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ABSTRACT

Bioconjugation is a well-known method of designing new drug candidates for
many different diseases, including cancer. The idea of the process is to join two or more
bioactive molecules by means of a covalent bond. Thus, obtained hybrids often exhibit
higher efficiency compared to that of the starting compounds. Recently, the use of click
chemistry, especially Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition, has attracted much attention
for the synthesis of bioconjugates of natural compounds. The great advantage of this
reaction is its high yield and enzymatic stability of the 1,2,3-triazole ring. Mild
conditions of this reaction guarantee that it can be used to modify compounds with low
stability, such as salinomycin — a representative of ionophore antibiotics.

Salinomycin is a naturally occurring lipophilic compound isolated from
Streptomyces albus. It is capable of forming complexes with metal cations and transport
them across the lipid membranes. This process disturbs the intercellular Na*/K*
concentration gradient and leads to apoptosis (programmed cell death). Salinomycin
exhibits high anticancer activity, including efficiency against multidrug-resistant cancer
cells and cancer stem cells of different origin. Chemical modification of the
salinomycin skeleton to increase its biological activity is a very interesting research
direction.

Our review article is focused on the application of click chemistry for the synthesis
of salinomycin bioconjugates with many different biologically active compounds
(Cinchona alkaloids, nucleosides, triphenylphosphonium cation, betulinic acid and
other ionophore antibiotics). Some of the obtained hybrids exhibit higher efficiency
compared to that of the starting compounds, e.g., increased anticancer activity, the
ability to overcome multi-drug resistance, or improved ionophoretic properties. These
results are a good starting point for further research on the use of click chemistry in the
synthesis of highly functional hybrids of natural compounds.

Keywords: salinomycin, ionophores, bioconjugation, click chemistry, anticancer
activity

Stowa kluczowe: salinomycyna, jonofory, biokoniugacja, chemia ,klik”, aktywnos¢
przeciwnowotworowa
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— acetonitryl

— azydotymidyna

— linia prawidtowych zarodkowych mysich fibroblastow
— kwas betulinowy

— macierzyste komorki nowotworowe

— cykloaddycja alkinowo-azydkowa katalizowana jonami
miedzi(I)

— 1,8-diazabicyklo[5.4.0Jundek-7-en

— N,N'-dicykloheksylokarbodiimid

— dichlorometan

— N,N-diizopropyloetyloamina

— 4-dimetyloaminopirydyna

— dimetyloformamid

— kwas (etylenodiamino)tetraoctowy

— linia komérkowa nowotworu watroby

— linia komérkowa biataczki promielocytowej

— linia komérkowa biataczki promielocytowej opornej na
winkrystyng

— N-hydroksybenzotriazol

— linia komérkowa nowotworu jelita grubego

— linia komérkowa nowotworu piersi

— kwas lasalowy

— linia komérkowa gruczolaka okreznicy

— linia komérkowa gruczolaka okreznicy opornego na
doksorubicyne

— linia komérkowa nowotworu jelita grubego

— linia prawidtowych komorek gruczotu sutkowego

— linia komérkowa nowotworu piersi

— linia komérkowa potrojnie negatywnego nowotworu piersi
— oporno$¢ wielolekowa

— minimalne st¢zenie hamujace

— monenzyna

— linia komdrkowa bifenotypowej biataczki szpikowej
— 4-pirolidynopirydyna

— kwas para-toluenosulfonowy

— wspotczynnik opornosci

— salinomycyna

— wspotczynnik selektywnosci

— linia komérkowa nowotworu piersi

— linia komérkowa nowotworu jelita grubego

— fluorek tetra-n-butyloamoniowy

— 2-(trimetylosililo)etanol

— heksafluorofosforan N,N,N’ N -
tetrametylochloroformamidyny

— tetrahydrofuran

— kation trifenylofosfoniowy

— Swiatowa Organizacja Zdrowia
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WPROWADZENIE

Wystepowanie  choréb  nowotworowych  jest powaznym  problemem
cywilizacyjnym, ktory obejmuje wszystkie grupy spoteczne oraz wiekowe. Nowotwory
stanowig jedna z gléwnych przyczyn zgonow we wspodlczesnym S$wiecie. Wedlug
danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang. World Health Organization, WHO),
w 2018 roku odnotowano blisko 10 milionéw zgondéw spowodowanych chorobami
nowotworowymi oraz ponad 18 milionéw nowych przypadkéw zachorowan [1].
Prognozy opublikowane przez WHO jasno pokazuja, ze wartosci te bedg dynamicznie
wzrasta¢ w kolejnych latach, najprawdopodobniej osiggajac poziom okoto 30 milionow
nowych zachorowan w 2040 roku; liczba chorych niemalze si¢ podwoi [1]. Nowotwory
s3 rowniez powaznym ,,0bcigzeniem” ekonomicznym; w 2010 roku na catym $wiecie
przeznaczono ponad bilion dolar6w na dzialania zwigzane zaré6wno z leczeniem, jak
1 z prewencja nowotworow [2]. Przytoczone dane jednoznacznie potwierdzaja, ze walka
z t3 grupa ponad 100 réznorodnych i niezwykle trudnych do zwalczenia chordb jest
jednym z najwazniejszych, najtrudniejszych, a takze najbardziej kosztownych zadan
wspolczesnej nauki oraz medycyny.

Wsrod aktualnie stosowanych lekéw onkologicznych znalezé mozna wiele
zwigzkow pochodzenia naturalnego, na przyktad doksorubicyne, kombretastatyng A—4,
winkrystyne czy zastugujace na szczegdlng uwage kamptotecyne i taksol, ktore znalazty
zastosowanie miedzy innymi w chemioterapii nowotworu jajnikoéw oraz okreznicy [3—
5]. Duzym problemem zwigzanym ze stosowaniem chemioterapeutykow jest mozliwosé
wyksztalcenia tak zwanej opornosci wielolekowej (ang. multidrug resistance, MDR).
Zjawisko to polega na catkowitej lub czesciowej utracie wrazliwosci komorek
nowotworowych na stosowane terapeutyki [6]. W efekcie terapia przestaje byc¢
skuteczna. W §wietle tych doniesien, niezwykle istotnym wyzwaniem jest poszukiwanie
nowych, skutecznych lekéw przeciwnowotworowych, ktore wykazuja zdolnos¢ do
przetamywania MDR. Ciekawym kierunkiem badan obserwowanym w wielu grupach
badawczych na calym $wiecie jest chemiczna modyfikacja zwiazkéw pochodzenia
naturalnego, ktore wykazuja aktywnos$¢ przeciwnowotworowa i wykorzystanie tego
typu pochodnych jako potencjalnych chemioterapeutykow, réwniez wobec
lekoopornych linii komorek nowotworowych. Grupa produktéw naturalnych
o niezwykle interesujacych wlasciwosciach biologicznych (przeciwbakteryjnych,
przeciwwirusowych, przeciwgrzybiczych, kokcydiostatycznych, przeciw-
nowotworowych) sa antybiotyki jonoforowe (jonofory), ktéorych gloéwnym
przedstawicielem jest salinomycyna [7—10].
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1. SALINOMYCYNA JAKO PRZEDSTAWICIEL ANTYBIOTYKOW
JONOFOROWYCH

Salinomycyna (SAL, Rys. 1) zostata wyizolowana w 1974 roku z promieniowcow
z rodzaju Streptomyces albus w trakcie badan przesiewowych majacych na celu
znalezienie nowych antybiotykéw [11]. W 1981 roku po raz pierwszy przeprowadzono
syntez¢ totalng tego zwiazku, ktora rozwini¢to w kolejnych latach, a w 2012 roku
zaprezentowano jego biosynteze [12—-14].

