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Opis wynalazku

Celowane proleki to nowoczesne podejscie majace na celu zmniejszenie niepozadanych skutkow
chemioterapii nhowotworowej, spowodowanych nieselektywnym dziataniem lekéw na tkanki ludzkie.
W szeroko zakrojonych badaniach analogéw lekéw przeciwnowotworowych sprawdzone i powszechnie
stosowane w terapii substancje aktywne wiaze sie poprzez linker z substancja, ligandem wykazujgcym
powinowactwo do receptoréow btonowych, nadekspresjonowanych w komoérkach nowotworowych. Jako
substancje aktywna wytypowano metotreksat.

Metotreksat (MTX) jest dobrze znanym i szeroko scharakteryzowanym s$rodkiem przeciwnowo-
tworowym, chemicznie odpowiednim do koniugacji z peptydami. Zwigzek ten jest silnym inhibitorem
enzymu reduktazy dihydrofolianowej, ktory odpowiada za recykling 7,8-dihydrofolianu do jego zreduko-
wanej, fizjologicznie aktywnej postaci 6-(R)-tetrahydrofolianu. Chociaz MTX nie wptywa na wszystkie
typy nowotwordw, ten srodek cytotoksyczny jest z powodzeniem stosowany w chemioterapii od ponad
4 dekad. Poszukujac silniejszych analogéw MTX, wykazano, ze w tahcuchu bocznym jego ugrupowania
kwasu glutaminowego mozna dokona¢ pewnych zmian bez utraty aktywnosci. Odnotowano rowniez
utrzymanie aktywnosci w pozycji t-karboksylowej jego reszty kwasu glutaminowego. To sprawia, ze
MTX nadaje sie do sprzegania nawet z duzymi ,nosnikami”, takimi jak weglowodany. Te koniugaty moga
zachowaé aktywnosé antyfolianow podobng do MTX, a nastepnie by¢ skierowane do komoérek nowo-
tworowych, ktére maja specyficzne receptory dla czesci cukrowej koniugatu.

Metotreksat (MTX) jest antymetabolitem kwasu foliowego, ktéry wigze sie z receptorem kwasu
foliowego na powierzchni komdérek nowotworowych i odgrywa wazna role w celowaniu. Jest powszech-
nie stosowany w leczeniu réznych nowotwordw ztosliwych. Jest réwniez powszechnie stosowanym le-
kiem przeciwreumatycznym. MTX ma réwniez wiele wad w zastosowaniu medycznym, ktére moga
zwiekszaé toksyczno$¢ czynnosci watroby i nerek, a poniewaz wedtug mechanizmu dziatania leku
dziata on raczej na cytoplazme komdrek nowotworowych niz na jadro, hamuje on DNA komérek nowo-
tworowych poprzez hamowanie reduktazy dihydrofolianowe;.

MTX jest obecnie formutowany jako roztwory do iniekcji i tabletki do podawania doustnego. Cho-
ciaz jest to zdecydowanie jeden z najskuteczniejszych lekow w leczeniu réznych guzdw i reumatoidal-
nego zapalenia stawdéw, pewne ograniczenia zmniejszajg stosowanie MTX. Wiasciwosci farmakokine-
tyczne MTX sa niezadowalajace i moga skutkowaé niewystarczajaca odpowiedzig kliniczna. Biodostep-
nos¢ MTX w matych dawkach jest prawie catkowita, ale w duzych dawkach wynosi 10-20%. Duze ilosci
podanego MTX sa wydalane przez nerki w krotkim czasie, co skutkuje krotkim okresem poéitrwania
W 0soczu wynoszacym 5—-8 godzin i niskim stezeniem leku w tkankach docelowych, np. w guzach, sta-
wach objetych stanem zapalnym itp. Ogdinie gtdwnym powodem odstawienia MTX nie jest brak sku-
tecznosci, ale jego toksycznos¢. Czesciej wystepuja objawy toksycznosci zotadkowo-jelitowej, takie jak
zapalenie jamy ustnej, nudnosci i dolegliwosci brzuszne. Chociaz doktadne mechanizmy toksycznosci
nadal nie sg jasne, niektore skutki uboczne byly bezposrednio zwigzane z zaangazowaniem MTX
w szlaki metaboliczne. 7-OH-MTX, gtéwny metabolit MTX, jest stabiej rozpuszczalny w wodzie i po po-
daniu duzych dawek leku moze przyczynia¢ sie do toksycznego dziatania na nerki. Te skutki uboczne
ograniczajg maksymalng dawke, jaka mozna podac¢. W zwiazku z rosnaca czestoscia wystepowania
nowotwordw nieustannie poszukuje sie skutecznych terapii, w tym modyfikacji lekow klasycznych, ktére
pozwolityby zmniejszy¢ ich dziatania uboczne, jednoczesnie zwiekszajgc skutecznosc¢ terapeutyczna.

Aby poprawi¢ skutecznos$é leku, konieczne jest opracowanie ukierunkowanych terapii, ktore
umozliwia zwiekszony wychwyt substancji aktywnej przez komérki rakowe w poréwnaniu z normalnymi
komorkami [Srinivasarao M, Low PS. Ligand-Targeted Drug Delivery. Chemical Reviews. 2017;
117(19):12133-64]. W ostatnich latach przeprowadzono wiele badan w celu przezwyciezenia tych ogra-
niczen przy uzyciu nowych systemow dostarczania lekdw. Systemy te oferujg wiele korzysci, takich jak
ulepszone bezpieczenstwo i skutecznos¢ lekéw, poprawienie biodostepnosci, przedtuzenie dziatania
leku w tkance docelowej oraz poprawa stabilnosci srodkow terapeutycznych przed degradacja che-
miczna i enzymatyczna.

