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ABSTRACT

Polyether ionophore antibiotics (ionophores) represent a large group of natu-
rally-occurring lipophilic compounds which are able to form complexes with the
metal cations and transport them across the lipid membranes. This process disturbs
the intercellular Na'/K" concentration gradient and intracellular pH, and leads to
the mitochondrial damages, cell swelling, vacuolization and finally to apoptosis pro-
cess. For this reason, ionophores are commonly used in veterinary medicine as the
non-hormonal growth-promoting as well as coccidiostatic agents.

In this group particularly interesting are monensin and salinomycin (Fig. 1)
because of their proved anti-tumour activity, including efficiency against multidrug-
-resistant cancer cells and cancer stem cells of different origin. Improved synthetic
derivatives of both polyether ionophores are thus of considerable current interest.
Selective derivatization of these structures whose display multiple reactive functio-
nal groups and, in the case of salinomycin, a sensitive tricyclic spiroketal ring system
is however non-trivial. Even so, semi-synthetic analogs reported to date includes i.a.
selective derivatization of the carboxyl group, the three hydroxyl groups, the ketone
group, the alkene, and epimerization of the characteristic tricyclic salinomycin unit
(for more details see: M. Antoszczak, A. Huczyniski, B. Brzezinski, Wiad. Chem.,
2017, 71, 629).

On the other hand, as part of the original program to develop innovatory anti-
-cancer pro-drugs and prompted by the idea that cancer cells may be individually
effectively killed by monensin and salinomycin, a very interesting direction of
research is bioconjugation of these ionophores. In this context, our review article
is focused on the possible role of hybrids of both ionophore antibiotics with other
biologically active substances (natural amino acids, Cinchona alkaloids, flavonoids,
nucleosides) in anti-bacterial and anti-cancer treatment, and gives an overview of
their properties.

Keywords: ionophore antibiotics; ionophores; bioconjugation; hybrids; antibacterial
activity; anticancer activity

Stowa kluczowe: antybiotyki jonoforowe; jonofory; biokoniugacja; hybrydy; aktyw-
no$¢ przeciwbakteryjna; aktywno$¢ przeciwnowotworowa
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WPROWADZENIE

Choroby nowotworowe obejmujg duzg grupe schorzen, ktére charakteryzuja
sie niekontrolowanym przez mechanizmy fizjologiczne mnozeniem sie komorek.
Do najbardziej niepozadanych cech choréb nowotworowych nalezy niewatpliwie
zdolnos$¢ do tworzenia przerzutéw do weztéw chionnych lub odlegtych narzadow,
a takze naciekanie do okolicznych tkanek. Wedtug danych Swiatowej Organizacji
Zdrowia ponad osiem milionéw ludzi umiera kazdego roku z powodu tychze cho-
rob. Co wiecej, przewiduje sig, ze liczba osoéb, u ktdrych zdiagnozuje si¢ nowotwdr,
bedzie systematycznie wzrastac [1].

Pomimo Ze w ostatnich latach onkolodzy i naukowcy pokonali wiele trudnosci
w walce z nowotworami, pacjenci ciggle czekaja na opracowanie efektywnych metod
zwalczania tej grupy choréb. Chemioterapia, ktorej dziatanie opiera si¢ na zahamo-
waniu podzialu i wzrostu komdrek nowotworowych, jest skuteczna w zwalczaniu
wielu rodzajow nowotwordw, jednak nadal pozostaje szerokie spektrum choréb
nowotworowych, wobec ktorych metoda ta jest nieskuteczna [2, 3].

Co wigcej, pacjenci z choroba nowotworowa maja zwykle uposéledzony sys-
tem odpornosciowy i z tego powodu sg szczegdlnie podatni na wszelkiego rodzaju
infekcje, miedzy innymi infekcje bakteryjne. Onkolodzy, jako druga grupa lekarzy
po chirurgach, bardzo czesto stykaja si¢ z opornoscig na dzialanie antybiotykow,
ktéra wystepuje u co czwartego pacjenta leczonego za pomoca chemioterapii [7].
W zwigzku z napotykanymi trudnosciami w leczeniu nowotworéw poszukiwanie
nowych i skutecznych lekéw w zwalczaniu choréb nowotworowych stanowi wciaz
wyzwanie dla naukowcdow.

W ostatnich dziesiecioleciach w leczeniu nowotworéw stosowano natu-
ralne zwiazki zaréwno w niezmodyfikowanej chemicznie postaci, jak i rézne ich
pochodne uzyskane przez chemiczng modyfikacje grup funkcyjnych. Przykladem
takich zwigzkow sa: bleomycyna, daunorubicyna, doksorubicyna, kombretastatyna
A-4, winblastyna i winkrystyna, na uwage zastuguja réwniez kamptotecyna i taksol,
ktore stosuje si¢ jako leki dziatajace miedzy innymi przeciwko nowotworom okrez-
nicy, jajnikdw oraz piersi [4-6].

Historia odkry¢ nowych lekéw chemioterapeutycznych jasno pokazuje, ze
najlatwiejsza droga do odkrycia nowych srodkéw przeciwnowotworowych jest che-
miczna modyfikacja zwigzkéw pochodzenia naturalnego. W grupie tej szczegdlnie
interesujace sg antybiotyki jonoforowe, wsréd ktérych na uwage zastuguja zwtlasz-
cza dwa z nich - monenzyna oraz salinomycyna.
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1. AKTYWNOSC BIOLOGICZNA MONENZYNY I SALINOMYCYNY

Monenzyna (Rys. 1) zostala wyizolowana pierwszy raz w 1967 roku ze Strep-
tomyces cinnamonesis i byla pierwszym zwigzkiem z grupy jonofordéw, ktérego che-
miczng strukture doktadnie opisano i wyjasniono [8]. Natomiast w 1979 roku po raz
pierwszy przeprowadzono synteze totalna tego zwiagzku [9]. Jak dotad s3 znane trzy
homologi monenzyny, za$ najczesciej spotykang forma jest monenzyna A.

Drugim z opisywanych zwigzkéw nalezacych do antybiotykéw jonoforowych
jest salinomycyna (Rys. 1), ktéra zostata wyizolowana pierwszy raz ze Streptomyces
albus w 1974 roku [10]. W 1981 roku opisano pierwsza syntez¢ totalng [11], ktdrg
z powodzeniem rozwijano w kolejnych latach [12]. W 2012 roku zaproponowano
$ciezke biosyntezy salinomycyny [13].

HO by

C36H62011
MW 670,87

,,,,, Ca2H70014
MW 751,00

monenzyna salinomvcvna

Rysunek 1. Struktura chemiczna monenzyny i salinomycyny
Figure 1. The chemical structure of monensin and salinomycin

Obie bioczgsteczki w swojej strukturze zawierajg jedenascie atomow tlenu, ktére
wchodza w sktad réznych grup funkcyjnych. W strukturze salinomycyny wystepuje
ponadto charakterystyczny 6-6-5 bis-spiroketalowy system pierscieni usztywniajacy
calg czasteczke (Rys. 1), ktéry rzadko wystepuje wsrdd innych naturalnie wystepu-
jacych zwigzkow [14, 15].

Zaréwno monenzyna, jak i salinomycyna wystepuja w formie otwartotancu-
chowej. Warto jednak zauwazy¢, ze dzieki obecnosci grupy karboksylowej na jed-
nym koncu czasteczki i grupy hydroksylowej na drugim mozliwe jest utworzenie
wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych typu ,,glowa do ogona”. Proces ten
prowadzi do utworzenia pseudocyklicznej struktury, w ktorej atomy tlenu skiero-
wane s3 do jej wnetrza, dzieki czemu zwiazki te mogg tatwo kompleksowa¢ kationy
(gtéwnie Na' i K*). Z drugiej strony, zewnetrzna cze$¢ czasteczki pozostaje hydro-
fobowa, co pozwala na tatwe przenikanie utworzonych komplekséw przez blony
biologiczne (Rys. 2) [16, 17].