Rysunek 1. Struktura salinomycyny (SAL)
Figure 1. The chemical structure of salinomycin (SAL)

Czasteczka SAL zawiera w swojej strukturze 11 atomow tlenu, ktoére wchodzg
w sktad réznorodnych grup funkcyjnych (grupa ketonowa, trzy grupy hydroksylowe,
grupa karboksylowa oraz pig¢ eterowych atoméw tlenu). Charakterystyczng cechg SAL
jest obecnos¢ trojeyklicznego [6-6-5]-bis-spiroketalowego systemu pierscieni o izomerii
cis, ktory rzadko wystepuje wsrod zwiazkow pochodzenia naturalnego [ 15].

Karboksylowe antybiotyki jonoforowe wystepuja w formie pseudocykliczne;j,
dzieki tworzeniu wewnatrzczasteczkowych wigzan wodorowych typu ,.glowa do
ogona”. W tak utworzonej strukturze atomy tlenu skierowane sa do wn¢trza czasteczki,
dzigki czemu moze ona wigza¢ kationy metali. Szkielet polieterowy ma zdolno$¢ do
tworzenia kompleksoOw zaréwno z kationami jedno-, jak i dwuwarto$ciowymi [16].
Stwierdzono, ze SAL efektywniej transportuje kationy jedno- niz dwuwartosciowe [11].

1.1. AKTYWNOSC PRZECIWDROBNOUSTROJOWA SALINOMYCYNY

SAL wykazuje znaczaca aktywnos¢ biologiczna wobec bakterii Gram-dodatnich,
w zwiazku z czym jest szeroko stosowana jako przeciwbakteryjny promotor wzrostu w
hodowli zwierzat [17]. Natomiast jonofor ten okazal si¢ nieskuteczny w walce
z bakteriami Gram-ujemnymi, co wynika z obecnosci w ich komorkach dodatkowej,
zewngtrznej blony komorkowej, ktora jest nieprzepuszczalna dla tego typu
hydrofobowych zwiazkéw [17-18]. Odkryto jednak, ze niektére kwasy organiczne
moga zwigksza¢ przepuszczalno$¢ zewnetrznej blony komorkowej bakterii Gram-
ujemnych [19]. Dzigki temu mozliwe byto zbadanie wiasciwosci bakteriobojczych SAL
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wobec Escherichia coli przy zastosowaniu tego jonoforu razem z kwasem cytrynowym
[20].

W 2017 roku zbadano aktywnos¢ 2582 zwigzkéw chemicznych wobec
Mpycobacterium aurum — SAL okazata si¢ jedna z 19 najbardziej aktywnych substancji,
wykazujac minimalne stezenie hamujace (ang. minimum inhibitory concentration, MIC)
na poziomie 0,04 pg mL™! [21]. Oprocz tego, SAL wykazuje umiarkowang aktywno$¢
wobec roznych szczepow Mycobacterium tuberculosis — bakterii wywolujacej gruzlice
[21]. Warto wspomnie¢, ze aktywno$s¢ SAL wobec szczepow Staphylococcus aureus
i Staphylococcus epidermidis jest zblizona do aktywno$ci wykazywanej przez
cyprofloksacyng — powszechnie stosowany antybiotyk [22]. SAL wykazuje aktywnos¢
in vitro nie tylko wobec szczepow bakterii podatnych na dziatanie antybiotykow, lecz
rowniez tych antybiotykoopornych [23]. Jonofor ten jest aktywny wobec
wyizolowanego z pacjentdéw szczepu gronkowca zlocistego opornego na dziatanie
chloramfenikolu, erytromycyny, streptomycyny i tetracykliny z warto$cig MIC réwng
3,12 ng mL! [24].

Przeciwgrzybicza aktywnos$¢ SAL nie jest tak silna jak jej aktywnos¢ wobec
bakterii Gram-dodatnich [25]. Sa jednak pewne wyjatki; SAL wykazuje umiarkowana
aktywnos$¢ wobec Candida albicans, Paecilomyces variotti, Penicillium digitatum oraz
Saccharomyces cerevisiae [26]. Warto wspomnie¢, ze zastosowanie SAL w polaczeniu
z polimyksyng B (antybiotykiem wytwarzanym przez Bacillus polymyxa) zwigksza jej
aktywnos$¢ przeciwgrzybicza wobec drozdzy i grzybow strzgpkowych (zwanych
potocznie ple$nig) [27].

Przeciwwirusowa aktywno$¢ SAL zostala potwierdzona jedynie kilkoma
doniesieniami literaturowymi. Znane sg badania dotyczace dziatania SAL na wirusa
HIV1. Sposréd 10 przebadanych jonoforéw, SAL okazala si¢ najbardziej efektywna
substancja do walki z wirusem, wykazujac wartosci ECso (ang. half maximal effective
concenctration) w przedziale 0,40 = 0,04 pg mL"' [28]. Drugim przyktadem
potwierdzajacym przeciwwirusowa aktywno$¢ SAL s3 badania, ktore miaty na celu
znalezienie najbardziej aktywnych substancji do walki z wirusem grypy sposrod 2000
badanych zwigzkow chemicznych. SAL wykazata wysokg aktywnos$¢ (ECso = 0,4—4,3
pg mL'). Warto wspomnie¢, ze terapia lgczona z uzyciem SAL i fosforanu
oseltamiwiru, ktory jest selektywnym inhibitorem neuraminidazy (enzymu wirusa
grypy), skutkowatla zwigkszeniem aktywnosci przeciwwirusowej jonoforu [29]. Badania
nad aktywno$cig przeciwwirusowa antybiotykow jonoforowych wykazaty tez, ze
niektore z nich, w tym SAL, moga by¢ rozpatrywane jako skuteczne $rodki w walce
z wirusem SARS-CoV-2 [30-31].