Wiasciwosci metaboliczne komodrek ztosliwych réznig sie znacznie od wiasciwosci komorek pra-
widtowych, co zapewnia potencjat ukierunkowanego metabolizmu komérkowego w celu poprawy selek-
tywnosci lekéw przeciwnowotworowych. Jedna ze strategii ukierunkowanych na réznice metaboliczne
komorek nowotworowych, to sprzeganie glukozy z lekiem. Wykorzystuje sie zwiekszone zapotrzebowa-
nie glukozy przez guzy lite w poréwnaniu ze spozyciem przez zdrowa tkanke, po raz pierwszy zaobser-
wowane przez Otto Warburga w pierwszej potowie XX wieku. Aby utatwi¢ zaspokojenie zwiekszonego
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zapotrzebowania na glukoze, w wielu komoérkach nowotworowych obserwuje sie podwyzszony poziom
transporteréow glukozy (GLUT). Ztosliwe komorki wykazujg do 12 razy wyzszg aktywnosé GLUT niz nor-
malne komorki. Koniugaty te sa zaprojektowane tak, aby byty rozpoznawane przez specyficzne recep-
tory GLUT i wchtaniane przez komorki rakowe z wieksza szybkoscia niz przez zdrowe komoérki [Calva-
resi EC, Hergenrother PJ. Glucose conjugation for the specific targeting and treatment of cancer. Chem
Sci. 2013; 4:2319-33].

Glikokoniugaty MTX zostaty opracowane w celu poprawy swoistosci leku, przezwyciezenia leko-
opornosci i przedituzenia jego zatrzymywania sie w krwiobiegu. Selektywne celowanie wymaga nie tylko
szlaku wychwytu zaleznego od no$nika, ale takze blokowania innych szlakoéw, takich jak bierna dyfuzja.

W przypadku metotreksatu strategia syntezy proleku koncentrowata sie na opracowaniu metod
dostarczania srodka terapeutycznego przy uzyciu koniugatu polimer-lek. Tak preparowane leki wielko-
czgsteczkowe maja te zalete, ze zwiekszajg site dziatania, jednoczesnie zmniejszajac opornos¢ na te-
rapie i toksyczne dziatanie obecnych lekdw przeciwnowotworowych [L. Abdulrahman, O. Bakare,
M. Abdulrahman, The Chemical Approach of Methotrexate Targeting Frontiers in Biomedical Sciences
Vol. 1, nr 2, 2016, str. 50-73].

W zgtoszeniu P. 426731 przedstawiono glikokoniugatowa pochodng metotreksatu i glukozy,
w ktorej D-glukoza poprzez linker potaczona jest z grupami aminowymi leku. Jednak, proponowana tam
pochodna oraz sposob jej otrzymywania nie sa pozbawione mankamentéw. Wydajnosé oczekiwanego
produktu nie przekraczata kilkunastu procent. Uzyskanie preparatu o wysokiej czystosci wymaga pro-
wadzenia kilkakrotnego oczyszczania metoda chromatografii. Otrzymany zwiazek jest bardzo wrazliwy
na dziatanie promieniowania oraz temperature, co znaczaco wptywa na jego stabilnos¢.

Przedmiotem wynalazku jest zwiazek o wzorze 1 do zastosowania w chemioterapii.
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Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zwiazek o wzorze 1 do stosowania w leczeniu i zapobie-
ganiu nowotworom.
Korzystnie, zwigzek do stosowania wedtug wynalazku, otrzymany jest do stosowania w leczeniu
i zapobieganiu nowotworom wybranym sposrdd: raka skory, raka jelita grubego, raka piersi, raka zo-
tadka, miesaka i raka ptuc.
Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania zwiazku o wzorze 1, charakteryzu-
jacy sie tym, ze obejmuje nastepujace etapy:
a) prowadzi sie reakcje metotreksatu z N-propargiloaming, korzystnie w obecnosci N,N-diizo-
propylokarbodiimidu (DIC) i 1-hydoksybenzotriazolu (HOBT), a nastepnie z mieszaniny reak-
cyjnej izoluje sie diamid, zwigzek o wzorze 2:

N _N._NH;
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b) prowadzi sie reakcje propargiloamidowej pochodnej metotreksatu o wzorze 2 z azydkiem cu-
krowym o wzorze 3:

wzor 3

korzystnie w obecnosci askorbinianu sodu i siarczanu miedzi, a nastepnie z mieszaniny reakcyj-
nej izoluje sie zwiazek o wzorze 4:

OAc
CH,
OAc
Ao AN -
wzor 4

c) prowadzi sie reakcje odbezpieczania glikokoniugatu o wzorze 4 w roztworze metanolanu
sodu w metanolu i izoluje zwigzek o wzorze 1.

W sposobie wedtug wynalazku korzystnie w etapie a) reakcje prowadzi sie w mieszaninie zawie-
rajacej metotreksat (MTX), N,N-diizopropylokarbodiimid (DIC), 1-hydoksybenzotriazol (HOBT) i N-pro-
pargiloamine, w stosunku molowym MTX/DIC/HOBT/propargiloamina wynoszacym 1/1,1/0,5/2,2.

W sposobie wedtug wynalazku korzystnie w etapie a) metotreksat rozpuszcza sie w mieszaninie
DMF i DCM.

W sposobie wedtug wynalazku w etapie a) zwigzek o wzorze 2 izoluje sie technika chromatografii
kolumnowej, korzystnie na zelu krzemionkowym stosujac jako eluent uktad CHCI3:CH3OH w stosunku
objetosciowym od 50:1 do 10:1.

W sposobie wedtug wynalazku etapie b) zwigazek o wzorze 4 izoluje sie technika chromatografii
kolumnowej, korzystnie na zelu krzemionkowym stosujac jako eluent uktad CHCI3:CH3OH w stosunku
objetosciowym od 20:1 do 5:1.

W sposobie wedtug wynalazku w etapie b) zwigzek o wzorze 2 rozpuszcza sie w mieszaninie
alkohol izopropylowy/THF o stosunku objetosciowym 1/1.

W sposobie wedtug wynalazku w etapie c) glikokoniugat o wzorze 4 rozpuszcza sie w alkoholu
metylowym.

W sposobie wedtug wynalazku w etapie c) prowadzi sie neutralizacje mieszaniny reakcyjnej sto-
sujac kationit w formie wodorowe;.

W sposobie wedtug wynalazku w etapie c) reakcje prowadzi sie chronigc naczynia reakcyjne
przed swiattem.

Innym przedmiotem wynalazku jest zwiazek o wzorze 2.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest zwigzek o wzorze 4.

