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Pochodna kwasu usninowego, sposéb otrzymywania tej pochodnej, medyczne

zastosowanie w terapii nowotwordow, zastosowanie in vitro odczynnika

Przedmiotem wynalazku jest nowy zwiazek, pochodna kwasu usninowego
otrzymana na drodze syntezy chemicznej. Wynalazek dotyczy roéwniez sposobu
otrzymywania i1 zastosowanie medyczne tego zwiazku wobec nowotwordw
pochodzacych z réznych tkanek, zwlaszcza z gruczotu sutkowego, szyjki macicy i
trzustki. Zwigzek stanowi réwniez srodek do zastosowania jako srodek in vitro do
badan laboratoryjnych do indukcji $mierci lub wakuolizacji komorek i zaleznoSci
miedzy tym procesami w odpowiedzi komorek nowotworowych na potencjalny lek.

Choroby nowotworowe stanowia jedna z czolowych przyczyn zgondéw ludzi
na calym Swiecie, stad ciagle poszukuje si¢ skutecznych form zapobiegania im i ich
leczenia. W dziatlania te wpisuje si¢ opracowanie nowych lekow opartych na
strukturze znanych zwiazkdéw pochodzenia naturalnego. Porosty sa bogatym zZrodiem
substancji o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym.

Zespot naukowy wynalazku posiada dlugoletnie doswiadczenie w dziedzinie
choréb nowotworowych 1 poszukiwaniu zwiazkéw naturalnych o oczekiwanym
dziataniu biologicznym. Obecnie koncentruje si¢ na badaniu kwasu usninowego UA,
ktory wystepuje w postaci dwoch enancjomerow: kwas (+) usninowy oraz kwas (-)
usninowy (réznica w potozeniu grupy metylowej w pozycji 9b) oraz jego
syntetycznych pochodnych. UA wykazuje szereg interesujagcych wihasciwosci, m.in.
aktywnos¢ przeciwbakteryjna, przeciwwirusowa, przeciwgrzybicza, a takze
cytostatyczng i cytotoksyczng wzgledem komorek nowotworowych - zarowno w
modelach in vitro, jak 1 in vivo, co opisano w Ingolfsdottir K: Usnic acid.
Phytochemistry 2002, 61(7):729-736; Araujo AA, de Melo MG, Rabelo TK, Nunes
PS, Santos SL, Serafini MR, Santos MR, Quintans-Junior LJ, Gelain DP: Review of
the biological properties and toxicity of usnic acid. Natural Product Research 2015,
29(23):2167-2180; Galanty A, Pasko P, Podolak I: Enantioselective activity of usnic
acid: a comprehensive review and future perspectives. Phytochemistry Reviews

2019, 18; Luzina OA, Salakhutdinov NF: Biological activity of usnic acid and its
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derivatives: Part 2. Effects on higher organisms. Molecular and physicochemical

aspects. Russian Journal of Bioorganic Chemistry 2016, 42:249-268.

Opisane w literaturze dzialanie cytotoksyczne UA objawia si¢ gléwnie przy
stosunkowo wysokich jego stezeniach. Dla przykladu, wartosci ICsp po 72-
godzinnym traktowaniu (+)-UA komorek nowotworu jajnika (A2780), szyjki macicy
(HeLa), piersi (MCF-7 i SKBR3), okreznicy (HT29), biataczki (HL60 i Jurkat)
wynosity od 49 uM (HL60) do 199 uM (SKBR3). Aby nieodwracalnie zahamowad
zdolno$¢ do podziatéw tych komorek (tzw. klonogenicznos¢) traktowano je 200 uM
kwasem (+) usninowym przez 48 godzin - Backorova M, Jendzelovsky R, Kello M,
Backor M, Mikes J, Fedorocko P: Lichen secondary metabolites are responsible for
induction of apoptosis in HT-29 and A2780 human cancer cell lines. Toxicology in
vitro 2012, 26(3):462-468.

