, ze prawie wszystkie testowane
mono- 1 dialkilowe saponiny hamujg wzrost bakterii Gram-dodatnich. Saponina 38 z grupa
N-etyloaminowg przy C-2 jest najaktywniejszg wobec paciorkowca katowego (E. faecalis),
dwoch gatunkow bakterii nalezacych do rodzaju gronkowcow (S. aureus 1 S. epidermidis)
oraz bakterii R. equi (MIC = 0,5+8 pg/ml). Saponina 39 z grupa N-propylowa wykazuje po-
dobng aktywno$¢ wobec paciorkowca 1 obydwu gatunkéw gronkowca (MIC = 1+8 pg/ml).
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Aktywnos$¢ saponin 38+47 zsyntezowanych przez modyfikacje¢ funkcji aminowej w 12 po-
réwnuje z aktywnoscig chlorowodorku 14. Ten ostatni, badany kilka lat wcze$niej, okazat si¢
by¢ bardzo aktywny samodzielnie jak 1 w potgczeniu z wankomycyng oraz daptomycyng wobec
szpitalnych szczepow, m.in. metycylino- oraz wankomycyno-opornych 1 wrazliwych bakterii
S. aureus 1 E. faecalis (Tabela 1) [H-04]. I tak, aktywniejsze wobec E. faecalis oraz S. aureus
1 S. epidermidis od chlorowodorku 14 sa saponiny z krotkimi tancuchami N-alkilowymi —
zwiazki 38 1 39. Z kolei trzy N,N-dialkilowe pochodne 44+46 wykazujg takze silniejsza lub
bardzo zblizong aktywno$¢ do chlorowodorku 14. Pewnym ewenementem, do$¢ trudnym do
wyjasnienia, jest stabsza aktywno$¢ N, N-dialkilowych saponin o najkrétszych tancuchach
weglowych, tj. zwigzkow 42 i 43. Dwie saponiny o najdtuzszych lancuchach weglowych,
pochodna N-pentylowa (40) i N,N-diheksylowa (47) sa nieaktywne wobec testowanych
szczepOw bakterii G+.

Przedstawione wyniki wskazuja, iz wydtuzenie tancucha alkilowego jak rowniez doda-
tek kolejnej grupy sa raczej niekorzystne z punktu widzenia aktywnos$ci przeciwbakteryjne;.
Prawdopodobnie zwigzane jest to z mniejszg rozpuszczalnoscig saponin o dtuzszych tancu-
chach alkilowych badz zdolno$cig do tworzenia struktur micelarnych.

W kolejnej swojej pracy [H-09] sktadajacej si¢ na osiggnigcie habilitacyjne postanowi-
tem sprawdzi¢ jak chlorowodorek 14 oraz wybrane N,N-dialkilowe pochodne o krétkich tan-
cuchach alkilowych (42+45) zachowuja si¢ wobec szpitalnych szczepow grzybdéw gatunku
non-albicans Candida.

Grzyby, w przeciwienstwie do bakterii, zaliczane sg do organizméw eukariotycznych
posiadajacych jadro komoérkowe z chromosomami. Struktura $ciany komorkowej grzybow
jest charakterystyczna dla tej grupy, ma budowe warstwowg a jej elementy szkiecletowe sa
zbudowane z chityny, chitozanu oraz kompleksow chityna-glukany. Podanie antybiotyku powo-
duje jego interakcje ze sterolami efektem czego jest zaburzenie integralnosci btony komorkowe;.

Na poczatku XX w. gatunek Candida albicans uvznawano za jedyny patogenny u ludzi
sposrod grzybow tego rodzaju. Jednak obecnie na podstawie wieloletnich badan za patogenne
uznaje si¢ az 14 gatunkoéw, w tym m.in. C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis,
C. glabrata. Te gatunki sg czesto charakteryzowane jako grzyby o zmniejszonej podatnosci
na dziatanie §rodkow przeciwgrzybowych.

Wobec tak duzej liczby non-albicans Candida 1 ich lekoopornosci podjeliSmy probe
przebadania na szczepach szpitalnych nast¢pujacych 5 saponin: chlorowodorek 14, pochodne
N,N-dimetylowa (42), N,N-dietylowa (43), N,N-dipropylowa (44) oraz N,N-dibutylowg (45)

(Rys. 3 1 8). Te zwiazki charakteryzowaty si¢ najlepszymi warto$ciami MIC wobec szczepoéw
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referencyjnych grzybow gatunku Candida (Tabela 3). Szczepy kliniczne C. glabrata (22 izo-
laty), C. krusei (12), C. parapsilosis (19) 1 C. tropicalis (13) otrzymalismy z Zaktadu Myko-
logii Collegium Medicum UlJ. Zostaly zebrane od pacjentow cierpigcych na grzybice pochwy,
skory 1 ust. Jako zwiagzki wzorcowe stosowalismy ogolnodostepne $rodki przeciwgrzybicze,
w tym antybiotyki, m.in. amfoterycyn¢ B, klotrimazol, flukonazol, itrakonazol, natamycyne

1 nystatyne [H-09]. Rezultaty badan zawiera tabela 5.