Whasciwo$¢ ta pozwala na zaklasyfikowanie monenzyny i salinomycyny do
duzej grupy naturalnie wystepujacych zwiazkow, tzw. antybiotykdw jonoforowych
(jonoforow). Charakterystyczng cechg tych zwigzkéw jest zdolno$¢ do wigzana
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kationdw i przenoszenia ich przez dwuwarstwy lipidowe ze srodowiska zewngtrzko-
morkowego do wnetrza komorki zgodnie z elektroneutralnym badz elektrogenicz-
nym (elektrogennym) mechanizmem transportu [18-20].

Rysunek 2. Struktura soli sodowej monenzyny (po lewej stronie) i soli sodowej salinomycyny (po prawej
stronie)

Figure 2. The structure of monensin sodium salt (on the left side) and salinomycin sodium salt (on the right
side)

1.1. AKTYWNOSC PRZECIWBAKTERYJNA

Sole sodowe monenzyny i salinomycyny sg powszechnie uzywane w weteryna-
rii jako dodatki do paszy, pelnigc role niehormonalnych promotoréw wzrostu bydta
oraz kokcydiostatykow [17]. Wysoka aktywno$¢ przeciwbakteryjng tych zwigzkow
mozna wytlumaczy¢ wpltywem na wewnatrzkomoérkowg homeostaze sodowo-pota-
sowa i komérkowe pH, co prowadzi do znaczacych zaburzen proceséw komorko-
wych skutkujacych $miercig bakterii [21, 22].

Potwierdzono, ze oba zwigzki sa aktywne przeciw bakteriom Gram-dodatnim,
miedzy innymi bakteriom z rodzaju Bacillus, Micrococcus oraz Staphylococcus [23].
Jednoczesnie aktywnos$¢ wobec bakterii Gram-dodatnich jest o wiele wieksza niz
wobec Gram-ujemnych. Moze to by¢ wyjasnione réznica w budowie pomiedzy
tymi bakteriami - §ciana komorkowa bakterii Gram-ujemnych ma bardziej zfozona
budowe i wigcej warstw niz §ciana komorkowa bakterii Gram-dodatnich [24].

Monenzyna i salinomycyna wykazuja réwniez ograniczong aktywno$¢ przeciw
niektérym rodzajom grzybow, np. Candida albicans, Colletotrichum gleosporioides,
Fusarium oxysporum, Fusarium solani i Saccharomyces cerevisiae [25, 26].

Dodatkowo ustalono, ze oba jonofory wykazuja interesujace wlasciwosci prze-
ciwwirusowe. Udowodniono na przyklad, Ze monenzyna hamuje replikacje wiruséw
odpowiedzialnych za pecherzykowe zapalenie jamy ustnej i wirusa Sindbis (ang.
Sindbis virus, SINV) [27, 28]. W innych badaniach potwierdzono, ze monenzyna



BIOKONIUGATY ANTYBIOTYKOW JONOFOROWYCH 7

hamuje penetracj¢ wirusa goragczki lasu Semliki (ang. Semliki Forest virus, SFV) do
komorek docelowych [29]. Z drugiej strony udokumentowano, ze salinomycyna
wykazuje silng aktywno$¢ przeciwko ludzkiemu wirusowi niedoboru odpornosci
(HIV) [30].

Testy in vitro wykazaly, Ze monenzyna jest aktywna wobec Plasmodium falci-
parum, jednego z gléwnych czynnikéw wywotujacych malarie u ludzi, i jednocze-
$nie wykazuje w tych badaniach zdecydowanie wigksza aktywno$¢ w poréwnaniu
do aktywnosci leku przeciwmalarycznego — chlorochiny. Z kolei testy in vivo na
myszach zakazonych Plasmodium vickei petteri udowodnily, Ze monenzyna wyle-
czyta wszystkie zainfekowane myszy, gdy ja zastosowaé w dawce 10 mg kg™ [31, 32].

Stwierdzono réwniez, ze obydwa jonofory sa silnymi lekami przeciw kokcy-
diozie, chorobie pasozytniczej wywolanej przez kokcydia z rodzaju Eimeria. Sg
efektywne wobec Eimeria acervulina, Eimeria brunette, Eimeria maxima, Eimeria
necatrix i Eimeria tenella, za$ ich aktywno$¢ jest wigksza od aktywnosci powszech-
nie uzywanych lekéw kokcydiostatycznych [33].

Dodatkowo, poza weterynaryjnym zastosowaniem monenzyny i salinomycyny
jako $rodkéw przeciw kokcydiozie oraz jako promotoréw wzrostu drobiu i bydla,
wykazano, ze obydwa jonofory efektywnie i selektywnie hamuja wlagciwosci naj-
rézniejszych komdrek nowotworowych. Te interesujace odkrycia zostang opisane
w kolejnym podrozdziale ninejszego artykutu.

1.2. AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA

Przeprowadzone w ostatnich latach badania wykazaly, Ze monenzyna zapo-
biega wzrostowi komorek raka prostaty. W badaniach przesiewowych zostal zba-
dany efekt niemal 5000 dobrze znanych lekéw i zwigzkéw lekopodobnych. Cztery
z nich, w tym monenzyna, selektywnie hamowaly wzrost komorek nowotworo-
wych prostaty w nanomolowych stezeniach, nie wykazujac znaczacego wplywu na
wzrost zdrowych ludzkich komdrek nablonka prostaty. Dalsze badania wykazaty,
ze monenzyna powoduje $mieré komdrek nowotworowych prostaty poprzez redu-
kowanie poziomu receptoréw i bialek androgenowych mRNA, zwigkszajac tym
samym produkcje reaktywnych form tlenu i powodujac uszkodzenia DNA. Ponadto
stwierdzono, ze efekty te nasilajg sie dzigki skojarzonemu leczeniu z uzyciem $rod-
kow przeciwandrogennych, zapobiegajac wzrostowi komdrek nowotworu prostaty
[34].

Udowodniono, ze monenzyna hamuje proces namnazania sie komodrek wielu
innych rodzajow nowotwordw, wlaczajac w to nieprawidlowe komorki okreznicy,
chloniaka i szpiczaka, poprzez zatrzymanie cyklu komoérkowego, ale takze przez
utrate mitochondrialnego potencjalu transblonowego [35-37]. Stwierdzono réw-
niez, ze polaczona terapia monenzyny z TRAIL, innym aktywnym przeciwnowo-
tworowo $rodkiem, powoduje przezwyci¢zenie lekoopornosci w komérkach glejaka
(38].



8 M. ANTOSZCZAK, M. KORDYLAS, A. HUCZYNSKI

Ze wzgledu na duzg lipofilowo$¢ czasteczki monenzyny zaprojektowane zostaly
odpowiednie systemy dla efektywnego dostarczania i wykorzystania tego jonoforu.
W tej grupie szczeg6lnie interesujace wydaje sie zastosowanie jako transporterow
nanoczastek i modyfikowanych liposoméw. Wykazano, ze monenzyna wlaczona do
liposoméw wywoluje apoptoze in vitro i in vivo w opornym na doksorubicyne gru-
czolakoraku (nowotworze gruczotowym) piersi, nowotworze jelita grubego, zlosli-
wym miedzybloniaku i komoérkach glejaka, gdy ja stosowac w skojarzonym leczeniu
z innymi specyficznymi substancjami [39, 40].

Jednym z najtrudniejszych problemoéw, ktdre musi rozwigzaé wspolczesna
medycyna onkologiczna, jest skuteczna walka z macierzystymi komérkami nowo-
tworowymi, a wiec prekursorami innych komdérek nowotworowych, odgrywajacymi
kluczowa role w powstawaniu nowotwordéw. Teoria macierzystych komoérek nowo-
tworowych zaklada, ze wsréd populacji komoérek nowotworowych znajduje si¢ nie-
wielka subpopulacja komorek macierzystych, ktére odpowiedzialne sa za nawroty
choroby, a takze za jej rozsiew (metastaze) [41].