Zastosowanie SAL jako dodatku do paszy dla zwierzat jest zwigzane z wysoka
aktywnoscia przeciwpasozytnicza tego jonoforu, szczegdélnie wobec pierwotniakow
wywotujacych kokcydioze — chorobg pasozytnicza begdaca duzym problemem
w hodowli drobiu [32-33]. SOl sodowa SAL (Sacox®) jest skuteczna wobec wielu
roznych pierwotniakow z rzedu Coccidia, rodzaju Eimeria, bedacych gléwnym
czynnikiem chorobotworczym wywolujacym kokcydioze [32]. Warto zaznaczy¢, ze
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stosowanie SAL w walce z tg choroba jest bardziej efektywne niz stosowanie wielu
innych lekow przeciwpasozytniczych [32]. SAL jest tez skuteczna wobec $widrowcow
z gatunku Trypanosoma brucei wywotujacych $pigczke afrykanska — ludzka odmiane
trypanosomozy. Jonofor ten hamuje wzrost pasozytow osiagajac mikromolowe warto$ci
Glso (ang. half maximal growth inhibition) [34]. Przykladem choroby pasozytnicze;j,
ktora ciagle stanowi zagrozenie dla mieszkancow Afryki Subsaharyjskiej jest malaria,
wywotywana przez jednokomoérkowego pierwotniaka z rodzaju Plasmodium. Badania
in vitro wykazaty, ze jonofory karboksylowe, szczegdlnie te, ktore kompleksuja kationy
jednowarto$ciowe, s interesujagcymi kandydatami na $rodki przeciwmalaryczne [35].
SAL okazata si¢ skuteczna wobec Plasmodium falciparum — jednego z gltéwnych
gatunkéw wywolujacych malarie u ludzi — osiagajac nanomolowe wartosci ICso (ang.
half maximal inhibitory concentration) [36]. W dodatku, SAL jest bardziej aktywna
wobec pierwotniakoéw opornych na dziatanie chlorochiny niz powszechnie stosowane
leki, takie jak amodiachina, artemeter czy artesunat. Nalezy zaznaczy¢, ze SAL jest
bardziej aktywna i selektywna wobec pasozytow opornych na leczenie chloroching niz
tych, ktore sg podatne na dziatanie tego leku [37].

1.2. AKTYWNOSC PRZECIWNOWOTWOROWA SALINOMYCYNY

Przy omawianiu aktywnos$ci biologicznej SAL nie sposob nie wspomnie¢ o jej
niezwykle wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej. Badania réznych grup
badawczych potwierdzily jej skuteczno$¢ zaréwno w testach in vitro, jak i in vivo.
W dodatku, jonofor ten jest w stanie przelama¢ MDR wielu linii komorek
nowotworowych oraz jest skuteczny wobec macierzystych komoérek nowotworowych
(ang. cancer stem cells, CSCs), ktore sg odpowiedzialne za rozwdj, przerzuty oraz
nawroty choroby [38—40].

W 2009 roku przeprowadzono badania przesiewowe, w ktorych przetestowano
prawie 16 tysiecy zwigzkoéw biologicznie aktywnych wobec macierzystych komorek
nowotworu piersi. Wykazano, ze jedynie 32 zwigzki sg w stanie hamowac ich rozwdj,
przy czym to wilasnie SAL wykazata najwyzsza aktywno$¢ (przewyzszajac prawie
stukrotnie  aktywnos$¢  paklitakselu, ktory jest powszechnie stosowanym
chemioterapeutykiem w leczeniu nowotworow piersi) [38, 41]. Wiele niezaleznych
badan wykazato, ze SAL jest skuteczna w testach in vitro, migdzy innymi wobec
nowotworu ptuc, nosogardzieli, piersi, watroby, trzustki, jajnika czy skory [38, 42].
Badania wykazaty rowniez wysoka selektywno$¢ dziatania tego jonoforu w stosunku do
komorek biataczkowych powodujac ich apoptoze, nie niszczac przy tym prawidtowych
komorek organizmu [38, 43].

W literaturze mozna znalez¢ doniesienia opisujgce zastosowanie SAL w leczeniu
chor6b nowotworowych u dwoéch pacjentek. Jedna z nich cierpiala na inwazyjny
nowotwor piersi z przerzutami do kosci, a u drugiej zdiagnozowano plaskonablonkowy
nowotwor sromu z przerzutami do kosci miednicowej. Obu pacjentkom podawano
dozylnie SAL w dawce 200-250 ug kg co drugi dzien. Oprocz kilku efektow ubo-
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cznych (tagodna tachykardia, drzenie rgk) nie zaobserwowano dlugotrwatych dziatan
niepozadanych, takich jak np. tysienie czy wymioty [38, 44].

W 2012 roku wykazano, ze SAL moze by¢ stosowana w terapii nowotworow jako
srodek uwrazliwiajacy. Efekt uczulajacy SAL polega na zwigkszeniu skutecznosci
innych metod leczenia choroby (np. radioterapii lub chemioterapii), gdy sa one
stosowane razem z tym jonoforem. Efekt synergiczny stosowania SAL zaobserwowano
migdzy innymi dla gemcytabiny (wobec CSCs trzustki), imatynibu (wobec CSCs
przewodu pokarmowego) oraz dla metod radioterapii przez wzrost stopnia uszkodzenia
DNA i spadek poziomu bialek p21 [38, 45-46]. Podobny efekt obserwuje si¢ przy
zastosowaniu SAL razem z innymi chemioterapeutykami, np. doksorubicyna,
winblastyng czy cisplatyng [42].

2. CHEMIA ,,KLIK”

W 2001 roku Sharpless przedstawit nowe podejScie w projektowaniu i syntezie
zwigzkow lekopodobnych, co w nastgpnych latach przyczynito si¢ do gwattownego
rozwoju chemii medycznej 1 przyspieszyto proces poszukiwania nowych kandydatow
na leki [48]. W swojej pracy omoéwit metody syntezy, ktore cechuje wysoka
selektywno$¢ i wydajnos¢, odporno$¢ na warunki wodne i tlenowe, stosowanie
nietoksycznych rozpuszczalnikow oraz niewielka ilo$¢ produktéw ubocznych, ktore
mozna usungé metodami niechromatograficznymi. Grupg reakcji spelniajacych
wymienione kryteria nazwal chemia ,klik”, co moze kojarzy¢ si¢ z dzwigkiem
zamykanego zamka i koncepcyjnie oddaje prostote i efektywnos$¢ tego procesu oraz
kompatybilno$¢ reagentow, ktore biora w nim udzial. Przykltadami reakcji ,.klik” sa
migdzy innymi cykloaddycja (hetero-)Dielsa-Aldera, substytucja nukleofilowa
w naprezonych uktadach heterocyklicznych czy reakcja syntezy imin ze zwiazkow
karbonylowych. Najwazniejszym przyktadem chemii ,klik” pozostaje jednak 1,3-
dipolarna cykloaddycja Huisgena, czyli cykloaddycja azydkowo-alkinowa (Rys. 2) [49].
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Rysunek 2. Otrzymywanie uktadoéw 1,2,3-triazolowych w reakeji cykloaddycji azydkowo-alkinowej
Figure 2. Preparation of 1,2,3-triazole systems by azide-alkyne cycloaddition reaction
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1,3-dipolarna  cykloaddycja Huisgena to reakcja pomigdzy azydkiem
a terminalnym (lub aktywowanym) alkinem, ktorej produktem jest uklad 1,2,3-
triazolowy. Jesli reakcja jest prowadzona jedynie termicznie, bez dodatku katalizatora,
to jej czas trwania jest dlugi i otrzymuje si¢ mieszaning regioizomeréw — 1,4- oraz 1,5-
dwupodstawionych 1,2,3-triazoli. Zastosowanie kationow miedzi(I) skraca czas trwania
reakcji oraz umozliwia regioselektywne otrzymanie jedynie 1,4-dwupodstawionego
uktadu triazolowego (Rys. 2) [50]. Proces mozna tez prowadzi¢ przy zastosowaniu
zwigzkéw koordynacyjnych rutenu(Il) — wtedy produktem takiej reakcji jest 1,5-
dwupodstawiony uktad triazolowy (Rys. 2) [51].