Tabela 5. Warto$ci MICsy i MICy, dla chlorowodorku 14 i referencyjnych farmaceutykow
wzgledem szczepdw szpitalnych grzybow rodzaju Candida [H-09].

Saponina C. glabrata C. krusei C. parapsilosis C. tropicalis
Antybiotyk (n=22)* (n=12) (n=19) (n=13)
Grzyb | 50% 90% 50% 90% 50% 90% 50% 90%
14 2 4 16 1024 2 4 4 1024
42 4 4 16 1024 1 2 4 1024
43 4 4 64 1024 2 4 4 512
44 4 8 1024 1024 4 4 8 1024
45 8 16 1024 1024 8 16 128 1024
Amfoterycyna B 2 2 2 2 2 4 1 2
Klotrimazol 4 8 0,25 0,25 0,25 0,25 4 16
Flukonazol 128 128 32 64 4 8 128 1024
Itrakonazol 4 32 0,25 0,25 0,25 0,25 256 1024
Natamycyna 2 2 1 1 4 4 2 4
Nystatyna 8 8 2 4 4 8 2 4

* n w nawiasie oznacza liczbe badanych izolatow danego patogena

Analizujgc dane w tej tabeli stwierdzam, ze gatunek C. glabrata jest bardzo podatny na
saponiny 14, 42 1 43, ktore hamuja wzrost grzyba w 90% przy stezeniu 4 pg/ml 1 nizszym.
Glikozydy 44 i1 45 cechuje nieco gorsza aktywnos$¢, MICy, wynosi odpowiednio 8 i 16 pg/ml.
Ten gatunek grzyba odznacza si¢ znaczaca odpornoscig na flukonazol i itrakonazol, a wigc
leki zaliczane do pochodnych triazolu. Z kolei klotrimazol, bedacy pochodng imidazolu oraz
pozostate trzy antybiotyki, zaliczane do polienowych, wykazywaly porownywalng aktywnos$¢
z saponinami 14, 42 1 43.

Z kolei az 4 saponiny (14 i1 42+44) wykazaly silng aktywno$¢ wobec gatunku C. parap-
silosis. Najaktywniejszym glikozydem jest tu pochodna 42, tj. N,N-dimetylowa, ktéra hamuje
w 90% wzrost wigkszosci izolatow przy stezeniu 2 pg/ml. Ten rezultat jest duzo lepszy od
wynikoéw dla trzech antybiotykow (MICyy = 4+8 pg/ml). Jedynie dwa leki przeciwgrzybicze
(klotrimazol 1 itrakonazol) okazaly si¢ aktywniejsze od tej saponiny (MICq = 0,25 pg/ml).
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Dwa gatunki, tj. C. krusei 1 C. tropicalis wykazuja pewng rozbieznos¢ w swojej wrazli-
wosci na badane saponiny. O ile warto$ci MICsy dla wigkszo$ci izolatow wynosza 4+128
pg/ml to do zahamowania wzrostu poszczegdlnych szczepow w 90% wymagane jest najwyzsze
stezenie (1024 ug/ml). Wobec tych dwdch szczepow trzy antybiotyki 1 wigkszo$¢ konwencjo-
nalnych §rodkéw przeciwgrzybowych okazujg si¢ by¢ skuteczniejsze.

Dodatkowo w pracy [H-09], dla wszystkich saponin badalismy ich aktywno$¢ hemoli-
tyczng. Krwinki czerwone zostalty wyizolowane z ludzkiej krwi pochodzacej od zdrowego
dawcy. Minimalne st¢zenie powodujace hemolize¢ (MHC) zostato ustalone jako najnizsze stg-
zenie, ktore powoduje przynajmniej 10+0,5% hemolizy. Wyniki badan hemolitycznych poka-
zaty, ze saponiny 14 i 42+45 przy ich mikrobiologicznie aktywnych st¢zeniach (0,5+256
ug/ml) sa nietoksyczne dla ludzkich krwinek czerwonych. Hemoliza nie byta obserwowana
nawet gdy erytrocyty byly wystawione na dziatanie saponin o stezeniu 256 pg/ml, ktore jest
wiele razy wyzsze od wartosci MIC = 2+4 pg/ml dla wigkszosci wyizolowanych rodzajow
Candida.