W standardowej terapii najczesciej stosowane chemioterapeutyki eliminujg
komorki bedace w cyklu rozwojowym, ale macierzyste komoérki nowotworowe nie
sa w tym cyklu, s3 oporne zaréwno na chemioterapie, poniewaz zawierajg migdzy
innymi wieksze ilosci bialek odpowiedzialnych za usuwanie lekéw z komorek, jak
réwniez na radioterapi¢ z powodu znacznej ilosci w ich wnetrzu zredukowanego
glutationu i biatek odpowiedzialnych za ochrone przed reaktywnymi formami tlenu
powstajacymi podczas napromieniania [41]. Przez te oporno$¢ macierzyste komorki
nowotworowe powoduja nawrét choroby nowotworowe;j.

W tym kontekscie badania z uzyciem salinomycyny zaczely cieszy¢ si¢ wzmo-
zonym zainteresowaniem od 2009 roku, w ktérym to roku badania przesiewowe
przeprowadzone na okoto 16000 substancji biologicznie czynnych (w tym wielu
lekach przeciwnowotworowych) wykazaly, ze tylko 32 badane zwigzki zdolne byly
usmiercaé macierzyste komorki nowotworu piersi, a wirdd nich najbardziej aktywna
okazala si¢ wspomniana salinomycyna. Zwigzek ten eliminowat komérki macierzy-
ste nowotworu piersi in vitro i hamowal wzrost guza sutka in vivo ze 100-krotnie
wieksza selektywnos$cia w pordwnaniu z powszechnie stosowanym lekiem przeciw-
nowotworowym - taksolem [42].

W ostatnich latach udokumentowano, ze salinomycyna wywoluje apoptoze
wielu ludzkich komoérek nowotworowych, wlaczajac w to komorki biataczkowe,
kostniaka zarodkowego, komodrki nowotworowe pluc, jelita grubego, Zoladka,
watroby, jamy nosowo-gardlowej i prostaty. Ponadto udowodniono uwrazliwiajace
dziafanie salinomycyny na komoérki nowotworowe w polaczeniu z radioterapia lub
réznymi Srodkami chemioterapeutycznymi, w tym: kolchicyna, gemcytabing, ima-
tynibem, tamoksyfenem i winblastyng [43].

Nalezy podkresli¢, ze w 2012 roku potwierdzono terapeutyczny efekt stosowa-
nia salinomycyny wsréd chorych z inwazyjnym nowotworem gltowy, szyi, piersi i jaj-
nikéw. Monoterapia z uzyciem salinomycyny, stosowanej w dawce 200-250 pg kg™
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podawanej dozylnie co drugi dzien przez trzy tygodnie, powodowala zahamowanie
postepu choroby bez wystapienia powaznych, dtugotrwalych dzialan niepozadanych
czesto spotykanych przy zastosowaniu standardowych chemioterapeutykdw, takich
jak: mielosupresja (zmniejszenie liczby komorek szpiku kostnego), neutropenia
(zmniejszenie liczby granulocytéw), problemy zotadkowo-jelitowe, zakrzepowo-
-zatorowe i neurologiczne. Nie odnotowano réwniez takich skutkéw ubocznych, jak
lysienie, nudnosci i wymioty.

Chociaz minglo blisko dziesi¢¢ lat od odkrycia wlasciwoéci przeciwnowo-
tworowych salinomycyny, do tej pory dokladny mechanizm jej dziatania wobec
komorek nowotworowych i macierzystych komérek nowotworowych nie zostal w
pelni wyjasniony. Proponowane mechanizmy obejmujg miedzy innymi wplyw na
takie procesy, jak: hamowanie szlaku sygnalowego Wnt/f-katenina, sygnalizacji
Hedgehog i system6w wyrzutu lekéw, indukowanie wzmozonej produkeji reaktyw-
nych form tlenu, uszkodzenie DNA, rozszczepienie polimerazy poli(ADP-rybozy),
a takze wiele innych procesow [43].

Do tej pory opublikowano ponad 2000 artykuléw naukowych opisujacych
wyjatkowe wiasciwosci salinomycyny, z tego prawie potowe po przetomowym 2009
roku. Podstawowe dane dotyczace wlasciwosci fizykochemicznych monenzyny
i salinomycyny (oraz ich soli sodowych) zebrano w Tabeli 1.

Tabela 1. Charakterystyka monenzyny i salinomycyny, a takze ich soli sodowych
Table 1. Characterization of monensin and salinomycin as well as their sodium salts
Sol sodowa . Sol sodowa
Parametr Monenzyna Salinomycyna .
monenzyny salinomycyny
Numer CAS 17090-79-8 22373-78-0 53003-10-4 55721-31-8
WZér C36H62011 C36H61Na011 C4ZH7OOII C4ZH69NaOII
sumaryczny
Masa molowa 670,87 g mol™ 692,85 g mol™ 751,00 g mol™ 772,98 g mol™
Temperatura 103,0-105,0°C 267,0-269,0°C 112,5-113,5°C 140,0-142,0°C
topnienia
pKa 6,6 (DMF) - 6,5 (DMF) -
Skrecalnogé [a] ) +47,7 (], +57.2 [a] - 63,0 [a], - 37,0
optyczna (c=1,00 MeOH) (¢ = 1,00 MeOH) (c = 1,00 EtOH) (c = 1,00 EtOH)

2. BIOKONIUGATY JONOFOROW

Proces biokoniugacji, w ktéorym dwie lub wiecej bioaktywnych czasteczek wiaze
sie za pomocg wigzania kowalencyjnego, jest jedna z najczesciej stosowanych strate-
gii w opracowywaniu nowych lekéw (hybryd) o wyzszej skutecznosci biologicznego
dzialania w poréwnaniu do komponentéw wyjsciowych. Biokoniugaty moga ostaé
utworzone poprzez polaczenie w jednej czasteczce tylko biomolekut lub moga by¢
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polaczeniami biomolekut z syntetycznymi matymi czasteczkami, a powstale w ten
sposdb hybrydy moga zosta¢ wykorzystane do badan interakcji biologicznych,
testow biochemicznych, obrazowania in vitro, badan diagnostycznych lub przemy-
stowych [45, 46].

Nalezy jednak w tym miejscu podkresli¢, ze chemiczna modyfikacja antybioty-
kéw jonoforowych nie nalezy do zadan tatwych. Czasteczka salinomycyny ulega na
przykltad nieodwracalnemu procesowi rozpadu w kontakcie z silnymi kwasami lub
zasadami, a takze w przypadku nadmiernego ogrzewania [12]. Dlatego tez modyfi-
kacja chemiczna jonoforéw, w tym ich biokoniugacja, musi zachodzi¢ w tagodnych
warunkach.

Do tej pory w literaturze naukowej opisano synteze oraz aktywnos¢ biologiczna
biokoniugatéw monenzyny i salinomycyny z aminokwasami serii L [47-49], alkalo-
idami kory chinowca [50], wybranymi flawonoidami [51] i nukleozydami [52, 53],
z czego wiekszo$¢ prac opublikowano w ostatnich pieciu latach. Synteza i aktywnos¢
biologiczna wymienionych hybryd zostata opisana w kolejnych podrozdziatach tego
artykutu.

2.1. BIOKONIUGATY Z AMINOKWASAMI SERII L

Po raz pierwszy synteze biokoniugatéw monenzyny z L-aminokwasami oraz
struktury krystaliczne ich komplekséw z kationem sodu przedstawiono w 1988 roku
[47]. Synteza tego typu hybryd jest interesujacym obszarem badan z kilku powo-
dow. Wykazano mianowicie, ze aminokwasowe proleki, jak réwniez ich pochodne,
poprawiajg stabg przepuszczalnos¢ przez btony biologiczne i rozpuszczalnosé, prze-
diuzaja uwalnianie, dystrybucje, ukierunkowanie i stabilnos¢ metaboliczng mate-
rialow wyjsciowych [54].