Najczgsceiej stosowanym wariantem 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena jest ten,
w ktorym stosuje si¢ kationy miedzi(l) i otrzymuje si¢ 1,4-dwupodstawione piericienie
triazolowe (ang. copper(l)-catalyzed alkyne-azide cycloaddition, CuAAC). Taka reakcje
mozna przeprowadzi¢ na dwa sposoby:

e w wariancie Sharplessa — zastosowanie siarczanu(VI) miedzi(Il) oraz
czynnika redukujacego (najcze¢sciej askorbinianu sodu), ktory pozwala na
otrzymanie kationéw Cu(l) in situ. W tych warunkach stosuje si¢ uktady
wodno-alkoholowe, ktére umozliwiaja rozpuszczenie wszystkich uzytych
reagentow [50];

e w wariancie Meldala — zastosowanie jodku miedzi(I). Reakcje prowadzi
si¢ np. w acetonitrylu, jednak wymagane jest uzycie gazu obojetnego, aby
zapobiec utlenieniu kationéw Cu(I) do Cu(Il) [52].

Za swoje badania nad chemig ,,klik” Barry Sharpless oraz Morten Meldal zostali
uhonorowani w 2022 roku Nagroda Nobla w dziedzinie chemii. Wraz z nimi nagrode
otrzymata Carolyn Bertozzi za badania nad chemia bioortogonalna. Ten rodzaj chemii
polega na zastosowaniu reakcji "klik" w komorkach, bez zaburzania procesow
biochemicznych w nich zachodzacych. Podejscie to znajduje zastosowanie
w diagnostyce oraz procesie znakowania, co pomaga lepiej zrozumie¢ chemiczne oraz
biologiczne funkcjonowanie komorki [53].

3. ZASTOSOWANIE CHEMII ,,KLIK” DO SYNTEZY BIOKONIUGATOW
SALINOMYCYNY

Proces biokoniugacji polega na Iaczeniu dwoch lub wigcej bioaktywnych
czasteczek za pomoca wiagzania kowalencyjnego. Jest to jedna z najczesciej
stosowanych strategii w opracowywaniu nowych hybryd o lepszej skutecznosci
dziatania w porownaniu do zwiazkow wyjsciowych. Biokoniugaty moga zostac
utworzone przez potaczenie w jednej czasteczce dwoch lub wigcej biomolekut albo
przez laczenie biomolekut z syntetycznymi matymi czasteczkami. Tego typu hybrydy
moga wykazaé szereg potencjalnych zastosowan, miedzy innymi jako nowe S$rodki
terapeutyczne [54-56].

Warto podkresli¢, ze chemiczna modyfikacja antybiotykéw jonoforowych, w tym
SAL, jest procesem trudnym. Ze wzgledu na swoja charakterystyczng budowe, w tym
obecno$¢ wspomnianego, trdjcyklicznego [6-6-5]-bis-spiroketalowego systemu pier-
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scieni, SAL jest zwigzkiem wrazliwym na czynniki zewngtrzne 1 ulega
nicodwracalnemu rozpadowi w $rodowisku kwasowym, mocno zasadowym oraz przy
zbyt intensywnym ogrzewaniu [13]. Dobrane metody biokoniugacji tego zwigzku
musza by¢ zatem mozliwe do przeprowadzenia w tagodnych warunkach. Reakcja
CuAAC spehia te kryterium, wigc z powodzeniem zostata zastosowana do chemiczne;j
modyfikacji struktury SAL, w tym syntezie jej koniugatdow z innymi biologicznie
aktywnymi czgsteczkami. Do tej pory opisano triazolowe hybrydy SAL z alkaloidami
kory chinowca, nukleozydami, kationem trifenylofosfoniowym, innymi antybiotykami
jonoforowymi czy tez kwasem betulinowym.

3.1. KONIUGATY Z ALKALOIDAMI KORY CHINOWCA

Alkaloidy kory drzewa chinowego izolowane z Cinchona L. to grupa naturalnie
wystepujacych zwiazkow, ktore przez wiele lat stosowane byly jako leki
przeciwmalaryczne i przeciwarytmiczne [54, 57]. W ostatnich latach udowodniono, ze
substancje te wykazuja rowniez bardzo interesujace wlasciwosci przeciwnowotworowe.
Chinina i cynchonina skutecznie przetamuja lekoopornos¢ komoérek nowotworowych
pacjentéw leczonych przy uzyciu chemioterapeutykow, takich jak np. paklitaksel czy
doksorubicyna [54, 58].

Synteza koniugatow

W 2015 roku zastosowano chemie ,klik” do syntezy serii biokoniugatow SAL
z czterema réznymi alkaloidami kory drzewa chinowego (Rys. 3) — azydkami
cynchoniny (zwiazek 1), chininy (zwiazek 2), 9-epi-chininy (zwiazek 3) i 9-epi-
chinidyny (zwiazek 4). Reakcje pomigdzy amidem propargilowym SAL i odpowiednim
azydkiem alkaloidu kory chinowej katalizowano jonami miedzi(I) zgodnie z raportem
Sharplessa (Rys. 3). Proces przeprowadzono w ukladzie rozpuszczalnikow
woda/metanol (1/1, v/v). Dobor odpowiednich objetosci rozpuszczalnika organicznego
oraz wody byl o tyle istotny, ze wszystkie zastosowane reagenty musiaty ulec
rozpuszczeniu. Bylo to zadanie o tyle utrudnione, ze w reakcji braty udzial duze
czasteczki organiczne oraz zwigzki nieorganiczne. Po spelieniu wyzej wymienionych
warunkow, reakcja ,,klik” zaszta bez problemu w temperaturze pokojowej w czasie 24—
48 godzin. Obserwacja zaniku jednego z reagentéw (w tym wypadku azydku alkaloidu
kory chinowca) za pomoca chromatografii cienkowarstwowej pozwolita na okreslenie
momentu  zakonczenia  reakcji.  Nastgpcza  ekstrakcja  typu  ciecz-ciecz
(chloroform/wodny roztwoér EDTA) pozwolita na przeniesienie produktu (oraz resztek
nieprzereagowanych substratow organicznych) calkowicie do warstwy organiczne;j.
Biokoniugaty zostaly finalnie oczyszczone za pomoca chromatografii kolumnowej
i wyizolowane z zadowalajaca wydajnoscia 50-78% [54, 59].
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Rysunek 3. Synteza biokoniugatow SAL z alkaloidami kory chinowca [59]
Figure 3. Synthesis of SAL bioconjugates with Cinchona bark alkaloids [59]