Zgodnie z wynalazkiem prolek zawiera D-glukoze potaczong poprzez difunkcyjny linker z meto-
treksatem. Potaczenie difunkcyjnego linkera z cukrem i metotreksatem zaplanowano tak, aby po wpro-
wadzeniu proleku do komdérki nowotworowe] nastepowato uwolnienie MTX w reakcjach hydrolizy wia-
zania glikozydowego i amidowego katalizowanej przez enzymy hydrolityczne glikozylohydrolazy i pep-
tydazy. Substrat cukrowy to 3-azydopropylo tetra-O-acetylo-p-D-glukozyd. Przejsciowy substrat, po-
chodna metotreksatu to diamid, produkt reakcji N-propargiloaminy z grupami karboksylowymi metotrek-
satu. Przy planowaniu syntezy glikokoniugatu przyjeto szereg zatozeh decydujacych o efektywnosci
metody. | tak z uwagi na obserwowang izomeryzacje reszty kwasu glutaminowego w reakcjach funkcjo-
nalizacji grup karboksylowych ten etap utworzenia wigzania amidowego zaplanowano w reakcji kon-
densacji katalizowanej przez karbodiimid w obecnoéci 1-hydroksybenztriazolu. ¥ aczenie substratéw za-



PL 243572 B1 5

planowano w reakcji 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydku do terminalnego wigzania potréjnego z utwo-
rzeniem triazyny. Korncowym etapem syntezy jest odacylowanie jednostki cukrowej. Konwencjonalna
metoda to reakcja alkoholizy katalizowana przez metanolan sodowy w warunkach opisanych przez
Zemplena. W dobranych warunkach deprotekcja cukru nie prowadzita do lizy wigzania amidowego. Pro-
dukt wydzielono technika chromatografii kolumnowe;.

Przedmiot wynalazku przedstawiono w przyktadzie wykonania i na zataczonych figurach rysunku,

gdzie:
na figurze 1 przedstawiono wptyw Glu-MTX i metotreksatu na przezywalnos¢ komoérek SCC-25
(rak skory),
na figurze 2 przedstawiono wptyw Glu-MTX i metotreksatu na przezywalno$¢ komoérek A427 (rak
ptuca),
na figurze 3 przedstawiono wptyw Glu-MTX i metotreksatu na przezywalnos¢ komorek MCF-7
(rak piersi),
na figurze 4 przedstawiono wptyw Glu-MTX i metotreksatu na przezywalnos¢ komorek MG-63
(miesak kosciopochodny),
na figurze 5 przedstawiono wptyw Glu-MTX i metotreksatu na przezywalno$¢ komorek DLD-1
(rak jelita grubego),
na figurze 6 przedstawiono wptyw Glu-MTX i metotreksatu na przezywalnos$¢ zdrowych komérek
ludzkich WI38 (fibroblasty),
na figurze 7 przedstawiono wyniki analizy MS dla komorek nowotworowych raka piersi MCF-7,
na figurze 8 przedstawiono wyniki analizy MS dla komorek nowotworowych raka ptuc A427.
Szczegodtowo synteze proleku przedstawiono na ponizszym schemacie.
Przyktad 1
Synteza chemiczna
N N NH2 N N NH»
HOOC EH\:/[: j:r\lnr DIC, HOBT o EH\;/[: ‘L/\(\!L’
H N * (. N N
j\/"m/@, NH; i DMF, DCM /\H)HIHW/@/ .
oot  © ]

=

Sposob otrzymywania proleku metotreksatu sktada sie z nastepujacych etapow:

1) synteza amidu- rozpuszczenie MTX w bezwodnym DMF, ogrzewanie w temperaturze od 20°C
do 30°C, do rozpuszczenia MTX, dodanie chlorku metylenu do otrzymania nasyconego roztworu MTX,
a nastepnie schtodzenie do temperatury 0°C, dodanie N,N-diizopropylokarbodiimidu (DIC), 1-hydroksy-
benzotriazolu (HOBT) i propargiloaminy, Stosunek molowy MTX/DIC/HOBT/ amina wynosi
1/1.2/0,5/2,2. Reakcje amidowania prowadzono w temperaturze pokojowej mieszajac zawartos¢ naczy-
nia przez 10 dni. Nastepnie po zatezeniu mieszaniny reakcyjnej wydzielono produkt metodg chromato-
grafii kolumnowej na zelu krzemionkowym.

2) synteza glikokoniugatu w 1,3-dipolarnej cykloaddycji: — wydzielony, chromatograficznie czysty
diamid rozpuszczono w mieszaninie alkohol izopropylowy/ THF (1/1; v/v). Do uzyskanego roztworu do-
dano 3-azydopropylo tetra-O-acetylo-B-D-glukopiranozyd i mieszano do uzyskania zéttego roztworu.
Nastepnie dodano wodny roztwdr askorbinianu sodowego i wodny roztwér siarczanu miedzi Il. Reakcje
prowadzono w temp pokojowej przez 24 godziny. Po zakonczeniu reakcji (petne przereagowanie dia-
midu) odsaczono osad, przesacz zatezono, produkt wydzielono metodg chromatografii kolumnowej na
zelu krzemionkowym.

3) metanoliza- odacylowanie uzyskany glikokoniugat rozpuszczono w alkoholu metylowym (5 ml)
dodano roztwér metanolanu sodowego w metanolu (1 ml), mieszano w temperaturze pokojowej przez
30 minut, dodano kationit w formie wodorowej do neutralizacji roztworu, odsaczono kationit, przemyto
metanolem, przesacze zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem uzyskujac koniugat, prolek metotrek-
satu, chromatograficznie czysty w postaci zottego osadu.

Opisane reakcje prowadzono chronigc naczynia reakcyjne przed swiatlem.
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Etap I: Synteza N-propargiloamidu, pochodnej metotreksatu

NHz

HOOC CHa L DIC HOBRT C“\’/Q I(Y
L ~“/©/ NHz ///\ e DMF. DCM //\ J\‘I 7‘/@/

HOOC

/

Metotreksat (500 mg, 1.10 mmol) rozpuszczono w bezwodnym DMF (10 mL) i bezwodnym DCM
(2 mL). Kolbe zabezpieczono przed $wiattem i umieszczono w tazni wodno-lodowej. Do mieszaniny
reakcyjnej w temperaturze 0°C wkroplono DIC (210 pL, 1.34 mmol), dodano HOBT (77 mg, 0.57 mmol),
a nastepnie propargiloamine (155 pL, 2.42 mmol). Reakcje prowadzono w temperaturze pokojowe;j
przez 10 dni. Po przerwaniu reakcji zawartos¢ kolby zatezono pod zmniejszonym ci$nieniem. Surowy
produkt oczyszczano za pomocg chromatografii kolumnowej na zelu krzemionkowym (elucja gradien-
tem ukfadu CHCI3:CH3:0H, 50:1 do 10:1), otrzymujac zotty osad (407 mg, 70%; t.t.: 105°C, a33 = 16
(c=1.0, DMSOQ)).