Czasteczka monenzyny zostala skoniugowana z estrami benzylowymi wybra-
nych aminokwasdow serii L w obecnosci DCC (N,N’-dicykloheksylokarbodiimidu),
ktory pelnit funkcje czynnika sprzegajacego i HOBt (1-hydroksybenzotriazolu) jako
aktywatora tych reakcji (Schemat 1, zwigzki 1-7, wydajnos¢ 90-97%). Usuniecie
benzylowej blokady estrowej osiagnieto z dobra wydajnoscia w atmosferze wodoru
i w obecnosci aktywnego 5% palladu na weglu drzewnym jako katalizatora (Sche-
mat 1, zwigzki 8-14, wydajnos¢ 83-99%). Analiza rentgenograficzna struktury
kompleksu amidu monenzyny z L-tyrozyna (Schemat 1, zwiazek 12) z bromkiem
sodu wykazala, ze konformacja pochodnej rézni si¢ od konformacji kompleksu
monenzyny z tg sola [47].
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Schemat 1.

Scheme 1.

Testy in vivo zwigzkéw 8-14 (Schemat 1) na ich aktywnos¢ kokeydiostatyczna
byty przeprowadzone na kurczakach zarazonych Eimeria tennella. Wyniki badan

0 R (a) 0 (b)
OH AS:O HN—H
(o]

0
\_@ hybrydy 1-7 o
”N*F

hybrydy 8-14

Bloki budulcowe (reszty aminokwasowe R):

glicyna R=H hybryda 1 lub 8

alanina R=CHj hybryda 2 lub 9

seryna R = CH,0OH hybryda 3 lub 10

fenyloalanina R = CH,Ph hybryda 4 lub 11

tyrozyna R = CH,PhOH hybryda 5 lub 12

kwas asparaginowy R =CH,COOR' hybryda 6 (R'=Bn)/ub 13 (R'=H)

kwas glutaminowy R = CH,CH,COOR' hybryda 7 (R'=Bn) lub 14 (R' = H)

Synteza biokoniugatéw monenzyny z r-aminokwasami. Reagenty i warunki: (a) monen-
zyna (1,0 ekw.), HOBt (1,2 ekw.), DCC (1,2 ekw.), ester benzylowy aminokwasu (1,3 ekw.),
N-metylomorfolina (1,3 ekw.), THE, 5°C przez 12 godz.; (b) hybryda monenzyny z blokowanym

aminokwasem (1,0 ekw.), H,, Pd 5%(C) (kat.), EtOH, 15-40 min. [47]

Synthesis of monensin bioconjugates with L-amino acids. Reagents and conditions: (a) monensin
(1.0 eq.), HOBt (1.2 eq.), DCC (1.2 eq.), amino acid benzyl ester p-toluenesulfonic acid (or HCI)
salt (1.3 eq.), N-methylmorpholine (1.3 eq.), THE 5°C for 12 h; (b) appropriate monensin hybrid

with amino acid benzyl ester (1.0 eq.), H,, Pd 5%(C) (cat.), EtOH, 15-40 min. [47]

pokazaly, ze wszystkie hybrydy sa calkowicie nieaktywne wobec tych wysoce pato-
gennych pasozytow [47].
W roku 1991 w tej samej grupie badawczej otrzymana zostala seria makrocy-

klicznych laktonéw monenzyny z aminokwasami serii L (Schemat 2, zwigzki 15-20,
wydajnos¢ 67-84%). Biokoniugat monenzyny z glicyna zsyntezowano przy uzyciu
reakcji Coreya-Nicolaou, podczas gdy pozostate makrolaktony otrzymano z dobrg
wydajnoscia, wykorzystujac efekt templatowy poprzez dodanie chlorku potasu do

odczynnikéw Coreya (Schemat 2) [48].
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R
o hybrydy 15-20

Bloki budulcowe (reszty aminokwasowe R):

glicyna R=H hybryda 15
alanina R =CH; hybryda 16
fenyloalanina R = CH,Ph hybryda 17
tyrozyna R = CH,PhOH hybryda 18
kwas asparaginowy R =CH,COOH hybryda 19

kwas glutaminowy R = CH,CH,COOH hybryda 20

Schemat 2.  Laktonizacja biokoniugatéw monenzyny z r-aminokwasami. Reagenty i warunki: (a) hybryda
monenzyny z odblokowanym aminokwasem (1,0 ekw.), 2,2’-ditiopirydyna (10,0 ekw.), PPh,
(10,0 ekw.), KCl w MeOH (1,0 ekw., za wyjatkiem biokoniugatu monenzyny z naturalng glicyna),
benzen, tp (temperatura pokojowa) przez 8 godz., nastepnie wrzenie przez kolejne 4 godz. [48]

Scheme 2.  Lactonization of monensin bioconjugates with L-amino acids. Reagents and conditions:
(a) monensin hybrid with unblocked amino acid (1.0 eq.), 2,2’-dithiodipyridine (10.0 eq.), PPh,
(10.0 eq.), KCl in MeOH (1.0 eq., except for monensin hybrid with natural glycine), benzene,
rt (room temperature) for 8h, then boiling for next 4h [48]

Testy na aktywnos¢ przeciwbakteryjng przeciwko réznym bakteriom beztleno-
wym, w tym: Eubacterium lentum, Clostridium perfringens, Lactobacillus acidophi-
lus, Peptococcus anaerobius, Peptostreptococcus anaerobius i Propionibacterium acnes,
wykazaly stabg aktywnos¢ tych zwigzkow. Co wiecej, otrzymane makrolaktony nie
wykazaly aktywnosci kokcydiostatycznej na kurczakach zainfekowanych Eimeria
tennella, prawdopodobnie z powodu niskiej lipofilowosci i tym samym obnizonej
rozpuszczalnosci w bonach biologicznych [48].

Z kolei w 2015 roku zostala otrzymana seria pigciu biokoniugatéw salino-
mycyny z estrami metylowymi L-aminokwaséw. Jednoczesnie po raz pierwszy
wykazano aktywno$¢ przeciwnowotworowg tego typu hybryd. Wydajna procedura
syntetyczna opierala si¢ na reakcji pomiedzy salinomycyng i odpowiednim estrem
metylowym L-aminokwasu w obecnosci DCC i HOBt (Schemat 3, zwiazki 21-25,
wydajno$¢ 51-75%) [49].
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(0] R (a) ,,O
OH 0] HN—{H
P
0]
\

o
\ hybrydy 21-25

Bloki budulcowe (reszty aminokwasowe R):

glicyna R=H hybryda 21
seryna R =CH,0OH hybryda 22
fenyloalanina R = CH,Ph hybryda 23
tyrozyna R = CH,PhOH hybryda 24
histydyna R = CH,C3H3N, hybryda 25

Schemat 3. Synteza biokoniugatéw salinomycyny z r-aminokwasami. Reagenty i warunki: (a) salinomy-
cyna (1,0 ekw.), DCC (1,2 ekw.), HOBt (0,5 ekw.), ester metylowy aminokwasu (2,5 ekw.), Et;N
(2,5 ekw., jezeli aminokwas jest w postaci chlorowodorku), DME, 0°C przez 1 godz., nastgpnie tp
przez kolejne 24 godz. [49]

Scheme 3. Synthesis of salinomycin bioconjugates with L-amino acids. Reagents and conditions: (a) salino-
mycin (1.0 eq.), DCC (1.2 eq.), HOBt (0.5 eq.), amino acid methyl ester (2.5 eq.), Et,N (2.5 eq.,
if the amino acid methyl ester hydrochloride is used), DMEF, 0°C for 1h, then rt for next 24 h [49]

Salinomycyna i jej biokoniugaty zostaly zbadane pod katem ich aktywno-
$ci przeciwnowotworowej wobec trzech ludzkich linii komérek nowotworowych:
lekowrazliwego (LoVo) i lekoopornego (LoVo/DX) gruczolakoraka okreznicy oraz
biataczki mielomonocytowej (MV4-11). Ponadto wyznaczona zostala toksyczno$é
tych zwigzkow wzgledem normalnych mysich embrionalnych fibroblastow (BAL-
B/3T3) (Tab. 2) [49].