Aktualny stan mozliwos$ci wyboru opcji terapeutycznych oraz otrzymane wyniki zache-
cajg do kontynuowania badan nad steroidowymi saponinami i ich ewentualnego zastosowania
jako przysztych §rodkéw antymikotycznych, szczegdlnie do infekcji powodowanych przez
gatunek C. glabrata, charakteryzowany jako szczep bardzo szybko zyskujacy lekoopornosc.
Badania aktywnos$ci biologicznej testowanych zwigzkow wymagajg ich kontynuowania, za-
pewne z uzyciem wigkszej liczby klinicznych izolatéw 1 ewentualnie innych gatunkow grzy-

boéw egzystujacych w organizmie czlowieka.

VI. 2-Amino-2-deoksy-B-D-galaktopiranozyd diosgenylu i jego pochodne — [H-10]

W kolejnej swojej pracy [H-10], sktadajacej si¢ na osiggnigcie habilitacyjne, postanowi-
tem sprawdzi¢ jak zamiana D-glukozaminy na D-galaktozaming wptynie na aktywnos¢ prze-
ciwdrobnoustrojowg tego rodzaju saponin. Cukry te r6znig si¢ wylacznie konfiguracja atomu
wegla C-4 1 interesujacym jest jak ta konfiguracja wplywa na wlasciwosci tego rodzaju saponin.

Galaktozydy diosgenylu sg znacznie rzadziej izolowane z roslin niz glukozydy. Saponiny,
w ktorych diosgenina jest potgczona bezposrednio z D-galaktoza naleza do smilacinozydow,
funkiozydéw czy indiozydow.***"! Podobnie jak w przypadku glikozydéw diosgenylu zawie-
rajacych reszte D-glukozaminy, w naturze nie sg spotykane saponiny spirostanowe zawierajgce
reszte D-galaktozaminy. Korzystajac z naszych doswiadczen w syntezie D-glukozaminozydow
postanowitem uzyskac seri¢ 2-amino-2-deoksy-D-galaktopiranozydéw diosgenylu. By zsynte-

zowac glikozyd D-galakto przeprowadzitem sekwencje reakcji zaprezentowana na schemacie 6.
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Schemat 6.

Podobnie jak w przypadku serii D-gluko, do uzyskania donora glikozylu, tj. bromku
3,4,6-tri-O-acetylo-2-deoksy-2-tetrachloroftalimido-a/B-D-galaktopiranozylu (50) uzytem chlo-
rowodorku D-galaktozaminy (48), najpierw acylujac go bezwodnikiem tetrachloroftalowym
(TCPA) a potem bezwodnikiem octowym w pirydynie. Uzyskatem w ten spos6b mieszanine
octanéw 49. Stosunek anomeréw o : p wynosit 3 : 7, co ustalitem na podstawie widm 'H NMR.
Stosujac réwniez TiBrs jako odczynnik bromujacy otrzymatem mieszaning anomeryczng
bromkéw 50 z wyrazng przewaga anomeru 3 (o : f = 1 : 4). Ta mieszanina, z powodu wyso-
kiej reaktywnos$ci bromkow, okazata si¢ chromatograficznie nie do rozdzielenia. Udzial posz-
czegblnych anomeréw zostal oszacowany na podstawie widm 'H NMR (H-1 dla anomeru o
dublet, d = 6,65 ppm, J;» = 3,7 Hz a dla anomeru 3 dublet przy & = 6,35 ppm, J;» = 9,6 Hz).
Ten donor zostat od razu uzyty w reakcji kondensacji z diosgening. Reakcj¢ prowadzitem
w dichlorometanie wg tzw. ,,procedury odwrotnej”, uzyskujac glikozyd 51 z 80% wydajnoscia.

Budowe D-galaktozaminozydu 51 i tym samym konformacje *C; pierscienia piranozo-
wego ustalitem na podstawie widm NMR ('H, °C, COSY i HSQC). Stata sprzezenia pomig-
dzy aksjalnie zorientowanymi protonami H-1 i H-2 wynoszaca J;, = 8,4 Hz wskazuje na
ekwatorialng orientacj¢ aglikonu. Z kolei state J,3= 11,3 Hz 1 J5 4= 3,1 Hz potwierdzaja ak-
sjalne 1 ekwatorialne utozenie protonéw, odpowiednio H-3 1 H-4.