"H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 1.80-2.05 (m, 2H, 2xCHw1x), 2.07-2.24 (m, 2H, CH2zurx), 3.06
(m, 1H, CH), 3.16 (m, 1 H, CH), 3.22 (s, 3H, CHawx), 3.80-3.85 (m, 4H, 2xCH3), 4.33 (m, 1H, CHwrx),
4.80 (s, 2H, CHamrx), 6.78-6.85 (m, 4H, 2xH-PHwmr1x, NHamtx), 7.63 (bs, 1H, NHwrx), 7.72-7.77 (m, 2H,
2xH-PHwx), 7.85 (bs, 1H, NHwrx), 8.09 (m, 1H, NHwmrx), 8.23-8.31 (m, 2H, 2xNH), 8.58 (s, 1H, H-7wvrx).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 6 27.36, 27.76, 27.94, 31.77, 38.87, 52.90, 54.82, 72.81,72.83,
81.13, 81.17,110.92, 110.99, 121.17, 121.46, 128.90, 128.97, 146.61, 149.06, 150.82, 152.54, 160.82,
162.64, 166.07, 171.38, 171.58.

HRMS (ESI-TOF): obliczono dla C2sH2s8N1003 ([M+H]*): m/z 529.2424, oznaczono: m/z 529.2421.

Etap Il: Synteza glikokoniugatu, pochodnej metotreksatu

N N NH2

Y

N NHg

cu e c»:;‘:‘:’; 0 N
/u*i {Cr o A W’ ““Yeﬁy\/\/JTIYCV

N=N
528,5657 417,3679 “”Xk’/&’ SN \))

1363,3016

Otrzymana w poprzednim etapie propargiloamidowg pochodna metotreksatu (407 mg, 0.77
mmol) oraz azydek cukrowy (643 mg, 1.54 mmol) rozpuszczono w mieszaninie rozpuszczalnikow
i- PrOH (6 ml) oraz THF (6 ml). W dwoch fiolkach przygotowano uktady katalityczne: askorbinian sodu
(123 mg, 0.62 mmol) rozpuszczony w H20 (3 ml) i CuSOs-5H20 (77 mg, 0.31 mmol) rozpuszczony
w H20 (3 ml), zmieszano je ze sobg i wprowadzono do mieszaniny reakcyjnej. Reakcje prowadzono
w temperaturze pokojowej przez 24 h. Po zakonhczeniu reakcji zawartos¢ kolby zatezono pod zmniej-
szonym cisnieniem. Surowy produkt oczyszczano za pomocag chromatografii kolumnowej na zelu krze-
mionkowym (elucja gradientem uktadu CHCI3:CH3:OH, 20:1 do 5:1), otrzymujac zotty osad (724 mg,
69%,; t.t.. 114°C, a3® -6 (c = 1.0, DMSO).

"H NMR (400 MHz, DMSO-d6): § 1.87-1.91 (m, 2H, 2xCHwrx), 1.92, 1.98, 2.01, 2.02 (4s, 24H,
8xCH3CO), 2.11-2.24 (m, 2H, CHawrx), 3.21 (s, 3H, CHawrx), 3.84-3.93 (m, 2H, CHzNH), 3.97 (ddd, 2H,
J=24Hz,J=49Hz, J=9.8Hz, 2xH-5qu), 4.03 (dd, 2H, J = 2.4 Hz, J = 12.3 Hz, 2xH-6agu), 4.05-4.12
(m, 2H, CH2NH), 4.17 (dd, 2H, J = 4.9 Hz, J = 12.3 Hz, 2xH-6bgu), 4.22-4.32 (m, 4H, 2xCH20), 4.36 (m
1H, CHwx), 4.42-4.54 (m, 4H, 2xCH2N), 4.72 (dd~t, 2H, J = 8.2 Hz, J = 9.4 Hz 2xH-24u), 4.79 (s, 2H,
CHawurx), 4.82 (d, 2H, J = 8.2 Hz, 2xH-1gu), 4.89 (dd~t, 2H, J = 9.4 Hz, J = 9.4 Hz, 2xH-3qu), 5.22 (dd~t,
2H, J = 9.4 Hz, J = 9.8 Hz, 2xH-44u), 6.65 (bs, 2H, NHamrx), 6.81 (m, 2H, 2xH-PHwrx), 7.74 (m, 2H,
NHawmtx), 7.78 (m, 2H, 2xH-PHwrx), 8.08 (m, 1H, NHwmrx), 8.26-8.38 (m, 2H, 2xNH), 8.56 (s, 2H, 2xH-
5triaz), 8.59 (S, 1H, H-7MTX).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6): 5 20.19, 20.22, 20.34, 20.47, 27.55, 31.91, 34.15, 38.89, 49.11,
53.08, 54.83, 61.62, 67.38, 68.08, 70.52, 70.64, 71.91, 99.13, 110.99, 121.21, 121.41, 122.98, 128.96,
144.67, 146.16, 149.10, 150.86, 154.71, 162.55, 162.66, 166.09, 168.95, 169.23, 169.48, 170.02,
171.62, 171.76.

HRMS (ESI-TOF): obliczono dla C%H’#N'"0?* ([M+H]*): m/z 1363.5191, oznaczono: m/z
1363.5137.
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Etap lll: Metanoliza, usuwanie grup acetylowych

OAc N N NH
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OAc N Z

Odwazong porcje otrzymanego glikokoniugatu (300 mg, 0.22 mmol) rozpuszczono w metanolu
(20 ml), a nastepnie dodano 1M roztwér metanolanu sodu w metanolu (600 pl, 0.6 mmol). Reakcje
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 3 h. Po zakonczeniu reakcji zawarto$¢ kolby zneutralizo-
wano za pomoca zywicy jonowymiennej Amberlyst-15, ktérg nastepnie odsaczono, a przesacz zatezono
pod zmniejszonym cisnieniem, otrzymujac odbezpieczony glikokoniugat w postaci zéttego osadu (183
mg, 81%; t.t.: 107-108°C, a3 =42 (c = 1.0, DMSO).