Trzy z pieciu otrzymanych biokoniugatéw (Schemat 3, zwigzki 21, 23 i 25)
wykazaly wysoka aktywno$¢ przeciwproliferacyjng, a aktywnos¢ ta byta porow-
nywalna z wykazywana przez dwa powszechnie stosowane leki przeciwnowotwo-
rowe — cisplatyne i doksorubicyne. Najbardziej aktywnymi zwigzkami byty te, ktore
zawieraly alifatyczno-aromatyczne podstawniki, tj. hybrydy 23 i 25 (Schemat 3).
Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze zwigzek 25 (Schemat 3) jest jedna z najbardziej
biologicznie aktywnych pochodnych salinomycyny otrzymanych przez chemiczna
modyfikacje grupy karboksylowej tego jonoforu. Aktywnos¢ przeciwnowotworowa
wszystkich hybryd wzrasta przeciwko lekoopornym komoérkom LoVo/DX, w tym
przypadku aktywno$¢ zwigzku 25 (IC,, = 0,85 uM, Tab. 2) jest kilkakrotnie wyz-
sza od aktywnosci zaobserwowanej dla obu lekdw referencyjnych [49]. Dane te sg
wazne, poniewaz kazda komoérka nowotworowa podczas dlugotrwalej monoche-
mioterapii moze nabywac¢ opornosci na stosowane leki, co powoduje nawrét cho-
roby i zte rokowania dla pacjentow [55].

Z tego powodu duzym wyzwaniem rzuconym wspolczesnym naukowcom
jest poszukiwanie nowych zwigzkéw charakteryzujacych si¢ wysoka skutecznoscia
przeciwproliferacyjna zaréwno przeciwko komoérkom nowotworowym, ktore wyka-
zujg wrazliwo$¢ na stosowane leki, jak i komérkom lekoopornym. Wysoka zdolno$¢
aminokwasowych biokoniugatéw salinomycyny do przelamywania lekoopornosci
badanych komoérek nowotworowych zostala potwierdzona przez niskie wartosci
wspolczynnikéw lekoopornosci (ang. Resistance Index, RI) (Tab. 3). Warto$¢ RI



14 M. ANTOSZCZAK, M. KORDYLAS, A. HUCZYNSKI

wskazuje, jak bardzo lekooporna nowotworowa linia komoérkowa jest podatna
na dziatanie danej substancji w poréwnaniu z lekowrazliwg linig komoérkows; RI
w zakresie 0-2 oznacza, ze komorki nowotworowe sg bardzo wrazliwe na dziata-
nie uzytego zwiazku [56]. Warto$ci wspoélczynnikoéw RI potwierdzily, ze wszystkie
biokoniugaty aminokwasowe silnie przetamywaty lekooporno$¢ komérek rakowych
(RI'w zakresie 0,23-1,00, Tab. 3), znacznie silniej niz chemicznie niezmodyfikowana
salinomycyna (RI = 2,11), jak réwniez oba leki referencyjne (RI = 1,41 dla cisplatyny
i RI = 36,40 dla doksorubicyny) [49].

Ponadto wszystkie hybrydy byly mniej toksyczne wobec prawidlowych mysich
fibroblastow (BALB/3T3) niz cisplatyna i doksorubicyna, co potwierdzily wysokie
wartoéci wspotczynnikéw IC, | (Tab. 2), ale takze wspotczynnikoéw selektywnosci
(ang. Selectivity Index, SI) (Tab. 3). Wyznaczone warto$ci wspotczynnikéw SI, nie-
zwykle waznego parametru farmaceutycznego, ktory utatwia oszacowanie mozliwo-
$ci przyszlego zastosowania klinicznego badanych substancji [57], jednoznacznie
dowiodly, ze biokoniugaty salinomycyny z aminokwasami serii L sg wysoce specy-
ficznymi i selektywnymi srodkami przeciwnowotworowymi (SI > 4,00 w wiekszosci
przypadkow) (Tab. 3) [49].

Salinomycyna transportuje kationy przez blony lipidowe zgodnie z mecha-
nizmem elektroneutralnym [18-20], ktdry nie moze by¢ skutecznie realizowany
w komoérkach nowotworowych. Jak wykazat Otto Warburg [58], komorki rakowe
sg zakwaszone, a wiec grupa karboksylowa antybiotykéw jonoforowych w takich
warunkach (niskie pH) nie moze ulega¢ deprotonacji. Z tego powodu chemiczna
modyfikacja grupy karboksylowej salinomycyny nie powinna wptywa¢ na mecha-
nizm transportu kationéw w komorkach nowotworowych, za$ preferowanym
rodzajem transportu bedzie transport biomimetyczny, ktéry jest skutecznie reali-
zowany przez jonofory z chemicznie zmodyfikowang grupg karboksylowga [18-20].
Fakt ten moze wyja$nia¢ wysoka aktywno$¢ przeciwnowotworowg biokoniugatow
salinomycyny [49].

2.2. BIOKONIUGATY Z ALKALOIDAMI KORY CHINOWCA

Sposrdd tysiecy produktéow naturalnych tylko niewielka ich czes¢ wywotala
szeroki oddzwiek spoleczny czy tez ekonomiczny. W tej grupie zwigzkéw znajduja
sie alkaloidy kory chinowej, z ktorych najpopularniejsze sg chinina oraz chinidyna.
Alkaloidy kory drzewa chinowego sa unikatowg grupa naturalnie wystepujgcych
zwigzkow, ktdre byly uzywane przez wieki jako leki przeciwmalaryczne i przeciw-
arytmiczne [59]. Udokumentowano réwniez, ze chinina i cynchonina sa skutecz-
nymi lekami przetamujacymi lekoopornos¢ komorek nowotworowych pacjentow
leczonych przy uzyciu etyloprednizolonu, doksorubicyny, paklitakselu lub winbla-
styny [60]. Co wiecej, udowodniono, ze biokoniugaty alkaloidéw kory chinowe;j
z AZT wykazuja bardzo interesujgce wlasciwosci przeciwnowotworowe w bada-
niach in vitro [61].
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W 2015 roku przedstawiono synteze serii biokoniugatéw monenzyny i sali-
nomycyny z czterema réznymi alkaloidami kory chinowej (Schemat 4). Procedura
syntezy oparta byla na 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowanej jonami
miedzi(I) pomigdzy amidem propargilowym monenzyny lub salinomycyny i odpo-
wiednim azydkiem alkaloidu kory drzewa chinowego. Pomimo wielofunkcyjnego
charakteru obu antybiotykéw jonoforowych reakcje przebiegly bez problemow,
czego rezultatem bylo otrzymanie serii o§miu hybryd z dobra wydajnoscia (Sche-
mat 4, zwiazki 26-33, wydajnos¢ 50-82%) [50].

alkaloid kory

0]
monenzyna lub {r // N A 9E
HN (@) monenzyna lub d ﬁ
n salinomycyna HN

Nal alkaloid kory hybrydy 26-33
3" | chinowca

hybrydy monenzyny: biokoniugat 26, 28, 30 i 32
hybrydy salinomycyny: biokoniugat 27, 29, 31i 33
Bloki budulcowe (azydek alkaloidu kory chinowca):

= \O =
N @ N
U'Ns N = | Ng
Ns

hybrydy 26-27 hybrydy 28-29 hybrydy 30-31 hybrydy 32-33

OH/

Schemat 4.  Synteza biokoniugatdw monenzyny i salinomycyny z alkaloidami kory chinowej. Reagenty i wa-
runki: (a) amid propargilowy monenzyny lub salinomycyny (1,0 ekw.), azydek alkaloidu (1,0 ekw.),
CuS0, aq. (0,5 ekw., 1,0 M), askorbinian sodu (1,0 ekw.), mieszanina MeOH/H,O (1:1), tp, 24-48
godz. [50]

Scheme 4. Synthesis of monensin and salinomycin bioconjugates with Cinchona alkaloids. Reagents and
conditions: (a) monensin or salinomycin N-propargyl amide (1.0 eq.), Cinchona alkaloid azide
(1.0 eq.), aq. CuSO, (0.5 eq., 1.0 M), sodium ascorbate (1.0 eq.), MeOH/H,O mixture (1:1), rt,
24-48 h [50]

Wszystkie zsyntetyzowane hybrydy poddano badaniom aktywnosci przeciw-
proliferacyjnej na trzech ludzkich liniach komoérek nowotworowych: lekowrazli-
wego i lekoopornego gruczolakoraka okreznicy (odpowiednio LoVo i LoVo/DX)
oraz nowotworu watroby (HepG2). Ich toksyczno$¢ zostata sprawdzona wobec nor-
malnych mysich embrionalnych fibroblastow (BALB/3T3) (Tab. 2) [50].