Do deprotekcji wszystkich grup w saponinie 51 zastosowalem opracowang wczesniej
procedurg dla saponin serii D-gluko [H-01] i [H-03], tj. roztwor hydratu hydrazyny w etanolu,
uzyskujac 3-O-(2-amino-2-deoksy-B-D-galaktopiranozylo)diosgening (52).
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W kolejnych etapach dokonatem funkcjonalizacji grupy aminowej w 52. Otrzymalem
jej chlorowodorek 53, dwie pochodne acetylowe 54 i 55, trzy z ugrupowaniem mocznikowym

56+58, jedng N-alkilowg 59 oraz dwie N, N-dialkilowe 60 1 61 (Rys. 9).

HO oH HO on HO _oH
0 0 0
HO ODs HO ODs HO ODs
NH,-HCI ITIH ITIH
C=0 Cc=0
53 54 | 55 |
CHj CFs
HO _on HO om HO on
0 0 0
HO ODs HO ODs HO ODs
'TIH ITIH ITIH
56 57 58
T_H ITI—H T_H
CH,CH3 CH,CH,CI CeHs
HO  on HO oH HO  oH
0 o] 0
HO ODs HO ODs HO ODs
AN AN AN
H  CH,CH, CHsCH, CHCH;  CH,CH,CH, CH,CH,CH,
59 60 61

Rys. 9. D-Galaktozaminozydy diosgenylu.

Zastosowane procedury syntezy D-galaktozaminozydow diosgenylu 53+61 byty zblizone
do opisanych wcze$niej dla saponin z reszta D-glukozaminy, tj. reakcja z HCI/MeOH, acety-
lowanie odpowiednim bezwodnikiem w metanolu lub pirydynie, reakcja z komercyjnie do-
stepnymi izocyjanianami etylu, 2-chloroetylu i fenylu oraz redukcyjne aminowanie (reakcja
z acetaldehydem lub propanalem i nast¢pujaca po niej redukcja NaBH;CN).

Fakt wprowadzenia do saponiny 52 nowej grupy funkcyjnej potwierdzatem metodami
spektroskopowymi (IR, NMR). Na przyktad, w widmach IR zwigzkéw 54 1 55 obecne sg pa-
sma amidowe 11 Il w zakresie 1715-1650 cm™ a w pochodnych ureidowych 56+58 w prze-
dziale 1665-1550 cm™. Z kolei o obecnosci grupy C=0 w 54-58 $wiadcza sygnaly atomow
wegla karbonylowego w widmach B3C NMR przy 160-171 ppm, z wyjatkiem saponiny 55, w
ktorej z powodu obecnosci trzech atoméw fluoru ten sygnat potozony jest przy 6 = 157,26
ppm. Dodatkowo, w widmie *C NMR glikozydu 55 przy & ~ 157 ppm, widoczny jest kwartet
od karbonylowego atomu wegla ze stalymi sprz¢zenia Jor = 39 Hz i1 kwartet od wegla grupy
CF; przy 6 = 117 ppm ze statymi sprz¢zenia Jcr = 290 Hz. Natomiast w saponinach 59+61
obecne sg sygnaly $wiadczace o obecnosci protonow 1 atomow wegla wchodzacych w sktad

wlasciwego tancucha alkilowego.
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Uzyskane D-galaktozaminozydy badali$my pod katem ich aktywno$ci przeciwbakteryj-
nej 1 przeciwgrzybowej. Badania mikrobiologiczne przeprowadzilimy na dwodch szczepach
referencyjnych (z kolekcji ATCC lub PCM) grzybow Candida albicans 1 Candida tropicalis
oraz wybranych bakteriach Gram-dodatnich, tj. Enterococcus faecalis, E. faecium, Staphylo-

coccus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pyogenes 1 S. pneumoniae (Tabela 6).

Tabela 6. Minimalne st¢zenie hamujace (MIC) [pug/ml] dla saponin 53-61 wzgledem
wybranych szczepow grzybow i bakterii Gram-dodatnich.

Zwiazek " "
=z @ 3 .2 g “ g § § % g @ g §
S§ | 5% s 2 § S S 3 3 3 S 5
S| § | 8§ | 8§ | €Y | €5 | §% | £%
SRS S & S S §3 £ 3 23 58 =3
SIS o = TS TS 2 S SR SR S
Grzyb = S % S S S S
Bakteria
53 (HCI) 64 4 >1024 | >1024 | >1024 | >1024 | >1024 | >1024
54 16 8 16 8 16 8 8 32
55 >1024 | >1024 32 >1024 | >1024 | >1024 | >1024 | >1024
56 > 1024 64 512 16 >1024 | >1024 | >1024 | >1024
57 64 16 16 8 16 8 8 8
58 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024 > 1024
59 8 4 8 2 4 2 2 2
60 4 2 16 > 1024 16 32 8 32
61 8 8 64 > 1024 64 32 64 32

Analizujac warto$ci MIC podane w tej tabeli moge stwierdzi¢, ze niektore z testowa-
nych saponin charakteryzuja si¢ selektywng aktywnos$cia wobec drobnoustrojow.