'H NMR (400 MHz, DMSO-d6): & 1.85-2.10 (m, 2H, 2xCHwx), 2.13-2.28 (m, 2H, CHaurx), 3.21
(s, 3H, CHawx), 2.93-3.01 (m, 2H, 2xH-2cw), 3.03-3.08 (M, 2H, 2xH-4cw), 3.09-3.16 (m, 4H, 2xH-3au,
2xH-5a1), 3.39-3.49 (m, 2H, 2xH-6acw), 3.63-3.70 (m, 2H, 2xH-6bc), 3.83-3.93 (m, 4H, CH2NH), 4.01-
4.10 (m, 4H, 2xCH>), 4.19-4.24 (m, 2H, CH), 4.25-4.32 (m, 4H, 2xH-16w, 2xCH2), 4.38 (m, 1H, CHwTx),
4.47-4.56 (m, 4H, 4xOH), 4.78 (s, 2H, CHaurx), 6.60 (bs, 2H, NHzm1x), 6.81 (m, 2H, 2xH-PHwmrx), 7.66
(bs, 2H, NHamtx), 7.74 (m, 2H, 2xH-PHwtx), 8.15 (m, 1H, NHwmTx), 8.32-8.44 (m, 2H, 2xNH), 8.47 (s, 2H,
2xH-5triaz), 8.56 (s, 1H, H-7mr1x).

3C NMR (100 MHz, DMSO-d6): & 30.24, 31.99, 34.21, 34.31, 38.62, 48.31, 49.31, 51.01, 54.55,
60.77, 66.99, 69.71, 73.00, 76.35, 76.73, 102.66, 110.74, 111.70, 120.34, 121.54, 123.25, 128.76,
144.35, 145.70, 148.86, 150.88, 154.88, 162.39, 162.55, 165.58, 171.57, 172.61.

HRMS (ESI-TOF): obliczono dla CazHssN160O1s ([M+H]*): m/z 1027.4346, oznaczono: m/z
1027.5416.

Przykiad 2

Analiza aktywnosci biologicznej in vitro zwigzku GLU-MTX w poréwnaniu z wolnym MTX
na liniach komérkowych nowotworéw litych

Analiza cytotoksycznosci zwigzku wedtug wynalazku (test MTT)

Komorki w ilosci 5-10 x 10% komdrek na studzienke wysiano na ptytke 96-studzienkowa. Po 24
godzinach zlano pozywke hodowlang i podano po 100 pl $wiezej pozywki do studzienek kontrolnych
oraz pozywke z rozpuszczonymi w DMSO badanymi zwigzkami do studzienek badanych. Plytki owinieto
w folie i umieszczono w inkubatorze. Po 72 godzinach inkubacji zlano pozywke i dodano 100 pl roztworu
z6itego rozpuszczalnego bromku 3-(4,5-dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowego (MTT)
w stezeniu 0,5-1 mg/ml. Po 4 godzinach inkubacji, roztwér MTT zlano i podano 50 pl/studzienke DMSO.
Po 3 godzinach gestos¢ optyczna rozpuszczonego formazanu analizowano kolorymetrycznie w czytniku
ptytek BioTek. Stezenie DMSO w badanych prébach nie przekroczyto 0,2%.

Poniewaz zywe komaérki powoduja redukcje MTT do formazanu, gestos¢ optyczna (GO) jest naj-
wyzsza w studzienkach kontrolnych (K), ktore stanowity 100% przezywalnosci komorek. Przezywalnos¢
w studzienkach inkubowanych ze zwiazkiem (Z) wyliczano na podstawie wzoru:

X=100% x GO Z/ GO K

Podane wyniki stanowig wartos¢ $rednig z 3 powtdrzen analizy cytotoksycznosci.

Badania oceny przezywalnosci za pomoca testu MTT na liniach komdrkowych licznych nowotwo-
row, w tym: raka piersi, jelita grubego, ptuc, skéry oraz miesaka kosci wykazaty, ze zwigzek Glu-MTX
dziata cytotoksycznie in vitro. Na Figurach 1-6 oraz w Tabeli 1 pokazano poréwnawcze wyniki badania
oceny przezywalnosci (IC50) dla réznych linii komoérek nowotworowych oraz zdrowych fibroblastow, na
ktore oddziatywano samym metotreksatem lub pochodna wedtug wynalazku glukoza-metotreksat (zwia-
zek o wzorze 1). Dziatanie cytotoksyczne koniugatu metotreksatu z glukozg jest zblizone do dziatania
niezmodyfikowanego metotreksatu. W badaniu zastosowano: GLU-MTX 10 pM, Metotreksat 10 pM;
inkubacja 72 godzin; analiza MTT.
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Tabela 1
Wartosci IC50 (uM) poszczegolnych linii komarkowych

. MCF-7 DLD-1 SCC25 A427 MG-63 Sw480 WI38

Zwigzek
(piers) (jelito (skéra) (ptuco) (miesak (jclito {zdrowc
grube) kosci) grube) fibroblasty)
GLU- 16,2410,2 | 9,81+0,32 | 71,42+2,1 | 7,35£0,0 | 79,15£0,44 | 6,8£0,36 | 52,15+1,22
MTX 2 2 6
MTX 9,61+0,12 | 6,85+0,21 | 80,64+1,8 | 6,02+0,3 | 60,97+0,76 | 4,82+0,3 | 16,88+1,94
7 2 1
Analiza MS

Komdrki w ilosci 2,5 x 10° komérek/studzienke wysiano na ptytke 6-studzienkowa w 1 ml/stu-
dzienke. Kiedy komorki osiagnety 80% konfluencji, zlano pozywke hodowlang i podano odpowiednio po
1 ml na studzienke swiezej pozywki do studzienek kontrolnych lub 1ml na studzienke badana pozywki
z metotreksatem w stezeniu 10 uM lub pochodna metotreksatu w stezeniu 10 pM. Ptytke owinieto folia
i inkubowano 2 godziny w inkubatorze. Po tym czasie zlano pozywke, kazda studzienke ptukano 2x1 ml
PBS o temperaturze pokojowej. Nastepnie, ptytke utozono na lodzie i do kazdej studzienki podano
500 pl mieszaniny 3:1 metanolu i ultraczystej wody o temperaturze -20°C. W kazdej studzience kilku-
krotnie pipetowano mieszanine i pobrano jga do probdwki. Nastepnie procedure powtdrzono i przygoto-
wane probki (kazda o objetosci 1 ml) wlozono do zamrazarki niskotemperaturowej -80°C. Nastepnego
dnia probki zageszczano w koncentratorze prézniowym do catkowitego wysuszenia prébki. Przed ana-
lizg do prébki dodano rozpuszczalnika do analizy MS (Xevo G2 Q-TOF MS). Na figurze 7 mozna zau-
wazy¢, ze pole powierzchni dla MTX w komoérkach nowotworowych MCF7 rosnacych z MTX wynosi
okoto 308 jednostek, a w przypadku zastosowania zwigzku wedtug wynalazku (okreslonego na fig. 7
jako 77_1) — 525, czyli jest okoto 1,7 razy mniejsze niz w przypadku koniugatu. Na figurze 8 analogicz-
nie dla komérek A427, pole powierzchni dla MTX jest 1,7 razy mniejsze w poréwnaniu do pola po-
wierzchni koniugatu. Komorki nowotworowe, ze wzgledu na nadekspresje transportera GLUT-1, efek-
tywniej akumulujg wewnatrzkomorkowe koniugat metotreksatu z glukoza (GLU-MTX) po 2 godzinach,
w poréwnaniu do wolnego metotreksatu.