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa Koniugatéw

Otrzymane hybrydy poddane zostaly testom w celu okreslenia ich aktywnoS$ci
przeciwproliferacyjnej. W  badaniach uzyto réznorodnych linii  komorek
nowotworowych, w tym gruczolaka okreznicy (LoVo), jego wariantu opornego na
dziatanie doksorubicyny (LoVo/DX) oraz nowotworu watroby (HepG2). W celu
okreslenia selektywno$ci dziatania otrzymanych analogéw, przeprowadzono réwniez
badania na normalnych mysich embrionalnych fibroblastach (BALB/3T3) jako linii
referencyjnej. Zwigzki 3 1 4 (Rys. 3) wykazaly aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
w zakresie stgzen mikromolowych (ICso < 3,00 uM), przy czym ich toksyczno$¢ wobec
linii referencyjnej byta nizsza niz toksyczno$¢ doksorubicyny i cisplatyny. Warto
wspomnie¢, ze analiza wspotczynnikéw lekooporno$ci wykazata, ze zwigzki 2 1 3
skutecznie przebijaty lekooporno$¢ linii LoVo/DX. Badania potwierdzity, ze koniugacja
SAL z alkaloidami kory drzewa chinowego za pomoca linkera triazolowego moze
prowadzi¢ do hybryd o interesujacych wlasciwosciach biologicznych, w tym nizszej
toksycznosci niz powszechnie stosowane cytostatyki [54, 59].

3.2. KONIUGATY Z NUKLEOZYDAMI

W grupie nukleozydow dwa zwigzki zastuguja na szczegdlng uwage ze wzgledu na
swoje wilasciwosci farmakologiczne — floksurydyna (5-fluoro-2'-deoksyurydyna),
bedaca najbardziej znang pochodng 5-fluorouracylu, oraz AZT (azydotymidyna).
Mechanizm dziatania floksurydyny jest dobrze znany, a jej wysoka aktywnos$¢
przeciwnowotworowa sprawia, ze jest zwigzkiem stosowanym w leczeniu r6éznych
typow nowotwordw. Dziatanie chemioterapeutyczne jest jednak znacznie ograniczone
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ze wzgledu na niska biodostepnos¢ oraz wysoka toksycznosé [54, 60]. AZT z kolei jest
lekiem przeciwretrowirusowym, jednak jego repozycjonowanie do terapii nowotworow
jest znacznie ograniczone przez wysoka toksyczno$¢, prowadzacg miedzy innymi do
supresji szpiku kostnego i miopatii [61]. Biokoniugacja zwigzkow biologicznie
aktywnych z innymi selektywnymi czasteczkami, jak np. z SAL, moze znaczaco
wplyna¢ na poprawe ich profilu farmakologicznego.

Synteza koniugatow

Pierwsza z metod syntezy polegala na 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena
przeprowadzonej zgodnie z raportem Sharplessa (obecnos$¢ siarczanu miedzi(Il) oraz
askorbinianu sodu). Substratami dla tej reakcji byly amid propargilowy SAL oraz
azydkowa pochodna odpowiedniego nukleozydu (Rys. 4). Proces przeprowadzono
w uktadzie rozpuszczalnikéw woda/dioksan (1/3, v/v). Zwigkszenie objgtosci uzytego
rozpuszczalnika organicznego bylto konieczne ze wzgledu na znaczaco ograniczong
rozpuszczalno$¢ nukleozyddéw oraz amidu SAL w wodzie. Reakcj¢ prowadzono przez
12 godzin w temperaturze pokojowej. Oba koniugaty typu ,.klik” (zwiazki 6 i 8, Rys. 4)
oczyszczono za pomoca chromatografii kolumnowej i wyizolowano z wydajnoscia 67%
dla koniugatu z floksurydyna oraz 61% dla koniugatu z AZT. Alternatywna metoda
syntezy koniugatow polegata z kolei na reakcji grupy karboksylowej SAL z grupa
hydroksylowa odpowiedniego nukleozydu w warunkach estryfikacji Steglicha (DCC,
PPy oraz kwas para-toluenosulfonowy) (zwiazki 5 i 7, Rys. 4). Koniugaty estrowe
wyizolowano z wydajnoscia 55% w przypadku estru z floksurydyna oraz 73%
w przypadku estru z AZT [54, 62-63]. Pordwnujac obie metody syntezy mozna
zauwazy¢, ze wydajno$¢ przeprowadzonych reakcji jest poréwnywalna. Niemniej,
w przypadku koniugacji czasteczki SAL =z floksurydyna, reakcja ,klik” byla
wydajniejsza od reakcji estryfikacji, co jednoznacznie potwierdza jej wysoki potencjat
w otrzymywaniu ztozonych hybryd zwigzkow biologicznie aktywnych.
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Rysunek 4. Synteza biokoniugatow SAL z nukleozydami [62-63]
Figure 4. Synthesis of SAL bioconjugates with nucleosides [62—63]

Aktywno$¢ przeciwnowotworowa koniugatéw

W  badaniach  aktywnos$ci przeciwproliferacyjnej otrzymanych hybryd
wykorzystano siedem linii komorek nowotworowych, w tym ludzkiej biataczki
promielocytowej (HL-60) oraz jej wariantu opornego na dzialanie winkrystyny (HL-
60/vinc), gruczolaka okreznicy (LoVo) oraz jego wariantu opornego na dzialanie
doksorubicyny (LoVo/DX), a takze trzech innych linii komérkowych raka okreznicy, tj.
HT-29, LS-180 i SW707. Aktywnos¢ obu koniugatoéw SAL z AZT zostata dodatkowo
okreslona wobec komorek ludzkiej bialaczki mielomonocytowej (MV-4-11). Badania
wykazaty, ze hybrydy estrowe (zwiazki 5 i 7, Rys. 4) wykazaly znacznie wyzsza
aktywno$¢ przeciwnowotworowa niz hybrydy typu "klik" (zwigzki 6 i 8, Rys. 4). Warto
przy tym podkresli¢, ze aktywnos$¢ biologiczna zwigzku 5 okazata si¢ duzo lepsza niz
niemodyfikowanego nukleozydu oraz dwoéch lekow referencyjnych. Zwiagzek ten
wykazal ponadto aktywnos$¢ przeciwnowotworowa poréwnywalna do SAL, jednak
wspotczynnik selektywnosci oraz lekoopornosci wobec linii LoVo/DX byly wyzsze
(mniej obiecujace) niz dla wyjsciowego jonoforu [54, 62—63]. Obserwowane réznice
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w aktywno$ci przeciwnowotworowej moga wynika¢ z nizszej stabilnosci
enzymatycznej wigzania estrowego w porowaniu z wigzeniem amidowym/uktadem
triazolowym, co moze skutkowa¢ uwolnieniem biologicznie aktywnej formy SAL
wewnatrz komorek nowotworowych [54, 64—65].