Zmiana konfiguracji atomu wegla C-4 w pierScieniu cukrowym niekorzystnie wptyne¢ta
na aktywno$¢ chlorowodorku 53 w poréwnaniu z jego odpowiednikiem D-gluko. Otéz, chlo-
rowodorek 53 w mniejszym stopniu niz chlorowodorek D-gluko 14 hamuje wzrost obydwu
grzybow (dla C. tropicalis MIC = 4 ng/ml a dla C. albicans zaledwie 64 pg/ml), przy jedno-
czesnym braku aktywnosci wobec bakterii G+, ktorg to aktywno$¢ wykazywala saponina 14
(Tabele 3 14).

Z kolei pochodna N-acetylowa (54) hamuje wzrost wszystkich szczepoéw referencyjnych
grzybow 1 bakterii G+ (MIC 8-32 pg/ml) a N-trifluoroacetylowa (55), prawdopodobnie z po-
wodu obecnosci trzech silnie elektroujemnych atomoéw fluoru, jest praktycznie nieaktywna.

Wprowadzenie ugrupowania mocznikowego wptyneto réwniez negatywnie na aktyw-
nos¢ przeciwdrobnoustrojowa tych saponin. Sposrdod trzech ureidowych pochodnych (56+58)
tylko saponina 57, zawierajaca fragment chloroetylomocznikowy, wykazuje niewielka aktyw-

no$¢ wobec wszystkich badanych patogenow, z MIC wynoszacym 8-64 pg/ml. Natomiast
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2-etyloureidowa (56) hamuje tylko w niewielkim stopniu wzrost grzyba C. tropicalis (MIC =
64 pg/ml) 1 bakterii E. faecium (MIC = 16 pg/ml), a 2-fenyloureidowa (58) jest w ogdle nie-
aktywna. To sugeruje, ze elektroujemny atom chloru poprawia wtasciwosci inhibicyjne ureido-
wych saponin.

Najlepsze rezultaty wobec obydwu rodzajow Candida uzyskatem dla pochodnych alki-
lowych 59+61 z wartosciami MIC w zakresie 2-8 pg/ml, a wigc zblizonymi do uzyskanych
dla analogicznych alkilowych pochodnych D-glukozaminozydu diosgenylu (38, 43 1 44, Tabe-
la 5). Z kolei wobec bakterii G+ saponina z jedng grupg N-etylowa przy atomie wegla C-2 (59)
okazuje si¢ by¢ najaktywniejszag w grupie badanych D-galaktozaminozydow. Wprowadzenie
dodatkowej grupy etylowej pogorszylo aktywnos¢ przeciwbakteryjng pochodnej 60, w szcze-
g6Inosci w odniesieniu do E. faecium 1 S. aureus ATCC 29923. Wprowadzenie dwoch grup
propylowych jeszcze bardziej obnizyto aktywnos$¢ pochodnej 61 w stosunku do 59 i 60. Re-
zultaty tych badan sa zgodne z wynikami otrzymanymi dla N-alkilowych 1 N, N-alkilowych
pochodnych D-glukozaminozydow (Tabela 5). Albowiem monoetylowe pochodne, zaréwno
serii D-gluko jak 1 D-galakto, sg najbardziej aktywnymi saponinami w odniesieniu do bakterii
G+ posrod wszystkich testowanych N-alkilowych 1 N, N-dialkilowych pochodnych.

Analiza zaleznos$ci miedzy budowa a biologiczng aktywnoscig prezentowanych pochod-
nych 2-amino-2-deoksy-p-D-galaktopiranozydu diosgenylu pokazuje, ze N-alkilowanie funkcji
aminowej wydaje si¢ by¢ najkorzystniejszym sposobem modyfikacji. Wprowadzenie jednej
etylowej (59), dwoch etylowych (60) lub dwoch propylowych (61) grup alkilowych znacznie
poprawia wlasciwosci grzybobojcze saponin serii D-galakto w poréwnaniu z chlorowodorkiem

1 pozostatymi pochodnymi.