Przykiad 3

Ocena in vivo profilu farmakokinetycznego koniugatu wediug wynalazku

Zbadano profil farmakokinetyczny bedacej przedmiotem wynalazku pochodnej glukozowej meto-
treksatu (GMTX; wzor chemiczny: Ca2HssN16015), w stosunku do profilu klasycznej formy tego leku
(MTX), po jednokrotnym podaniu dozylnym do zyty ogonowej. Podawane zwierzetom roztwory przygo-
towywano w dniu podania.

GMTX miat posta¢ proszku o barwie pomaranczowej, nie posiadat zapachu. Zwigzek przechowy-
wano w temperaturze 4-8°C w zamknietym oryginalnym opakowaniu.

GMTX podawano myszom dozylnie do zyty ogonowej, w dawce jednorazowej, w postaci roztwo-
row (o stezeniach zapewniajacych podanie zwierzetom wiasciwych dawek) przygotowanych w 5%
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DMSO i soli fizjologicznej w stosunku 1:20, w objetosci nieprzekraczajacej 0,2 cm®mysz. Nosnik mate-
riatu badanego stanowit roztwoér chlorku sodu do wstrzykiwac z dodatkiem DMSO (stosunek DMSQ i soli
fizjologicznej wynosit 1:20 — 5% DMSO).

Metotreksat (wzor chemiczny: C20H22NsOs; Nr CAS: 59-05-2) uzyty w badaniu pochodzit z firmy
EBEWE Pharma Ges.m.b.H.Nfg. (Methotrexat-Ebewe, 100 mg/cm?®), byt w postaci koncentratu do spo-
rzadzania roztworu do infuzji.

Badanie przeprowadzono na 40 dojrzatych ptciowo — nie mtodszych niz 8 tygodni, ale nie star-
szych niz 12 tygodni, samcach myszy domowej (Mus musculus; szczep wsobny BALB/ccmdb) o masie
ciata 18,05-20,80 g (rozniacej sie nie wiecej niz + 20%). Zwierzeta doswiadczalne pochodzity z hodowli
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku, z Centrum Medycyny Doswiadczalne;.

Wyboru zwierzat do badania dokonano na drodze doboru losowego w barierze hodowlanej. Przed
przeniesieniem myszy z bariery hodowlanej do bariery eksperymentalnej lekarz weterynarii przeprowa-
dzit ocene stanu zdrowia zwierzat w barierze hodowlanej celem ich kwalifikacji do eksperymentu. Myszy
poddano 5-dniowej aklimatyzacji przed podaniem materiatu badanego. W trakcie eksperymentu zwie-
rzeta utrzymywano w statusie pozbawionym specyficznych patogenow (SPF; ang. specific pathogen
free), w systemie indywidualnie wentylowanych klatek (IVC; model 1284 i 1285 firmy Tecniplast S.p.A,
Wiochy). Sprzet i materiaty wykorzystywane w badaniu poddano myciu oraz sterylizacji. Zwierzeta do-
$wiadczalne przez caty okres eksperymentu zywiono sterylng (dezynfekowana nadtlenkiem wodoru)
pasza bytowa dla myszy (ssniff Spezialdiaten GmbH) i sterylng woda pitna wolnymi od zanieczyszczen.
Myszy miaty zapewniony nieograniczony dostep do paszy i wody.

Myszom podawano droga dozylna (i.v.) GMTX i MTX oraz pobierano krew (celem uzyskania oso-
cza) w 4 punktach czasowych od iniekcji (po 1 h, 2 h, 4 h'i 8 h), jak réwniez w tzw. czasie 0 (pobranie
krwi od zwierzat, ktérym nie podano ani MTX, ani GMTX). Badanie przeprowadzono na 40 samcach
myszy szczepu BALB/ccmdb. Szesnastu samcom podano MTX w dawce 32,5 mg/kg m.c. (2 LDso MTX
dla myszy przy podaniu dozylnym, LDso = 65 mg/kg m.c.). Kolejnym 16 samcom podano GMTX w dawce
400 mg/kg m.c. stanowiacej 2 MTD tego zwiazku (wyznaczonej w badaniu wtasnym o kodzie
T425/001/2020), a pozostatym 8 osobnikom nie podano ani MTX w formie klasycznej, ani jego glikoko-
niugatu (GMTX). Dwie godziny przed podaniem zwierzetom MTX lub GMTX odstawiono pasze, a po 30
minutach od podania zwierzeta miaty ponownie dostep do paszy.

MTX i GMTX podawano myszom w postaci roztworéw przygotowanych do iniekcji odpowiednio
o stezeniach 0,783 mg/0,2 cm? i 9,04 mg/0,2 cm?.

Niezwtocznie po uspieniu (podanie wziewne izofluranu), po uptywie okreslonych czasow, tj. 0, 1,
2,48 h, od kazdego zwierzecia pobrano krew w maksymalnej objetosci do probdwek z wersenianem
dipotasu (K>-EDTA). Catkowite skrwawienie spowodowato $mier¢ zwierzecia. Krew petng odwirowano
(3000 obrotow przez 15 minut) przy uzyciu wiréwki 5810R firmy Eppendorf AG (Niemcy) celem uzyska-
nia osocza, ktére niezwtocznie zamrozono w probéwkach typu Eppendorf w -80 + 5°C.