Najbardziej aktywnym zwigzkiem w tych badaniach okazala sie niezmodyfi-
kowana chemicznie monenzyna. Co nalezy w tym miejscu podkresli¢, aktywnos¢
monenzyny byla okolo dziesigciokrotnie wyzsza niz aktywno$¢ salinomycyny. Spo-
$réd wszystkich zsyntetyzowanych zwigzkéw biokoniugaty monenzyny i salinomy-
cyny z 9-epichinidyng (Rys. 3, zwigzki 30-31) oraz 9-epichining (Rys. 3, zwigzki
32-33) wykazaly dzialanie przeciwnowotworowe w zakresie stezen mikromo-
lowych (IC,;, < 3,00 uM, Tab. 2), a jednoczesnie hybrydy te byly mniej toksyczne
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wobec prawidlowych komoérek od dwdch lekow referencyjnych uzytych w testach.
Co ciekawe, pig¢ z o$miu otrzymanych biokoniugatéw wykazato wysoka aktywnos¢
wobec lekoopornej linii komoérkowej LoVo/DX, co zostalo potwierdzone przez war-
tosci wspdtczynnikéw RI nizszych niz 1,00 (Tab. 3). Jak dotad dokladny mechanizm
biologicznego dzialania tych wielofunkcyjnych czasteczek pozostaje niejasny [50].

O/

[ N
: Ry
hybryda 32 EQ’// hybryda 33

Rysunek 3. Struktura najbardziej aktywnych przeciwnowotworowo biokoniugatéw monenzyny oraz salino-
mycyny z 9-epichinidyna i 9-epichining [50]

Figure 3. The structure of the most anti-cancer active bioconjugates of monensin and salinomycin with
9-epiquinidine and 9-epiquinine [50]

2.3. BIOKONIUGATY Z FLAWONOIDAMI

W 2015 roku zaproponowano réwniez procedure syntezy biokoniugatow
monenzyny i salinomycyny z sylibing (Schemat 5) [51]. Sylibina jest gtéwnym sktad-
nikiem (okoto 50%) silymaryny — wykorzystywanego w lecznictwie kompleksu fla-
wonolignanéw pochodzenia roslinnego. Sylibina izolowana z nasion ostropestu pla-
mistego wystepuje w naturze jako mieszanina dwdch diastereoizomerdw (sylibina A
i B), ktdre tworzg kompleks zwany sylibining [62]. Udowodniono, ze sylibina wyka-
zuje silne wlasciwoséci przeciwnowotworowe, przeciwutleniajgce, hepatoochronne,
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przeciwzapalne, zapobiega marskos$ci i zwtoknieniu watroby, nerek i serca, chroni
przed wolnymi rodnikami [63, 64]. Wykazano ponadto, ze biokoniugaty sylibiny
z mono- i disacharydami, a takze kwasami tluszczowymi charakteryzuja sie wlasci-
wosciami przeciwutleniajacymi i neuroochronnymi, a przy tym moga by¢ skutecz-
nymi §rodkami przeciwko wirusowi grypy [65, 66].

Oba biokoniugaty otrzymano w reakeji typu one-pot pomiedzy monenzyna
lub salinomycyng a sylibina w obecnosci DCC, PPy (4-pirolidynopirydyny) i katali-
tycznej ilosci kwasu p-toluenosulfonowego bedacego aktywatorem DCC. Zaprezen-
towana tagodna procedura estryfikacji doprowadzila do otrzymania diastereoizo-
merycznych hybryd estrowych z umiarkowang wydajnoscig (Schemat 5, zwigzki
34-35, wydajnoé¢ 35-43%) [51].

10
monenzyna lub C// .
salinomycyna \ 1 0 sylibina
OH (a) monenzyna lub c’
salinomycyna \ S
* iled o 23

2}“” sylibina hybrydy 34-35
HO

Bloki budulcowe (sylibina):

23
O~y oH
@: :Ei hybryda 34 (biokoniugat monenzyny)
HO (O o @[O\ hybryda 35 (biokoniugat salinomycyny)
OH OH
OH O

Schemat 5. Synteza biokoniugatéw monenzyny i salinomycyny z sylibing. Reagenty i warunki: (a) monenzyna
lub salinomycyna (1,0 ekw.), sylibina (2,5 ekw.), DCC (1,5 ekw.), PPy (0,5 ekw.), kwas p-tolueno-
sulfonowy (0,23 ekw.), THE, od 0°C do tp, 24 godz. [51]

Scheme 5. Synthesis of monensin and salinomycin bioconjugates with silybin. Reagents and conditions:
(a) monensin or salinomycin (1.0 eq.), silybin (2.5 eq.), DCC (1.5 eq.), PPy (0.5 eq.), p-toluenesul-
fonic acid (0.23 eq.), THE 0°C to rt, 24 h [51]

Badania aktywnosci przeciwproliferacyjnej wykazaly jednoznacznie, ze oba
biokoniugaty byly aktywne w stezeniach mikromolowych (IC,  0d 0,57 do 14,01 uM,
Tab. 2) wobec testowanych komdrek nowotworowych, a jednoczesnie wykazaly
niska toksyczno$¢ wobec prawidtowych mysich fibroblastéw BALB/3T3 (IC,, >
30,00 uM i wysokie wartosdci SI, Tab. 2 i Tab. 3), przy czym bardziej aktywna byta
hybryda sylibiny z monenzyna. Ponadto, oba biokoniugaty byly bardziej aktywne
niz cisplatyna wobec linii komdrkowych LoVo i LoVo/DX (RI okoto 1,00) i stosun-
kowo mniej aktywne niz doksorubicyna wobec komdrek nowotworowych HepG2
(Tab. 2 i Tab. 3) [51].

Przyjmuje sie, Ze wigzania estrowe obecne w strukturze obu hybryd powinny
by¢ stabilne w ukladzie krazenia, ale po wniknigciu do wnetrza komoérek rakowych
owe wigzania powinny by¢ fatwo hydrolizowane przez obecne tam karboksyesterazy
- enzymy standardowo zaangazowane w aktywacj¢ wielu prolekéw estrowych [67].
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Proces hydrolizy w komérkach i tkankach powinien zatem skutkowa¢ ,,odtworze-
niem” dwoch aktywnych biokomponentdw, tj. wysoce skutecznej przeciwnowotwo-
rowo monenzyny lub salinomycyny oraz sylibiny o udowodnionych wilasciwosciach
chemoochronnych i przeciwutleniajacych [51].

2.4. BIOKONIUGATY Z NUKLEOZYDAMI

Ostatnig grupe biokoniugatéow stanowig hybrydy antybiotykéw jonoforowych
z nukleozydami. W 2015 roku zaproponowano syntez¢ dwdch réznych biokoniu-
gatéw salinomycyny z 5-fluoro-2’-deoksyurydyna (floksurydyna) [52], ktdra jest
znang pochodng 5-fluorouracylu, zas w 2017 roku dwdch innych hybryd salinomy-
cyny z AZT (Schemat 6) [53].

Floksurydyna byla stosowana w leczeniu réznych ludzkich guzéw, ale jej dzia-
tanie chemioterapeutyczne jest ograniczone z powodu niskiej biodostepnosci, sku-
tecznosci wychwytu komorkowego oraz wysokiej toksycznosci [68]. Z drugiej strony
zaobserwowano synergiczne dzialanie przeciwnowotworowe pomiedzy salinomy-
cyna i floksurydyng wobec komoérek nowotworu watroby [69]. Z tego powodu inte-
resujacym kierunkiem badan bylo sprawdzenie, w jaki sposob proces biokoniugacji
z salinomycyng wplynie na wasciwosci biologiczne floksurydyny. Z kolei gléwnym
ograniczeniem terapeutycznym pochodnych AZT jest ich toksycznos¢, ktéra obej-
muje supresje szpiku kostnego, nieprawidtowosci watrobowe, a takze miopati¢ [70].
Jedna z obiecujgcych strategii ,,sttumienia” wspomnianych toksycznych efektow
ubocznych moze by¢ biokoniugacja AZT z wysoce selektywnymi zwigzkami, takimi
jak salinomycyna.