VII. Podsumowanie

Synteza i badania przeciwdrobnoustrojowe glikozydow diosgenylu sg niezwykle atrak-
cyjnym kierunkiem badan. Ich rezultatem jest uzyskiwanie saponin o réznych strukturach
chemicznych. Opisane przeze mnie saponiny mozna otrzymac ze stosunkowo dobra wydajno-
$cig a wyniki badan ich aktywno$ci biologicznej wyraznie wskazuja, ze wlasciwosci przeciw-
bakteryjne 1 przeciwgrzybicze zalezg od budowy tych glukozaminozydow.

Podsumowujgc badania prowadzone w ramach osiagni¢cia naukowego stwierdzam, ze:

e po raz pierwszy przeprowadzitem syntez¢ B-glikozydoéw diosgenylu zawierajacych
reszty D-glukozaminy i D-galaktozaminy;
e udowodnilem, ze dwie nowe saponiny indukujg apoptoze 1 nekroz¢ w komoérkach

od pacjentéw chorych na przewlekly biataczke limfatyczng;
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e po raz pierwszy zostaty wykonane dla chlorowodorku D-glukozaminozydu diosgenylu
badania in vitro 1 in vivo aktywno$ci przeciwbakteryjnej na szczepach szpitalnych,
udowadniajgce, iz ta saponina moze stanowi¢ §rodek przeciwbakteryjny zwalczajacy
bakterie G+, w tym wykazujace opornos¢ wobec metycyliny 1 wankomycyny;

o zaobserwowaltem synergizm podczas stosowania chlorowodorku D-glukozaminozydu
diosgenylu w potaczeniu z daptomycyng i wankomycyna;

e uzyskalem ponad 20 nowych saponin w wyniku modyfikacji funkcji aminowej,
co pozwolito na znaczne zwigkszenie stanu wiedzy na temat wlasciwosci
biologicznych tej grupy zwiazkow;

 badane saponiny prawdopodobnie utatwiaja wnikanie antybiotykow
1 lekéw przeciwgrzybowych do wnetrza komorek;

e ws$rdd D-glukozaminozydéw diosgenylu z krotkimi tancuchami dialkilowymi mozna
poszukiwac nowych §rodkéw antymikotycznych, szczegolnie dla infekcji wywolywanych
przez grzyby rodzaju Candida;

o konfiguracja atomu wegla C-4 w pierscieniu cukrowym (zamiana D-Glc na D-Gal)

ma wptyw na aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Moje zainteresowania naukowo-badawcze zaczatem realizowac na éwczesnym Wydzia-
le Matematyki, Fizyki i Chemii Uniwersytetu Gdanskiego w ramach Naukowego Kota Che-
mikoéw prezentujac na Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Chemicznego w 1979 r. we Wrocta-
wiu poster dotyczacy oznaczenia §ladowych ilo$ci metali cigzkich w materiale biologicznym

pozyskanym z Zatoki Puckie;j:

1. K. Doroszuk, H. Myszka, Z. Pawlak, Oznaczenie zawartosci metali ciezkich w materia-
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le biologicznym otrzymanym z Zatoki Puckiej, Zjazd Polskiego Towarzystwa Chemicz-
nego, Wroctaw, 1979. Materiaty konferencyjne, str. 348.

Studia chemiczne ukonczytem w 1982 r. wykonujac prace magisterska dotyczaca po-
tencjometrycznych 1 spektrofotometrycznych badan N-tlenkow heterocyklicznych amin 1 ich
nadchlorandéw w acetonitrylu. Byla to praca eksperymentalna z zakresu chemii nieorganiczne;j
zrealizowana w dwczesnym Zespole Srodowisk Niewodnych. Z jej tematyka wiaza sie moje
dwie pierwsze publikacje (z listy JCR):

1. L. Chmurzynski, Z. Pawlak, H. Myszka, Ultraviolet absorption spectra of pyrydinium
N-oxide perchlorates in acetonitrile, J. Mol. Struc., 80 (1982) 235-242. (IF =2,011)

2. L. Chmurzynski, Z. Pawlak, H. Myszka, Ultraviolet absorption spectra of 2-, 3- and 4-pi-
coline N-oxide perchlorates in acetonitrile, Pol. J. Chem., 59 (1985) 639-642. (IF = 0,393)
Bezposrednio po studiach magisterskich rozpoczatem studia doktoranckie wykonujac

prace doktorska pod kierunkiem prof. dr hab. Zygfryda Smiatacza w Zaktadzie Chemii Cu-
krow. Rozprawe doktorska — ,,Budowa i witasciwosci produktow reakcji chlorkow O-acetylo-
2-deoksy-2-nitrozo-D-glikopiranozyli z pirazolem i pochodnymi hydroksyaminokwasow” obro-
nitem w grudniu 1986 r. Dotyczyla ona syntezy glikozydéw pirazolu oraz L-hydroksyaminokwa-
soOw metoda Lemieux, a jej poktosiem jest kolejnych pig¢ publikacji z lat 1986-90 (z listy JCR):