Niekorzystne jest rowniez to, ze zwigzek ten nie jest selektywny w stosunku
do komorek nowotworowych i tak dla przyktadu ICso dla komorek nowotworowych
(MMO98 1 A431) wynosito 23-72 uM, a dla prawidlowych keratynocytow (HaCaT) -
bardzo podobnie, tj. 35-76 uM - Burlando B, Ranzato E, Volante A, Appendino G,
Pollastro F, Verotta L: Antiproliferative effects on tumour cells and promotion of
keratinocyte wound healing by different lichen compounds. Planta Medica 2009,
75(6):607-613. Jedynie odmienne wyniki opisano w Brisdelli F, Perilli M, Sellitri D,
Piovano M, Garbarino JA, Nicoletti M, Bozzi A, Amicosante G, Celenza G:
Cytotoxic activity and antioxidant capacity of purified lichen metabolites: an in vitro
study. Phytotherapy Research 2013, 27(3):431-437, gdzie opisano komorki
traktowane kwasem (+) usninowym izolowanym z Cladonia lepidophora. W artosci
ICs, jakie wyznaczono w tej pracy dla komoérek nowotworu piersi (MCF-7), szyjki
macicy (HeLa) i okreznicy wynosity odpowiednio okoto 76, 24 1 18 uM, a dla
prawidtowych embrionalnych fibroblastéw myszy - powyzej 100 uM. Jednak szereg
prac wskazuje na silne hepatotoksyczne dziatanie kwasu usninowego. Dla przyktadu,
w: Han D, Matsumaru K, Rettori D, Kaplowitz N: Usnic acid-induced necrosis of
cultured mouse hepatocytes: inhibition of mitochondrial function and oxidative

stress. Biochemical Pharmacology 2004, 67(3):439-451, traktowanie hepatocytow
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mysich kwasem usninowym juz w stezeniu 5 uM spowodowato $mier¢ 98%
komorek. Opisano tez w: Da Silva Santos NP, Nascimento SC, Wanderley MS,
Pontes-Filho NT, da Silva JF, de Castro CM, Pereira EC, da Silva NH, Honda NK,
Santos-Magalhaes NS: Nanoencapsulation of usnic acid: An attempt to improve
antitumour activity and reduce hepatotoxicity. European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics 2006, 64(2):154-160, uszkodzenie watroby (rejony
nekrotyczne w tych organach, podwyzszony poziom transaminaz we krwi) u myszy,
ktérym podano dootrzewnowo kwas usninowy w dawce 15 mg/kg/dzien przez 15
dni.

Z opisu P.436476 znany jest (S)-7-acetylo-8,10-dihydroksy-3,9,10b-
trimetylo-2,10b-dihydro-4H-benzofuro[2,3-g]indazol-4-on) - pochodna kwasu
usninowego, sposéb otrzymywania pochodnej kwasu usninowego 1 medyczne
wykorzystanie pochodnej kwasu usninowego w terapii nowotwordw  oraz
zastosowanie do indukcji stresu zwigzanego z retikulum endoplazmatycznym, ale

jest to jednak inna pochodna niz wskazana w obecnym wynalazku.

Wynalazek obejmuje nowy zwiazek — pochodna kwasu usninowego UA,
nazywa dalej jako 9 1 tak pokazana tak na schemacie jak 1 pokazana osobno jako
wzor 1, zastosowanie medyczne 1 jako odczynnik in vifro oraz sposob otrzymania -
synteza gdzie co istotne zamiast hydratu hydrazyny dodaje si¢ metylohydrazyng Na
wzorze na schemacie 1 pokazano sposéb otrzymania - pokazano réwniez kwas
usninowy. Pochodna 9 to syntetyczny zwiazek [(S)-7-acetylo-8,10-dihydroksy-
2,3,9,10b-tetrametylo-2,10b-dihydro-4H-benzofuro[2,3-gindazol-4-on], ktory
wykazuje antyproliferacyjne dziatanie wobec komoérek nowotworowych réznego
pochodzenia, zwlaszcza komodrek nowotworu piersi, szyjki macicy 1 trzustki.
Pochodna wedlug wynalazku ma dziatanie antyproliferacyjne oraz hamuje migracje
komorek nowotworowych (ma potencjalne dziatanie antymetastatyczne).

Co do zastosowania tej pochodnej do celéw badawczych, laboratoryjnych — jako
odczynnik podawany in vitro pochodna ta ze wzgledu na to, ze indukuje in vitro
smier¢ komorek, czemu moze towarzyszy¢ wakuolizacja cytoplazmy —umozliwia
zastosowanie tego odczynnika do badania zwigzku migdzy tymi procesami —

smierci/wokalizacji i ich roli w dziataniu antynowotworowym potencjalnych lekow.
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Wzor 1 O

Wynalazek pokazano na wzorze, schemacie, jak i w przyktadzie. Na fig. 1-2
pokazano potwierdzenie otrzymania zwiazku, za$ na fig. 3 pokazano wykresy
potwierdzajace aktywnosci zwiazku wedtug wynalazku, na fig. 4-7 pokazano wyniki
badan biologicznych opisanych badan potwierdzajacych aktywnosci zwiazku wedlug
wynalazku.