Biokoniugaty salinomycyny z nukleozydami byly otrzymane za pomoca dwéch
réznych procedur opisanych juz wczesniej (podrozdziat 2.2 i 2.3). Pierwsza metoda
opierafa si¢ na 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowanej jonami mie-
dzi(I), gdzie substratami byly: amid propargilowy salinomycyny i odpowiedni kom-
ponent azydkowy (Schemat 6, zwigzek 36-37, wydajnos¢ 55-61%), przy czym amid
propargilowy salinomycyny zostat zsyntezowany w reakcji pomiedzy salinomycyng
i propargiloaming w obecno$ci DCC i HOBt (Schemat 6). Druga metoda opierata
sie na fagodnej reakcji estryfikacji salinomycyny z pierwszorzedowa grupa hydrok-
sylowa floksurydyny badz AZT w obecnosci DCC, PPy i kwasu p-toluenosulfono-
wego, ktéra doprowadzita do powstania oczekiwanych produktéw reakeji z dobra
wydajnoscig (Schemat 6, zwiazki 38-39, wydajnos¢ 67-73%) [52, 53].



BIOKONIUGATY ANTYBIOTYKOW JONOFOROWYCH 19

o)
HN
0
HN lub AZT hybrydy 36-37 N

]

reakcja klik floksurydyna
(b) | e lub AZT

reakcja estryfikacji

(0]
& ] . G

OH HO lub AZT ‘\

hybrydy 38-39 floksurydyna
il lub AZT

Bloki budulcowe (floksurydyna i jej azydek, AZT):

o o
F F
\fLI i NH | NH
HO HO N/&O HO N/go
o

A A ¥

N3 N3 HO
hybryda 36 hybryda 37 (typu klik) hybryda 38 (estrowa)
(typu klik) hybryda 39 (estrowa)

Schemat 6.  Synteza biokoniugatéw salinomycyny z nukleozydami. Reagenty i warunki: (a) amid propargi-
lowy salinomycyny (1,0 ekw.), 3’-deoksy-3’-azydofloksurydyna lub AZT (1,0 ekw.), CuSO, aq
(0,08 ekw., 1,0 M), askorbinian sodu (0,3 ekw.), dioksan/H,O (3:1), tp przez 12 godz.; (b) sali-
nomycyna (1,0 ekw.), DCC (1,5 ekw.), HOBt (0,5 ekw.), propargyloamina (3,0 ekw.), DCM/THF
(3:1), 0°C przez 1 godz., nastgpnie tp przez kolejne 24 godz.; (c) salinomycyna (1,0 ekw.), floksu-
rydyna lub AZT (1,2 ekw.), DCC (1,5 ekw.), PPy (0,5 ekw.), kwas p-toluenosulfonowy (0,23 ekw.),
DCM, 0°C przez 6 godz., nastepnie tp przez kolejne 18 godz. [52, 53]

Scheme 6. Synthesis of salinomycin bioconjugates with nucleosides. Reagents and conditions: (a) salinomy-
cin propargyl amide (1.0 eq.), 3’-deoxy-3’-azidofloxuridine or AZT (1.0 eq.), aq. CuSO, (0.08 eq.,
1.0 M), sodium ascorbate (0.3 eq.), dioxane/H,O (3:1), rt for 12 h; (b) salinomycin (1.0 eq.), DCC
(1.5 eq.), HOBt (0.5 eq.), propargylamine (3.0 eq.), DCM/THF (3:1), 0°C for 1 h, then rt for next
24 h; (c) salinomycin (1.0 eq.), floxuridine or AZT (1.2 eq.), DCC (1.5 eq.), PPy (0.5 eq.), p-tolu-
enesulfonic acid (0.23 eq.), DCM, 0°C for 6 h, then rt for next 18 h [52, 53]

Hybrydy salinomycyny z floksurydyng byty w pierwszej kolejnosci testowane
pod wzgledem ich wlasciwosci przeciwbakteryjnych wobec réznorodnych Gram-
-dodatnich szczepow bakteryjnych, wlacznie ze szpitalnymi, antybiotykoopornymi
szczepami gronkowca zlocistego, ktérych obecno$é stanowi obecnie jeden z najwigk-
szych problemoéw w szpitalach na calym $wiecie [71]. Udowodniono, ze biokoniugat
estrowy z floksurydyna (Rys. 4, zwigzek 38) hamuje wzrost antybiotykoopornych
szczepow gronkowca zlocistego w stezeniach mikromolowych (MIC = 8,2-2,7 uM)
i jednocze$nie aktywno$¢ ta byta kilkakrotnie wyzsza niz wykazywana przez anty-
biotyk referencyjny - cyprofloksacyne (MIC = 96,7-193,4 uM). Hybryda 36 (Rys. 4,
byla praktycznie nieaktywna w tych badaniach [52, 53].

W przypadku wszystkich biokoniugatéw salinomycyny z nukleozydami okre-
$lono ich aktywno$¢ przeciwnowotworowg wobec réznych linii komoérek nowotwo-
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rowych, w tym dwoch opornych na cytostatyki. Badania te przeprowadzono wobec
komorek ludzkiej bialaczki promielocytowej wrazliwej (HL-60) i opornej na dzia-
tanie lekow (HL-60/vinc), lekowrazliwego (LoVo) i lekoopornego gruczolakoraka
okreznicy (LoVo/DX), jak réwniez trzech innych linii komérkowych ludzkiego raka
okreznicy o roznej charakterystyce, tj. HT-29, LS-180 1 SW707. Dodatkowo obydwie
hybrydy z AZT przetestowano na ich aktywnos¢ wobec komorek ludzkiej biataczki
mielomonocytowej (MV4-11). Biokoniugaty estrowe (Schemat 6, zwiagzki 38-39)
wykazaly wielokrotnie wyzsza aktywno$¢ przeciwproliferacyjng w poréwnaniu
z hybrydami 36-37 (Schemat 6) (Tab. 2). Nalezy podkresli¢, ze zwigzek 38 (Rys. 4)
wykazal znacznie lepsze wlasciwosci biologiczne niz jego prekursor - floksurydyna,
jak réwniez dwa referencyjne leki chemioterapeutyczne — cisplatyna i doksorubi-
cyna (Tab. 2). Jednoczes$nie aktywno$¢ ta byla poréwnywalna do wykazywanej przez
niezmodyfikowang salinomycyne, przy czym warto zauwazy¢, ze wartos¢ wspot-
czynnika SI byla wyzsza dla zwigzku 38 (Rys. 4) (SI = 22,11-34,71) niz dla jonoforu
wyjéciowego (SI = 12,28-25,92). Jak pokazano w Tab. 3, zwigzek 38 (Rys. 4) silnie
przetamywal opornoé¢ lekowa linii komérkowej LoVo/DX (RI = 0,64) [52, 53].

hybryda 36 hybryda 38

Rysunek 4.  Struktura biokoniugatéw salinomycyny z floksurydyna [52]
Figure 4. The structure of salinomycin bioconjugates with floxuridine [52]

Przeprowadzone analizy HPLC wyraznie wykazaly, ze wszystkie biokoniu-
gaty byty stabilne w 0,1 M buforze fosforowym (pH 7,2). Jednak olbrzymie réznice
w aktywnosci biologicznej migdzy hybrydami estrowymi i hybrydami 36-37 suge-
rowaly wystepowanie réznic w stabilnosci enzymatycznej pomiedzy wigzaniami
estrowymi i amidowymi wystepujacymi w tych strukturach. Ponadto w struktu-
rze biokoniugatéw 36-37 obecny jest stabilny enzymatycznie uklad triazolowy.
Jak wspomniano wczesniej, po wniknigciu do komérek nowotworowych wigzanie
estrowe w zwiazkach 38-39 (Schemat 6) powinno by¢ stosunkowo tatwo zrywane
przez karboksyesterazy [67]. Z drugiej strony wiazanie amidowe, a takze uklad tria-
zolowy obecne w strukturach 36-37 (Schemat 6) sa bardziej stabilne chemicznie
i enzymatycznie, przez co najprawdopodobniej nie moze by¢ skutecznie hydrolizo-
wane przez amidazy komérkowe z utworzeniem biologicznie aktywnej formy sali-
nomycyny [72]. Ponadto pierscienie triazolowe sa typowymi pasywnymi tacznikami
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[67,72], ktdre nie s3 w stanie ulega¢ hydrolizie w warunkach fizjologicznych ani pod
wplywem specyficznych enzymoéw komorkowych [52, 53].