Prébki osocza rozmrazano w temperaturze 6°C. Do 100 pl osocza dodawano po 10 pl standardu
wewnetrznego (IS) o stezeniu 2 pM (koniugat 63/2). Nastepnie do probowek przeniesiono po 400 pl
metanolu (-20°C) i cato$¢ wytrzasano przez 5 minut w temperaturze 6°C. W kolejnym etapie probowki
wirowano (22000 ref, 4°C, 7 minut), a powstaty supernatant przenoszono do polipropylenowych naczy-
nek chromatograficznych i poddawano analizie LC-MS. Krzywa wzorcowa do oznaczen MTX oraz
GMTX zostata przygotowana w osoczu mysim. Stezenie MTX i GMTX w osoczu myszy oznaczono
z wykorzystaniem spektrometru mas (Xevo G2 Q-TOF) sprzegnietego z chromatografem cieczowym
Acquity UPLC (LC-MS) firmy Waters. Pomiary MS prowadzono w trybie podwyzszonej czutosci (Sensi-
tivity Mode) w polaryzacji dodatniej. W celu zapewnienia wysokiej doktadnosci pomiaru wartosci m/z,
zastosowano LockSpray — enkefaline leucynowa o stezeniu 50 pg/cm?, ktora byta w sposdb ciagty po-
dawana do Zrddia jondw. Zastosowano nastepujace parametry pracy zrodta jondw spektrometru maso-
wego: Napiecie przytozone do kapilary (kV) 0,5; Napiecie przytozone do stozka (V) 15; Temperatura
zrodfa jondéw (°C) 125; Temperatura desolwatacji (°C) = 450; Przeptyw gazu ostonowego (I/h) 65; Prze-
ptyw gazu desolwatacyjnego (I/h) 800.

Wyniki oznaczen stezenia MTX i GMTX w osoczu myszy poddano analizie statystycznej z wyko-
rzystaniem programu komputerowego Statistica 13. Wyniki wyrazono w postaci stezenia sredniego
(£ odchylenie standardowe — SD) w poszczegodlnych punktach czasowych. Celem oceny zmian stezenia
MTX i GMTX w osoczu w czasie do 8 h od podania dozylnego zastosowano nieparametryczny test
Kruskala — Wallisa. Roznice uznaje sie za znamienne statystycznie przy p < 0,05.
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Analiza zmian stezen MTX i GMTX wykazata, ze MTX, jak i unikalna pochodna tego leku i glukozy
— glikokoniugat metotreksatu sa szybko eliminowane z krazenia ogélnego w ciggu pierwszych 4 h od
podania dozylnego.

Ponadto eliminacja GMTX z krazenia ogdlnego dwie godziny od podania dozylnego jest szybsza
niz eliminacja MTX. Eliminacja GMTX w poréwnaniu do wolnego MTX po 2 h jest 6.58 razy szybsza.
Wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Srednie stezenie MTX oraz GMTX w nM po 1, 2, 4, 8 godzinach po podaniu dozylnym
w prébkach osocza myszy

1

'MTX1h (MTX2h 'MTX4h MTX8h GMTX 1h ,GMTX 2h GMTX 4h ‘GMTX 8h :

i
i
i

L 17406, 330 20,7! 71,6 208847  311,4' 62,5 12,2,

2164,9] 2987 29,4| 20,3| 23409,9] 1021,4 54,1 69,4!
| 2385  ang 2,6: 7,2 29781,6; 5235 55,6 33,5
L 16724 3114 32,1! 23,11 36666,4' ! 399 6,8
| 19766 290,725/ 26,2 30,55 2768565 618,767 53,025 30,475
| 100,00%, 14,71%| 1,33%|  155%, 100,00%, 2,23%j 0,9%|  0,11%]
Przykiad 4

Ocena toksycznosci ostrej in vivo koniugatu wediug wynalazku

W badaniu oceniono toksycznos¢ ostrej glikokoniugatu metotreksatu (GMTX) (jednorazowe po-
danie dozylne) z wyznaczeniem maksymalnej dawki tolerowanej (MTD).

Ocene toksycznosci ostrej GMTX przeprowadzono metoda wiekszej — mniejszej dawki wedtug
procedury OECD nr 425, ktora uwzglednia dazenie do poprawy dobrostanu zwierzat i zasade 3R (ang.
Replacement — Zastapienie, ang. Reduction — Redukcja, ang. Refinement — Udoskonalenie).

GMTX podawano myszom dozylnie do zyty ogonowej, w dawce jednorazowej, w postaci roztwo-
row (o stezeniach zapewniajacych podanie zwierzetom witasciwych dawek) przygotowanych w 5%
DMSO w soli fizjologicznej w stosunku 1:20, w objetosci nieprzekraczajacej 0,2 cm3/mysz. Nosnik ma-
teriatu badanego stanowit roztwor chlorku sodu do wstrzykiwa¢ z dodatkiem DMSO (stosunek DMSO
i soli fizjologicznej wynosit 1:20 — 5% DMSO). Materiat badany przechowywano przez okres trwania
badania w oryginalnym opakowaniu w temperaturze 4—-8°C. Roztwory GMTX, ktére podawano zwierze-
tom kazdorazowo przygotowywano w dniu podania. Przygotowane roztwory materiatu badanego i no-
$nika, podgrzewano do temp. 35°C bezposrednio przed podaniem zwierzetom.

Badanie przeprowadzono na 14 dojrzatych ptciowo — nie mtodszych niz 8 tyg., ale nie starszych
niz 12 tygodni, samicach (nierodzacych i nieciezarnych) myszy domowej (Mus musculus; szczep
wsobny BALB/ccmdb) o masie ciata 20,60-22,00 g (rézniacej sie nie wiecej niz + 20%). Zwierzeta do-
Swiadczalne pochodzity z hodowli Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku.

Zwierzeta kwaliflkowano do badania na drodze doboru losowego w barierze hodowlanej. Przed
przeniesieniem myszy z bariery hodowlanej do bariery eksperymentalnej lekarz weterynarii dokonat
oceny stanu zdrowia zwierzat celem ich kwalifikacji do eksperymentu. Myszy poddano minimum 5-dnio-
wej aklimatyzacji przed rozpoczeciem podawania nosnika lub materiatu badanego. W trakcie doswiad-
czenia kontrolowano smiertelnos¢ myszy oraz prowadzono ogodlne i szczegotowe obserwacje zwierzat
w celu uchwycenia ewentualnych objawdw dziatania toksycznego materiatu badanego i no$nika. W do-
Swiadczeniu wykorzystano tacznie 14 myszy, w tym 11 zwierzat do oceny toksycznosci ostrej GMTX i 3
osobniki do oceny toksykologicznej jego nosnika.