Przyktad

NH,;NHMe

EtOH
80°C,3h

(+)-Usnic acid, 1 3a, 47% 9, 13% 10, 33%

Schemat 1

Sposob otrzymywania nowego zwiazku 9 — schemat 1 :

- zawiesing (+)-kwasu usninowego (1, 1.00 g, 2,90 mmol) w bezwodnym etanolu (20
mL) ogrzano do 80 °C do rozpuszczenia zwigzku.

- do roztworu dodano metylohydrazyne (169 uL, 3.20 mmol, 1,1 rownowaznik) i
ogrzewano do 80 °C przez 3 godziny

- po ochtodzeniu usunigto rozpuszczalnik z wykorzystaniem wyparki
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- uzyskany osad byt oczyszczony za pomocg chromatografii kolumnowej typu flash,
gdzie faze ruchoma stanowit gradient octanu etylu w heksanie (3:1 - 1:1), uzyskujac
3 frakcje. Podczas tej chromatografii uzyskano (rozdzielono) 3 frakcje i w kazdej byt

inny zwiazek (ze schematu 1), zidentyfikowany za pomoca spektroskopii NMR.

Koncentracja frakcji 1 (R¢= 0.16 (1:1 EtOAc/heksan)) wylonita zwigzek 3a: (R)-8-
acetylo-5,7-dihydroksy-1,3,4a,6-tetrametylo-1,4a-dihydro-4 H-benzofuro[3,2-
flindazol-4-on, jako zolte ciato stale (474 mg, 46%). R¢ = 0.16 (1:1 EtOAc/heksan).
'"H NMR (300 MHz, CDCl;) ¢ 13.28 (s, 1H), 11.16 (s, 1H), 6.11 (1H, s), 3.82 (s,
3H), 2.64 (s, 3H), 2.46 (s, 3H), 2.07 (s, 3H), 1.69 (s, 3H). *C NMR (75 MHz,
CDCl3) 6 200.5, 195.6, 172.6, 163.6, 157.8, 156.4, 150.5, 149.0, 110.0, 108.3, 104.2,
101.6, 87.8, 60.2, 36.1, 31.3, 30.6, 13.2, 7.6. LRMS (-ESI): m/z 353 (100%, [M —
H]). HRMS (TOF ESIL +ve) 364.0792 [M+H]" (obliczono dla CigH;sNaNO,
364.0797). HPLC: 98.85%, RT: 28.60 min.

Koncentracja frakcji 2 (Re=0.33 (1:1 EtOAc/heksan)) wytonita zwiazek 9: (5)-7-
acetylo-8,10-dihydroksy-2,3,9,10b-tetrametylo-2,10b-dihydro-4H-benzofuro[2,3-
glindazol-4-on, jako zotte ciato stale (138 mg, 13%). "H NMR (400 MHz, CDCl3) &
13.31 (s, 1H), 9.78 (s, 1H), 5.93 (s, 1H), 3.85 (s, 3H), 2.71 (s, 3H), 2.61 (s, 3H), 2.11
(s, 3H), 1.69 (s, 3H). ®C NMR (101 MHz, CDCl3) § 201.0, 182.9, 180.7, 163.4,
156.6, 156.4, 1555, 142.1, 112.6, 108.6, 105.9, 105.5, 102.2, 45.5,36.2, 33.6, 31.5,
10.6, 7.6. LRMS (+ESI): m/z 731 (100%, [2M+Na]"), 393 (30%, [M+Na]"). HRMS
(TOF ESI, +ve) 355.1297 [M+H]" (obliczono dla C19H;sN,Os, 355.1294). HPLC:
99.07%, RT: 28.93 min.

Koncentracja frakcji 3 (Rg=0.10 (1:1 EtOAc/heksan)) wylonita zwigzek 10 (5)-7-
acetylo-8,10-dihydroksy-1,3,9,10b-tetrametylo-1,10b-dihydro-4H-benzofuro[2,3-
glindazol-4-on jako zolte ciato stale (338 mg, 33%)."H NMR (400 MHz, CDCl;) §
13.52 (s, 1H), 6.00 (s, 1H), 4.21 (s, 3H), 2.75 (s, 3H), 2.52 (s, 3H), 2.14 (s, 3H), 1.82
(s, 3H), nie obserwowano jednego sygnatu OH. "TH NMR (400 MHz, DMSO-ds) &
13.47 (s, 1H), 10.79 (br. s, 1H), 6.05 (s, 1H), 4.17 (s, 3H), 2.69 (s, 3H), 2.36 (s, 3H),
2.03 (s, 3H), 1.77 (s, 3H). ®C NMR (CDCl;, 101 MHz) § 201.6, 182.2, 178.0, 162.9,
158.4,155.2, 148.7, 146.9, 115.7, 106.5, 106.1, 104.8, 102.6, 47.4, 40.3, 31.9, 30.8,
13.4,7.3. LRMS (+ESI): m/z 731 (100%, [2M+Na]"), 393 (25%, [M+Na]"). HRMS
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(TOF ESL +ve) 355.1295 [M+H]" (obliczono dla C19H;9N>Os, 355.1294). HPLC:
98.98%, RT: 22.41 min.