Innym wyjasnieniem duzych réznic we wlasciwosciach biologicznych pomie-
dzy biokoniugatami estrowymi a hybrydami 36-37 jest fakt, ze produktami hydro-
lizy zwiazkéw 36-37 (Schemat 6) moga by¢ pochodne tetrazolowe odpowiednio
3’-deoksyfloksurydyny badz AZT, ktére prawdopodobnie nie wykazujg wysokiej
aktywnosci biologicznej. Jednoczes$nie biokoniugaty 38-39 (Schemat 6) wykazaly
wyzsza aktywno$¢, poniewaz te hybrydy sg rzeczywistymi prolekami dwoch sko-
niugowanych i biologicznie czynnych substancji, tj. salinomycyny i floksurydyny
lub AZT [52, 53].
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Tabela 3. Wyznaczone wspotczynniki lekoopornosci (RI) i selektywnosci (SI) biokoniugatéw monenzyny
i salinomycyny dla wybranych nowotworowych linii komérkowych. Ciagle linie oddzielaja posz-
czegdlne serie hybryd [49-53]
Table 3. The calculated values of the indexes of resistance (RI) and selectivity (SI) of monensin and salino-
mycin bioconjugates for selected cancer cell lines. Continuous lines separate the individual series
of hybrids [49-53]
MV4-11 HepG2 LoVo LoVo/DX
Zwigzek
SI SI SI SI RI
monenzyna brak danych 8,61 109,00 93,43 1,17
salinomycyna 28,27 0,75 25,92 12,28 2,11
21 - 11,64 brak danych 8,03 10,81 0,74
BEE
22 g §~ § 6,90 brak danych 2,27 5,16 0,44
ER=
23 g § _E 5,89 brak danych 4,87 4,87 1,00
& =
24 R g 12,22 brak danych 2,95 6,09 0,48
N
25 ® 46,26 brak danych 10,08 43,54 0,23
26 < brak danych 6,40 4,98 7,58 0,66
9
27 z brak danych 1,74 2,93 2,04 1,44
=]
28 o & brak danych 8,03 3,72 6,88 0,54
-
29 SE brak danych 271 1,56 6,70 023
= =
30 E E brak danych 2,74 2,79 2,50 1,11
S
31 2 '.'g brak danych 1,08 1,12 1,37 0,82
32 E brak danych 1,96 1,72 2,26 0,76
«©
33 brak danych 1,16 1,42 1,36 1,05
34 a = brak danych 7,13 53,53 55,40 0,97
= =
EE-
£%
35 SN brak danych 2,15 8,29 7,66 1,08
-=
36 ‘B brak danych brak danych 0,72 0,42 1,71
N &
1 v o o o
37 % JDE; 5 brak danych 1,04
38 3 E 5 brak danych brak danych 22,11 34,71 0,64
39 2 6,77 brak danych 4,46 5,99 0,75
cisplatyna 2,27 0,59 1,43 1,02 1,41
doksorubicyna 3,60 0,23 1,20 0,03 36,40

Indeks lekoopornosci RI oznacza, jak bardzo wrazliwa na dzialanie danego zwigzku jest lekooporna nowotwo-
rowa linia komérkowa (LoVo/DX) w poréwnaniu do lekowrazliwej sublinii (LoVo). RI w zakresie 0-2 oznacza
wysoka wrazliwo$¢, w zakresie 2-10 umiarkowang wrazliwo$¢, natomiast RI powyzej 10 oznacza wysoka opor-
no$¢ komorek na dziatanie badanego zwigzku. Indeks selektywnosci SI wyznaczono wedlug wzoru: SI = IC,
wyznaczone dla prawidlowych komérek organizmu (BALB/3T3) / IC,, wyznaczone dla odpowiednich komérek
nowotworowych. SI powyzej 1,00 oznacza wyzszg selektywnos¢ dzialania badanego zwigzku wobec komérek
nowotworowych niz komérek prawidtowych.
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The RI indes indicates how many times a given drug-resistant subline (LoVo/DX) is chemoresistant relative to
its parental cell line (LoVo). When RI is 0-2 the cells are sensitive to tested compounds, RI from the range 2-10
means that the cells show moderate sensitivity to a drug, RI above indicates strong drug-resistance. The SI index
was calculated for each compound from the formula: SI = IC, for normal cell line (BALB/3T3) / IC for respec-
tive cancerous cell line. A beneficial SI > 1.00 indicates a drug with efficacy towards cancer cells greater than
toxicity against normal cells.

UWAGI KONCOWE

Strategia syntezy biokoniugatéw, w ramach ktdrej antybiotyki jonoforowe beda
kowalencyjnie zwigzane z innymi biologicznie aktywnymi zwigzkami, jest niezwy-
kle atrakcyjnym kierunkiem badan. Jej rezultatem jest tworzenie hybryd o najroz-
niejszych strukturach chemicznych. Wszystkie opisane w tym artykule biokoniu-
gaty mozna otrzymac ze stosunkowo dobra wydajno$cia przy uzyciu standardowych
procedur syntetycznych, takich jak: reakcja amidowania lub estryfikacji w fagod-
nych warunkach czy tez reakcja 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena katalizowana
jonami miedzi(I).

Wyniki badan aktywnosci biologicznej otrzymanych hybryd wyraznie wska-
zujg, ze wladciwosci przeciwbakteryjne i przeciwnowotworowe biokoniugatow
monenzyny oraz salinomycyny $cisle zaleza od budowy uzyskanych hybryd, na
przyklad od stabilnosci chemicznej i enzymatycznej wigzan tworzacych si¢ pomie-
dzy dwoma biokomponentami.

Racjonalne projektowanie biokoniugatéw antybiotykdw jonoforowych zaowo-
cowaé moze otrzymaniem wysoce aktywnych biologicznie hybryd, ktdre mogg
by¢ niezwykle skuteczne w walce z infekcjami bakteryjnymi oraz nowotworami.
Wiekszo$¢ tego typu zwigzkow selektywnie przetamuje lekoopornos¢ komorek
nowotworowych, gdy zastosowa¢ je w mikromolowych stezeniach, co pokazuje
ich wysoki potencjal terapeutyczny. Ponadto, hybrydy antybiotykéw jonoforowych
hamujg wzrost bakterii Gram-dodatnich, w tym tych opornych na dzialanie innych
antybiotykdow, co jednoznacznie dowodzi, ze tego typu zwigzki mogg by¢ stosowane
w najblizszej przyszlosci nie tylko w medycynie weterynaryjnej, ale réwniez jako
srodki chemioterapeutyczne i przeciwbakteryjne w leczeniu ludzi.

Naszym zdaniem, strategia tworzenia funkcjonalnych hybryd w procesie bio-
koniugacji bedzie odgrywac w najblizszej przyszlosci coraz wieksza role. Racjonalne
projektowanie i synteza réznorodnych biokoniugatéw, w tym wybdr optymalnych
struktur wyjsciowych (biokomponentdéw), moze prowadzi¢ miedzy innymi do sku-
tecznej ochrony labilnych produktéw przed enzymatyczng degradacja, do wydtu-
zenia czasu ich przebywania w organizmie czy tez do znalezienia wysoce specy-
ficznych srodkéw diagnostycznych i terapeutycznych. Niezwykle obiecujace wyniki
opisanych w tym artykule badan sprawiaja, ze nowe metody biokoniugacji beda
z pewnoscia dalej intensywnie realizowane w naszej grupie badawczej.
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