Zastosowano procedure wiekszej — mniejszej dawki oceny toksycznosci ostrej polegajaca na po-
dawaniu pojedynczemu zwierzeciu materiatu badanego w dawce jednorazowej nizszej od oczekiwane;
wartosci LDso. W zaleznosci od efektow uzyskanych po podaniu pierwszej dawki, kolejnemu osobnikowi
podawano dawke powiekszona lub pomniejszona o staty wspoétczynnik. Postepowanie to kontynuowano
do osiagniecia takiej dawki, ktorej zwiekszenie powodowato zgon, a obnizenie skutkowato przezyciem
3 kolejnych zwierzat. Nastepnie prowadzono obserwacje myszy codziennie przez 14 dni od podania,
po czym zwierzeta poddano peinemu badaniu sekcyjnemu z pobraniem krwi z serca w maksymalnej
objetosci oraz pobraniem materiatu do badan histopatologicznych.
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U wszystkich myszy, ktérym podano materiat badany stwierdzono brak jakichkolwiek objawéw
toksycznosci ostrej w okresie 14 dni od podania 800 mg GMTX/kg m.c. Zatem, MTD glukozowej po-
chodnej metotreksatu przy jednorazowym podaniu dozylnym jest wieksza niz 800 mg/kg m.c.

Uwzgledniajgc fakt, iz MTD metotreksatu dla myszy szczepu BALB/c przy podaniu dozylnym wy-
nosi 94 mg/kg m.c. [Moura JA, Valduga CJ, Tavares ER, Kretzer IF, Maria DA, Maranhdo RC. Novel
formulation of a methotrexate derivative with a lipid nanoemulsion. Int J Nanomedicine. 2011; 6:2285—
2295.] w oparciu o wyniki przeprowadzonej oceny toksycznosci ostrej dla GMTX, mozna stwierdzi¢, ze
nowa pochodna tego leku i glukozy — glukozowa pochodna metotreksatu charakteryzuje sie mniejsza
toksycznoscia ostra niz klasyczna forma leku, poniewaz maksymalna tolerowana dawka GMTX to 800
mg/kg m.c. Wysoka dawka tolerowana stanowi najwieksza korzy$¢ w przypadku stosowania GMTX,
poniewaz diametralnie pozwala zmniejszy¢ toksycznos¢ ogdlna preparatu przy zachowaniu jego dzia-
tania, a tym samym zmniejszy¢ $miertelnos$¢ wywotanag toksycznoscia.

Zastrzezenia patentowe

1. Zwiazek o wzorze 1

N N NH
o PP
HO 0 !
VAW N\jﬁ NS
NH,
OH 0
HO (o) N=
HO \/\ N
OH Z
wzor 1

Zwiazek o wzorze 1 do stosowania w medycynie.

Zwiazek o wzorze 1 do stosowania w leczeniu i zapobieganiu

Zwigzek do stosowania wedtug zastrz. 3, znamienny tym, ze nowotwor jest wybrany spoérod:

raka skory, raka jelita grubego, raka piersi, raka zotadka, miesaka i raka ptuc.

5. Sposob otrzymywania zwigzku o wzorze 1, znamienny tym, ze obejmuje nastepujace etapy:

a) prowadzi sie reakcje metotreksatu z N-propargiloaming, korzystnie w obecnosci N,N-dii-
zopropylokarbodiimidu (DIC) i 1-hydoksyybenzotriazolu (HOBT), a nastepnie z miesza-
niny reakcyjnej izoluje sie diamid, zwigzek o wzorze 2:

0 CHi Y
AR

. N
H H
N NH,

rOoN

\

wzor 2

b) prowadzi sie reakcje 1,3-dipolarnej cykloaddycji azydo-alkinowej N-propargiloamidu, po-
chodnej metotreksatu o wzorze 2 z azydkiem cukrowym o wzorze 3:
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11.

12.

13.

14.
15.
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OAcC
AcO S o
AcO \/\N
OAc 3
wzor 3

korzystnie w obecnosci askorbinianu sodu i siarczanu miedzi, a nastepnie z mieszaniny reak-
cyjnej izoluje sie zwiazek o wzorze 4:

OAc N NH
AR \)/\ N \N N
N 2
NH,
OAc
ACO O Ne=
AcO \/\ &
OAc
wzor 4

c) prowadzi sie reakcje odbezpieczania glikokoniugatu o wzorze 4 w roztworze metanolanu
sodu w metanolu i izoluje zwiazek o wzorze 1.

Sposob wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie a) reakcje prowadzi sie w mieszaninie

zawierajacej metotreksat (MTX), N,N-diizopropylokarbodiimid (DIC), 1-hydoksybenzotriazol

(HOBT) i N-propargiloamine, w stosunku molowym MTX/DIC/HOBT/propargiloamina wyno-

szacym 1/1,1/0,5/2,2.

Sposob wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie a) metotreksat rozpuszcza sie w mie-

szaninie DMF i DCM.

Sposob wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie a) zwigzek o wzorze 2 izoluje sie

metoda chromatografii kolumnowej, korzystnie na zelu krzemionkowym stosujac jako eluent

uktad CHCI3:CH3OH w stosunku objetosciowym od 50:1 do 10:1.

Sposéb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie b) zwigzek o wzorze 4 izoluje sie

metoda chromatografii kolumnowej, korzystnie na zelu krzemionkowym stosujac jako eluent

uktad CHCI3:CH3OH w stosunku objeto$ciowym od 20:1 do 5:1

Sposob wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie b) zwiazek o wzorze 2 rozpuszcza sie

w mieszaninie alkohol izopropylowy/THF/woda o stosunku objetosciowym 1:1:1.

Sposob wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie c) glikokoniugat o wzorze 4 rozpuszcza

sie w alkoholu metylowym.

Sposéb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze w etapie c) prowadzi sie neutralizacje miesza-

niny reakcyjnej stosujac kationit w formie wodorowe;.

Sposéb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, Zze w etapie c) reakcje prowadzi sie chroniac na-

czynia reakcyjne przed swiattem.

Zwiazek o wzorze 2.

Zwiazek o wzorze 4
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Rysunki
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Figura 1
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Figura 3
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MTT po 48h
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