1. Z. Smiatacz, R. Szweda, H. Myszka, The structure and properties of the products of

reaction between 3,4,6-tri-O-acetyl-2-deoxy-2-nitroso-a-D-galactopyranosyl chloride and
pyrazole, Carbohydr. Res., 153 (1986) 33-43. (IF =2,074)

2. Z. Smiatacz, H. Myszka, Z. Ciunik, Configuration and conformation of the products of
reaction of 3,4-di-O-acetyl-2-deoxy-2-nitroso-f-D-arabinopyranosyl chloride with py-
razole, Carbohydr. Res., 172 (1988) 171-182. (IF = 2,074)

3. Z. Smiatacz, H. Myszka, Chemical modification of 1-(3,4-di-O-acetyl-2-deoxy-2-hy-
droxyimino-o- and -f-D-erythro-pentopyranosyl)pyrazole at C-2 and C-3, Carbohydr.
Res., 186 (1989) 335-340. (IF = 2,074)

4. Z. Ciunik, H. Paulsen, P. Luger, Z. Smiatacz, H. Myszka, Structures of two 2-oxyimino-
o-D-pyranosides, Acta Cryst., B45 (1989) 512-518. (IF = 6,467)

5. Z. Smiatacz, H. Myszka, The synthesis, structure, and chemical transformation of methyl
esters of O-(3,4-di-O-acetyl-2-deoxy-2-hydroxyimino-D-erythro-pentopyranosyl)-N-tosyl-
L-serine, -L-threonine, and -L-tyrosine, Carbohydr. Res., 196 (1990) 167-174. (IF =2,074)
Osiggnigcia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora, a nie wchodzace w sktad

mojego osiggni¢cia habilitacyjnego, dotycza syntezy i badan biologicznie czynnych glikozydow.
Mozna je podzieli¢ na nastgpujace grupy tematyczne:

* modyfikacje glikozydow L-hydroksyaminokwasoéw (L-seryny, L-treoniny i L-tyrozyny)

posiadajacych grupe hydroksyiminowg przy atomie wegla C-2;
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otrzymywanie i modyfikowanie wybranych (3,4-di-O-acetylo-2-deoksy-
2-hydroksyimino-a-D-arabino-heksopiranozydo)uronianéw metylu;

wptyw ugrupowania hydroksyiminowego na stabilno$¢ 2-deoksy-2-hydroksyimino-

a 1 B-D-heksopiranozydow;

badania struktury krystalograficznej N-arylo-N-pentopiranozyloamin oraz analiza
konformacyjna N-(a-D-glukofuranurono-6,3-laktonu)- i N-(-D-glukopiranouronianu
metylu)-p-nitroaniliny;

badania konformacyjne 2-amino-2-deoxy-f-D-glukopiranozydu diosgenylu

metoda potempiryczng PM3 wspartg obliczeniami DFT;

B-D-glukopiranozydy flawonylu jako wskazniki aktywnosci B-glukozydazy.

7 wyzej wymieniong tematyka wiaze si¢ dziewig¢ kolejnych publikacji (listy JCR):

. Z. Smiatacz, H. Myszka, A. Dabrowska, Preparation of the 2-amino-D-galacto and
D-talo-O-pyranosyl derivatives of L-serine, L-threonine, and L-tyrosine from correspon-

ding 2-hydroxyimino-D-lyxo-hexopyranosyl derivatives, Bull. Pol. Ac. Sci. Chem., 39
(1991) 105-111. (IF = 0,143)

. P. Dokurno, J. Lubkowski, H. Myszka, Z. Smiatacz, Crystal structures of N-aryl-
N-pentopyranosylamines, Zeitschr. fiir Kristallogr., 209 (1994) 808-812. (IF = 1,310)

. Z. Smiatacz, I. Chrzczanowicz, H. Myszka, P. Dokurno, The synthesis and structure of
selected methyl (3,4-di-O-acetyl-2-deoxy-2-hydroksyimino-D-arabino-hexopyranosid)-
uronates, J. Carbohydr. Chem., 14 (1995) 723-735. (IF = 0,629)

. Z. Smiatacz, 1. Chrzczanowicz, H. Myszka, Chemical modification of some methyl (3,4-
di-O-acetyl-2-deoxy-2-hydroxyimino-o-D-arabino-hexopyranosid)uronates, Carbohydr.
Res., 298 (1997) 341-346. (IF =2,074)