3.3. KONIUGATY Z KATIONEM TRIFENYLOFOSFONIOWYM

Bardzo waznym parametrem do wstgpnej oceny kandydatow na leki
przeciwnowotworowe jest selektywno$¢ ich dziatania, czyli zdolno§¢ do zwalczania
komoérek nowotworowych przy jednoczesnej neutralnosci wobec komorek zdrowych.
Projektowanie analogéw o wysokiej selektywnosci jest aktualnie jednym z najbardziej
wymagajacych wyzwan w terapii przeciwnowotworowej. W tym kontekScie warto
wspomnie¢, ze wiele chordb (nowotwory, cukrzyca, choroby neurodegeneracyjne) jest
zwigzanych z funkcjonowaniem mitochondriéw [66—68]. Badania wskazuja, ze
mitochondria odgrywaja wazng rolg¢ zaréwno w zewngtrznych, jak i wewngtrznych
sciezkach apoptozy, co czyni je waznymi celami terapeutycznymi przy projektowaniu
nowych lekow przeciwnowotworowych. Permabilizacja btony mitochondrialnej jest
zjawiskiem warunkujacym skierowanie komoérki nowotworowej na szlak apoptozy,
a w konsekwencji prowadzi do jej $Smierci [66—68]. Znanych jest wiele substancji
i ugrupowan chemicznych, ktéore w komorce kierowane sa do mitochondriow. Jednym
z przyktadéw jest kation trifenylofosfoniowy (TPP*) [67-68].

Synteza koniugatow

W celu zwigkszenia selektywnosci dziatania SAL oraz jej pochodnych, rozsadnym
krokiem wydaje si¢ biokoniugacja z TPP". W tym kontekécie, w ostatnim czasie
otrzymano seri¢ analogdéw SAL modyfikowanych zaréwno w pozycji C1, jak i C20,
przy czym jedna z hybryd zostata otrzymana za pomocg reakcji CuAAC pomiedzy C20-
epi-azydkiem SAL oraz propargilowg pochodng TPP* (zwigzek 9, Rys. 5). Proces
przeprowadzono wedtug protokotu Meldala z zastosowaniem jodku miedzi(I) jako
zrodla jonow Cu(l). Ze wzgledu na ograniczong rozpuszczalno$¢ jodku miedzi(l),
reakcje¢ prowadzono w acetonitrylu. Do kontroli przebiegu reakcji wykorzystano
chromatografi¢ cienkowarstwowa. Zanik substratu nastapil po okoto 24 godzinach
prowadzenia reakcji w temperaturze pokojowej. Reakcja moze by¢ rowniez prowadzona
w warunkach Sharplessa, jednak zastosowanie warunkéw Meldala umozliwito
otrzymanie produktu z wyzsza 38% wydajnoscig [69]. Umiarkowane przereagowanie
substratow zaobserwowane w tym przypadku moze by¢ wytlumaczone wzgledami
sterycznymi, a konkretniej, proba wprowadzenia objetosciowo duzego podstawnika
trifenylofosfoniowego do centralnej czgsci SAL. W przypadku pochodnych estrowych
(zwiazki 10 i 11, Rys. 5), wydajnos$¢ syntezy zwiazku 10 wynosita 31%, podczas gdy
wydajnos¢ dwuetapowej syntezy zwiazku 11 wyniosta 64%, co moze by¢
potwierdzeniem hipotezy zwigzanej z zawada steryczna — przyltaczenie grupy trifenylo-
fosfoniowej zachodzito tatwiej na dluzszym tancuchu (linkerze) weglowym [69].
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Rysunek 5. Synteza biokoniugatow SAL z kationem trifenylofosfoniowym [69]
Figure 5. Synthesis of SAL bioconjugates with triphenylphosphonium cation [69]

Aktywno$¢ jonoforetyczna koniugatow

Pochodna triazolowa (zwiazek 9) wykazata wysoka aktywno$¢ jonoforetyczng
zarbwno w badaniach na blonach sztucznych (ptaskie dwuwarstwy lipidowe
i liposomy), jak i naturalnych (mitochondria), natomiast hybrydy SAL z TPP*
przytaczonym w pozycji Cl (zwiazki 10 i 11) okazaly si¢ nieaktywne [69].
Przepuszczalno$¢ zwiazkow przez blony lipidowe zbadano za pomocg obserwacji
kinetyki relaksacji pradu po wywolaniu na blonie skoku napigcia. Relaksacja jest
zwigzana z redystrybucja tadunku w dwuwarstwie lipidowej. Zwigzek 9 powodowat
znacznie szybsza relaksacje pradu w przeprowadzonych badaniach niz zwigzki 10 1 11,
co sugeruje jego wysoka przepuszczalno$¢ przez dwuwarstwe lipidowsg [69].
Potwierdza to duza skuteczno$¢ tego zwiazku w transporcie kationéw potasu i wodoru
zarowno przez sztuczne (liposomalne), jak i mitochondrialne btony. SAL i zwigzek 9
nie indukowaly przeptywu pradu przez ptaska dwuwarstwe lipidowa, co potwierdza, ze
mechanizm dziatania jest oparty jedynie na wymianie kationow K*/H'. Wymiana
jonowa wywolana przez zwigzek 9 w mitochondriach byla intensywniejsza od tej
zaobserwowanej dla SAL, co sugeruje akumulacj¢ hybrydy 9 w mitochondriach [69].
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3.4. HOMO- I HETERODIMERY ANTYBIOTYKOW JONOFOROWYCH

Niezwykle interesujacym kierunkiem badan nad chemiczng modyfikacja SAL
i innych antybiotykéw jonoforowych jest synteza ich struktur dimerycznych. Tego typu
zwiagzki moga np. charakteryzowac si¢ zdolnosciag do koordynowania dwodch kationow
metali i w ten sposob zwigkszaé efektywnos$¢ ich transportu przez blony biologiczne.
Pier§cien triazolowy otrzymany w wyniku reakcji "klik" jest potencjalnie dobrym
linkerem w tego typu hybrydach ze wzgledu na swoja wysoka stabilno$¢ enzymatyczng
w warunkach fizjologicznych.

Synteza dimerdéw

W 2017 roku otrzymano kilkanascie triazolowych pochodnych SAL, w tym cztery
dimery, w ktérych czasteczki jonoforu potaczone zostaly za pomoca linkera
wprowadzonego w pozycje C20 (zwiazki 12-15, Rys. 6). Dla koniugatéw w pozycji
C20, reakcje ,klik” przeprowadzono w ukladzie rozpuszczalnikéw woda/tert-butanol
(1/1, v/v). Dodatkowo, reakcja wymagata podwyzszonej temperatury. Mogto to by¢
spowodowane zawadg steryczng utrudniajaca wprowadzenie dwoch podstawnikoéw
triazolowych do wewnetrznej czesci czasteczki jonoforu (Rys. 6). Oczekiwane struktury
dimeryczne wyizolowano z wydajnosciami 65-76%. Co cickawe, w tej samej pracy
opisano syntez¢ pochodnych C1 triazolowych SAL. Otrzymano je réwniez wedlug
protokotu  Sharplessa, jednak w dos$¢ nietypowym, dwufazowym uktadzie
rozpuszczalnikow woda/DCM (1/1, v/v). Pochodne dimeryczne otrzymano w tym
przypadku z wydajnosciami 54-91% [70].