Widma "H NMR oraz C NMR zarejestrowano za pomoca spektrometru Bruker
300. Widma zwiazku 9 pokazano na fig. 1 i fig. 2. Przesunigcia chemiczne (0)
podano w czgsciach na milion (ppm), a jako wzorca wewnetrznego przy O ppm uzyto
tetrametylosilanu (TMS). Wszystkie statle sprzezenia (J) podano w hercach,
multipletowos¢ sygnatow okreslano nastepujaco: s (singlet), d (dublet), dd (dublet
dubletoéw), t (tryplet), dt (dublet trypletow), q (kwartet), m (multiplet).

Identyfikacja otrzymanego zwiazku:

9 [(S)-7-acetylo-8,10-dihydroksy-2,3,9,10b-tetrametylo-2,10b-dihydro-4H-
benzofuro[2,3-g]indazol-4-on],

Whasciwosci: zolte cialo state, o widmie:

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 13.31 (s, 1H), 9.78 (s, 1H), 5.93 (s, 1H), 3.85 (s, 3H), 2.71
(s, 3H), 2.61 (s, 3H), 2.11 (s, 3H), 1.69 (s, 3H). “C NMR (101 MHz, CDCl:) & 201.0, 182.9,
180.7, 163.4, 156.6, 156.4, 155.5, 142.1, 112.6, 108.6, 105.9, 105.5, 102.2,45.5, 36.2, 33.6,
315, 10.6, 7.6. LRMS (+ESI): m/z 731 (100%, [2M+Na]"), 393 (30%, [M+Na]*). HRMS
(TOF ESL +ve) 355.1297 [M+H]" (obliczono dla C1oH1sN,0s, 355.1294)

Badania aktywnosci biologicznej zwigzku bedacego przedmiotem wynalazku.

Przetestowano dziatanie antyproliferacyjne substancji 9 na liniach
nowotworowych pochodzacych z nowotworow gruczotu sutkowego (linie MCF-7,
MDA MB 231 roznigce si¢ statusem receptorow dla estrogenu i czynnikoéw wzrostu),
szyjki macicy (linia Hela) 1 trzustki (linia MIA PaCa-2) oraz prawidtowych
fibroblastow skory (HDFa).

Testy cytotoksycznosct MTT komorek traktowanych zwigzkiem 9 wykazaty,
ze hamuje on zywotno$¢ badanych linii komérek nowotworowych w sposéb zalezny
od uzytego stezenia. Jednoczesnie prawidtowe komorki byly znacznie bardziej
oporne na testowany zwigzek, co pokazano na fig. 3 1w Tabeli 1.

Wykresy przedstawiajg zywotnosci komorek (szacowanych wzgledem kontroli, ktora
stanowi 100%) wybranych linii nowotworowych w zaleznosci od stezenia 9 1 czasu

ekspozycji. Komorki nowotworowe byly traktowane pochodng 9 w stezeniu 100,
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250, 500, 1000, 2500 i1 5000 ng/ml przez 24 lub 48 godzin. Komdrki HeLa
traktowano tez kwasem usninowym (UA) w podobnych stezeniach, aby pordéwnaé
jego efektywnos¢ w stosunku do nowej pochodnej 9. Nastepnie do pozywki dodano
roztworu bromku 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowego (MTT) do
stezenia koncowego 1 mg/ml i inkubowano przez 3 godziny. Zwigzek ten jest
metabolizowany do formazanu jedynie przez aktywne metabolicznie, zywe komorki.
Po zakonczeniu inkubacji pozywke usuwano, a powstate na dnie dotkéw krysztaty
formazanu rozpuszczano w 100% DMSO. Absorbancje powstatego roztworu
mierzono spektrofotometrycznie w czytniku ptytek wielodotkowych przy fali o

dtugosci 570 nm oraz fali o dtugosci 660 nm, stuzacej jako referencja.