. A. Nowacki, H. Myszka, B. Liberek, Conformational studies of diosgenyl 2-amino-2-
deoxy-f-D-glucopyranosides at the PM3 and DFT levels of theory, Carbohydr. Res.,
377 (2013) 4-13. (IF = 2,074)

. M. Norkowska, H. Myszka, M. Cyman, D. Grzywacz, D. Trzybinski, A. Sikorski, B.
Liberek, 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-D-gluconic acid: crystal structure and application in
the synthesis of N-(D-gluconyl) derivatives of D-glucosamine, J. Carbohydr. Chem., 33
(2014) 33-47. (IF = 0,629)

. LE. Serdiuk, M. Reszka, H. Myszka, K. Krzyminski, B. Liberek, A.D. Roshal, Flavo-
nol-based fluorescent indicator for determination of p-glucosidase activity, RSC Adv.,
6 (2016) 42532-42536. (IF = 2,936)

. M. Cyman, J. Wielinska, H. Myszka, D. Trzybinski, A. Sikorski, A. Nowacki, B. Li-
berek, Influence of the oxime and anomeric configurations on the stability of 2-deoxy-2-
hydroxyimino-D-hexopyranosides, J. Molc. Struct., 1125 (2016) 558-569. (IF =2,011)

. D. Walczak, A. Nowacki, D. Trzybinski, J. Samaszko-Fiertek, H. Myszka, A. Sikorski,
B. Liberek, Conformational studies of N-(a-D-glucofuranurono-6,3-lactone)- and N-
(methyl [-D-glucopyranuronate)-p-nitroanilines, Carbohydr. Res., 446-447 (2017) 85-
92. (IF =2,074)
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5.1. Plany na przyszlosé

Aktualnie zajmuje si¢ synteza nowych glikozydéw, ktére zbudowane sa z reszty betuli-
ny oraz D-glukozaminy i D-galaktozaminy. Betulina nalezy do pen-
tacyklicznych zwigzkow triterpenowych typu lupanu, obok lupeolu
1 kwasu betulinowego. Jest jednym z powszechniej wystepujacych

triterpenoidéw w przyrodzie. Wystepuje w wielu gatunkach roslin,
HO

betulina

a na skale przemystowa izolowana jest z kory brzozowej. Betulina
wykazuje duzg aktywnos¢ biologiczng (przeciwwirusowa, antyoksydacyijna, przeciwzapalng
1 przeciwmiazdzycowa oraz przeciwnowotworowa) co sprawia, Ze przyczynia sie do poprawy
funkcjonowania organizmu ludzkiego. Nie jest toksyczna, co czyni jg substancja, ktéra ma
olbrzymi potencjal przy produkcji réznych preparatow leczniczych, kosmetycznych CZy Spo-
zywcezych.

Betuling tatwo glikozyluje sig, przy czym pierwszorzedowa grupa hydroksylowa przy
atomie wegla C-28 (-CH,OH) fatwiej ulega reakcji glikozylowania niz drugorzedowa grupa —
OH przy atomie wegla C-3. W naturze nie wystepuja glikozydy zawierajace wyZzej] wymie-
nione dwa aminocukry.

W trakcie opracowania sa warunki regioselektywnego sprzegania betuliny z D-glukoz-
aming i D-galaktozaming. Zamierzam takze prowadzi¢ modyfikacje w obrebie grupy amino-
wej w uzyskanych glikozaminozydach. Przeprowadzone zostang réwniez badania przeciwdrob-
noustrojowe 1 przeciwnowotworowe zsyntezowanych zwigzkéw. Wstepne wyniki otrzymane
przeze mnie w kwestii aktywnosci przeciwnowotworowej glikozydéw betuliny sa bardzo
obiecujgce. Na razie tej tematyce poswigcone sa trzy prace dyplomowe (licencjacka
1 dwie magisterskie) realizowane pod moim kierunkiem.

Badania prowadzone s we wspolpracy z Wydzialem Farmaceutycznym Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego i Instytutem Chemii Organicznej PAN w Warszawie.

Planuj¢ takze zsyntezowa¢ i badaé glikozydy diosgeniny i betuliny z kwasem D-gluko-
uronowym. Obecnos¢ grupy karboksylowej w czgsci cukrowej saponiny moze w zasadniczy
sposob wplyna¢ na wlasciwosci tego rodzaju glikozydéw. Grupa karboksylowa stwarza row-

niez duze mozliwosci modyfikowania tego typu potaczen.
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