1) chlorek 2-chloroacetylu,
EtsN, DMAP, CH,Cly, tp przez 12h

2) NaN3, DMF, 55°C przez noc o
SAL zwigzki 12-13
3) dialkin, askorbinian sodu,

CuS0qy, woda/tert-butanol (1:1), OH HO
55°C przez 24h 5

zwigzki 14-15

Rysunek 6.  Synteza wybranych dimeréw SAL [70]
Figure 6. Synthesis of selected SAL dimers [70]
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W 2021 roku przeprowadzono syntez¢ homodimeréw SAL potaczonych ze soba
w pozycjach C1 i C20, a takze heterodimeréw antybiotykow jonoforowych, w ktorych
czasteczke SAL potaczono za pomoca reakcji CHAAC z innymi przedstawicielami tej
grupy — monenzyng (MON) oraz kwasem lasalowym (LAS) (zwiazki 16—19 i zwiazki
23-24, Rys. 7). Ponadto, w celu zwigkszenia réznorodnosci otrzymanych struktur,
w badaniach uwzgledniono réwniez synteze kilku koniugatéw SAL ze zwigzkiem
triterpenowym — kwasem betulinowym (BET) (zwiazki 20-22, Rys. 7), ktory wykazuje
dziatanie wobec komoérek nowotworowych, roéwniez tych lekoopornych [72].
Kluczowymi substratami uzytymi do syntezy dimeréw jonoforéw bylty C20-epi-azydek
SAL oraz prekursory propargilowe wszystkich wymienionych wyzej zwiazkow,
otrzymane przez chemiczng modyfikacj¢ ich grupy karboksylowej (estry propargilowe
oraz N-amidy propargilowe SAL, MON, LAS i BET). Dodatkowo, przeprowadzono
reakcje O-acylowania grupy C3-hydroksylowej BET za pomocg chloromréwczanu
propargilu, za$ otrzymany w ten sposob weglan postuzyt w kolejnym kroku jako
substrat do syntezy biokoniugatu z SAL. Prekursory te zostaly otrzymane zgodnie
z procedurami opisanymi w literaturze lub z ich niewielkimi modyfikacjami [72].

Majac dostep do C20-epi-azydku SAL oraz serii prekursorow propargilowych,
przeprowadzono seri¢ reakcji "klik" zgodnie z raportem Meldala (przy uzyciu jodku
miedzi(I) w acetonitrylu oraz atmosferze gazu obojetnego) (Rys. 7). Reakcje przebiegly
w oczekiwany sposob z wydajnosciami 37-81% dajac seri¢ 9 nowych dimerdw,
w ktorych obie czasteczki potaczone zostaty za pomoca linkera triazolowego (zwigzki
16-24). Ponadto, jeden wybrany dimer (zwiazek 24) zostal skoniugowany z kwasem
benzhydroksamowym lub salicylohydroksamowym, co podyktowane zostato wczesniej
opublikowanymi doniesieniami o obiecujacej bioaktywnosci tego typu uktadow. Dzieki
temu seria zostata rozszerzona o dwie dodatkowe hybrydy (zwiazki 25-26, Rys. 7). Ich
synteza przebiegta z umiarkowang wydajnos$cia 31-32% [73-75].



X = NH zwiazek 16
O zwigzek 17

ester lub amid
propargilowy LAS,
Cul, DIPEA,

ACN, tp, 12h

X = NH zwigzek 18
0O zwigzek 19

ester lub amid

propargilowy MON,

Cul, DIPEA,
ACN, tp, 12h

ester lub amid propargilowy BET,
Cul, DIPEA, ACN, tp, 12h

C20-epi-azydek SAL

ester lub amid
propargilowy SAL,
Cul, DIPEA,

ACN, 1p, 12h

dla 24:

DCC, DMAP,

X=NH zwigzek 23
0 zwiazek 24

Rysunek 7.
Figure 7.

(i) HyS04 (pH = 1.0)
(i1) kwas hydroksamowy,

CH,Cly, tp, 24h

X =NH zwiazek 25
0 zwigzek 26

X=NH zwiazek 20
O zwigzek 21

weglan propargilowy BET,
Cul, DIPEA, ACN, tp, 12h

zwigzek 22

Synteza homo- i heterodimeréw antybiotykow jonoforowych oraz ich koniugatow z wybranymi kwasami hydroksamowymi [72]
Synthesis of homo- and heterodimers of ionophores and their conjugates with selected hydroxamic acids [72]
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Aktywno$¢ przeciwnowotworowa dimerow

W grupie pochodnych triazolowych otrzymanych w 2017 roku to wlasnie dimery
SAL wykazaly najwyzsza aktywno$¢ wobec linii komorkowej nowotworu piersi MCF-
7 [38, 70]. Analiza rentgenostrukturalna SAL i jej pochodnych wykazata, ze allilowa
grupa hydroksylowa w pozycji C20 nie uczestniczy w kompleksowaniu kationéw metali
[71]. Mozna wigc wysnu¢ wniosek, ze wprowadzenie linkera triazolowego w pozycje
C20 czasteczki SAL nie wptyneto negatywnie na zdolnos¢ tego typu hybryd do
kompleksowania kationéw metali, dzigki czemu wykazywaly one wysoka aktywnos$¢
wobec komoérek nowotworowych [38, 70].

Z kolei wszystkie hybrydy otrzymane w 2021 roku (zwiazki 16-26) zostaly
poddane testom in vitro w celu wyznaczenia ich aktywnosci przeciwproliferacyjnej na
szesciu liniach komoérek nowotworowych, w tym ludzkiej bifenotypowej biataczce
szpikowej (MV-4-11), trzech liniach nowotworu piersi (JIMT-1, MCF-7, SKBR-3),
ludzkim gruczolaku okr¢znicy (LoVo) oraz jego wariancie opornym na dzialanie
doksorubicyny (LoVo/DX). Badania selektywnosci przeprowadzono z wykorzystaniem
dwoch linii referencyjnych — prawidlowych komorek gruczotu sutkowego (MCF-10A)
oraz prawidtowych zarodkowych mysich fibroblastow (BALB/3T3) [72]. Analiza
warto$ci ICso pozwolita ustali¢, ze wigkszos¢ otrzymanych dimeréw wykazuje
aktywnos$¢ przeciwproliferacyjng w mikromolowym zakresie stezen. W niektorych
przypadkach otrzymane koniugaty okazaly si¢ bardziej aktywne niz zwiazki wyjsSciowe
i powszechnie stosowane cytostatyki. Na przyktad, bioragc pod uwage lini¢ JIMT-1,
warto$¢ ICso dla zwigzku 17 wyniosta 0,76 uM, co bylo korzystniejsze od wartosci ICso
= 5,55 uM, 2,67 uM i 8,23 uM uzyskanych odpowiednio dla LAS, SAL i cisplatyny
[72].

UWAGI KONCOWE

Rozw¢j strategii syntezy biologicznie aktywnych biokoniugatow jest niezwykle
atrakcyjnym kierunkiem badan w chemii medycznej. Jej zastosowanie do chemicznej
modyfikacji antybiotykéw jonoforowych, w tym salinomycyny (SAL), pozwala na
uzyskanie hybryd o specyficznych wlasciwosciach — zwickszonej aktywnosci
przeciwnowotworowej, zdolnosci do przetamywania opornosci wielolekowej lub
lepszych wihasciwosci jonoforetycznych. Opisane w artykule biokoniugaty otrzymano z
zadowalajgca wydajnosciag z wykorzystaniem 1,3-dipolarnej cykloaddycji Huisgena
katalizowanej jonami miedzi(I), czyli reakcji bedacej najpopularniejszym przyktadem
nagrodzonej w 2022 roku Nagroda Nobla chemii ,klik”. Warto wspomnie¢, ze
biokoniugacja niektorych hybryd oparta byta na wytworzeniu wigzania estrowego lub
amidowego, przy czym rodzaj uzytego linkera mocno wplywat na aktywno$é¢
biologiczna otrzymanych pochodnych.

Zebrany material badawczy jasno pokazuje, ze proces biokoniugacji zwiazkow
pochodzenia naturalnego za pomoca chemii ,,klik” moze by¢ skuteczna metoda otrzy-
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mywania nowych kandydatow na leki (Tabela 1); przyktadem sg omowione wyzej
dimery antybiotykéw jonoforowych. Mozna stwierdzi¢, iz hybrydy z linkerem estrowo-
triazolowym nalezy klasyfikowaé nie tylko jako najbardziej obiecujace biokoniugaty
SAL, ale tez jako jedne z najbardziej aktywnych pochodnych tego jonoforu opisanych
do tej pory w literaturze. Wyniki te s3 dobrym punktem wyjscia do dalszych badan
dotyczacych zastosowania chemii ,.klik” w syntezie wysoce funkcjonalnych hybryd
zwigzkéw pochodzenia naturalnego. Naszym zdaniem ten kierunek badawczy bedzie
odgrywaé coraz wicksza role w rozwoju chemii medycznej i projektowaniu nowych
lekéw. Racjonalny dobér substratow wyjsciowych i wybdr odpowiedniego linkera
umozliwi na przyktad ochrong¢ labilnych produktow przed degradacja enzymatyczna,
zwigkszenie rozpuszczalno$ci w wodzie, a tym samym biodostgpnosci lekéw oraz
poszerzenie okna terapeutycznego konkretnej substancji. Wyniki badan opisane
w niniejszym artykule zachecaja nas do kontynuowania badan w tym zakresie; chemia
,klik” nadal bedzie stosowana w naszej grupie badawczej w celu projektowania
nowych, wysoce bioaktywnych hybryd produktéw pochodzenia naturalnego.



Tabela 1. Podsumowanie metod syntezy biokoniugatow salinomycyny wraz z wydajnosciami reakcji ich otrzymywania oraz wykazem linii komoérkowych, na ktérych przeprowadzone
byly badania biologiczne [59, 6263, 69, 70, 72]
Table 1. Summary of the synthetic methods of salinomycin bioconjugates with the yields of the reactions and the list of cell lines used in the biological activity tests [59, 62—63, 69, 70,

72]
Partner do koniugacji Zwiazek Metoda syntezy Wydajno$¢ reakeji Linie komérkowe
LoVo, LoVo/DX, HepG2,
Alkaloidy kory chinowca 14, Rys. 3 Reakcja Sharplessa 50-78% P
BALB/3T3
517, Rys. 4 Reakcja estryfikacji 55-73% HL-60, HL-60/vinc, LoVo,
Nukleozydy LoVo/DX, HT-29, LS-180, SW707,
618, Rys. 4 Reakcja Sharplessa 61-67% MV-4-11, BALB/3T3
9, Rys. 5 Reakcja Meldala 38%
Kation trifenylofosfoniowy - - » Badan nie przeprowadzono
10i11, Rys. 5 Reakcja estryfikacji 31-64%
LoVo, LoVo/DX, JIMT-1, MCF-7,
12-15, Rys. 6 Reakcja Sharplessa 65-76%
SKBR-3, MCF-10A
Antybiotyki jonoforowe : :
16-19, 23 1 24, Rys. 7 Reakcja Meldala 52-70% MV-4-11, JIMT-1, MCF-7, SKBR-
25126, Rys. 7 Reakcja estryfikacji 31-32% 3, LoVo, LoVo/DX, MCF-10A,
Triterpenoidy 20-22, Rys. 7 Reakcja Meldala 37-81% BALB/3T3

Linie komorkowe: LoVo (ludzki gruczolak okr¢znicy), LoVo/DX (ludzki gruczolak okreznicy oporny na doksorubicyng), HepG2 (ludzki nowotwor watroby), HL-60 (ludzka biataczka

promielocytowa), HL-60/vinc (ludzka biataczka promielocytowa oporna na winkrystyng), HT-29, LS-180, SW707 (ludzki nowotwor jelita grubego o réznej charakterystyce), MV-4-11

(ludzka bifenotypowa biataczka szpikowa), JIMT-1, MCF-7, SKBR-3 (ludzki nowotwor piersi o roznej charakterystyce), MCF-10A (ludzkie prawidlowe komorki gruczotu stukowego),
BALB/3T3 (prawidlowe zarodkowe mysie fibroblasty).
Cell lines: LoVo (human colon adenocarcinoma), LoVo/DX (doxorubicin-resistant human colon adenocarcinoma), HepG2 (human liver cancer), HL-60 (human promyelocytic leukemia),

HL-60/vinc (vincristine-resistant human promyelocytic leukemia), HT-29, LS-180, SW707 (human colorectal adenocarcinoma with different characteristics), MV-4-11 (human biphenotypic
myelomonocytic leukemia), JIMT-1, MCF-7, SKBR-3 (human breast cancer with different characteristics), MCF-10A (human normal breast epithelial cell line), BALB/3T3 (normal murine

embrynic fibroblasts).
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Chemicznego za przyznanie mi nagrody za prac¢ magisterska.

Badania nad zastosowaniem chemii ,,klik” w syntezie koniugatow salinomycyny

finansowane byly w ramach projektéw Narodowego Centrum Nauki — Sonata 12 (nr
2016/23/D/ST5/00242) oraz Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego — Iuventus
Plus (nr IP2012013272).

Badania nad koniugatami celujacymi w mitochondria jako nowymi $rodkami

przeciwnowotworowymi finansowano ze s$rodkéw Narodowego Centrum Nauki w
ramach projektu OPUS 21 (nr 2021/41/B/ST4/00088).
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