Wartosci ICsy (absolutnego) dla wszystkich testowanych linii zestawiono w
Tabeli 1. Warto podkresli¢, ze w badanym zakresie stezen nie ustalono wartosci ICs
w przypadku strukturalnie podobnego kwasu usninowego, co wskazuje na duzo

silniejsze dzialanie cytotoksyczne zwigzku 9.

Tabela 1. Wartosci ICsy [pug/ml] dla zwiazku 9 po 24 1 48 godzinach ekspozycji
wzgledem linii komoérek nowotworowych réznego pochodzenia oraz zdrowych
komorek ludzkich. Wartosci te byly wyznaczone na podstawie wynikow testow MTT

w programie GraphPad Prism.

Pochodzenie Linia komorkowa | ICso po 24 godz. | ICso po 48 godz.

Komorki nowotworowe

Gruczot piersiowy | MCF-7 1.25 0.35

MDA MB 231 1,06 0,28
Szyjka macicy HeLa 0,32 0,04
Trzustka Mia PaCa-2 1,14 0,55

2 2

Komorki prawidtowe

Skora HDFa 2,45 0.75

8/18



PL 440802 A1

Analiza morfologii komorek traktowanych pochodng 9 wskazuje, ze
powoduje on ich $mier¢, najprawdopodobniej na drodze apoptozy (komorki sie
kurcza, zawartos¢ mocno kondensuje, ubywa ich z czasem, szczegoOlnie przy
wyzszych stezeniach testowanego zwiazku). Widoczna jest tez w niektdrych
warunkach wakuolizacja cytoplazmy, co wskazuje, ze mechanizm dziatania
badanego zwigzku moze by¢ zwigzany z indukcjg stresu retikulum
endoplazmatyczne (ER). Zmiany w morfologii komoérek nowotworowych pod
wplywem zwiazku 9 sa pokazane na fig. 4 (komdrki Hela) 1 fig. 5 (komérki Mia
PaCa-2).

Na fig. 4 pokazano morfologi¢ komorek nowotworu szyjki macicy linii HelLa
zarejestrowana w mikroskopie swietlnym (powiekszenie x 100). Komorki byly
traktowane DMSO (kontrola) lub zwiazkiem 9 w stezeniu 0,1; 0,25 lub 0,5 ng/ml
przez 24, 48 lub 72 godziny.

Na fig. 5 pokazano morfologi¢ komorek nowotworu trzustki linii MIA PaCa-2
zarejestrowana w mikroskopie swietlnym (powiekszenie x 100). Komorki byly
traktowane DMSO (kontrola) lub zwigzkiem 9 w stezeniu 0,1; 1 lub 2,5 pg/ml przez
24 lub 48 godzin.

Zwiazek 9, oprocz antyproliferacyjnej aktywnosci znacznie hamuje potencjat
migracyjny komorek nowotworu szyjki macicy i nowotworu trzustki. Na fig. 6
pokazane sa zdjecia komorek w momencie rozpoczynania eksperymentu (0 godz.) - z
lewej strony oraz stan po 24 lub/i 48 godzinach eksperymentu - zdjecia z prawej
strony. Kontrole stanowily komorki traktowane DMSO. Przedstawiono
reprezentatywne wyniki z trzech niezaleznych powtorzen.

Potencjal migracyjny badano za pomoca techniki ,zarastania rany”. Na plytce
pokrytej komoérkami HeLa lub MIA PaCa-2 (95% konfluencji) wykonano ryse
tipsem 1 po odplukaniu usunigtych komorek, przyklejone do ptytki komorki
traktowano DMSO (kontrola) lub zwiazkiem 9 w stezeniu 0,251 0,5 pg/ml przez 48
godzin (HeLa) lub 0,5; 11 1,5 pug/ml przez 24 lub 48 godzin (MIA PaCa-2). Zdjecia
wykonano na poczatku eksperymentu oraz po ekspozycji na badany zwigzek.
Liniami zaznaczono granice wystepowania komorek. Widoczne jest, ze pochodna 9,

w przeciwienstwie do DMSO, hamuje migracje komorek nowotworowych.
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Zastrzezenia patentowe
1. Pochodna kwasu usninowego stanowigca zwiazek (S8)-7-acetylo-8,10-dihydroksy-

2,3,9,10b-tetrametylo-2,10b-dihydro-4H-benzofuro[2,3-glindazol-4-on  pokazana

we wzorze 1:

2. Sposob otrzymywania pochodnej kwasu usninowego stanowigcego zwiazek [(S)-7-
acetylo-8,10-dihydroksy-2,3,9,10b-tetrametylo-2,10b-dihydro-4 H-benzofuro[2,3-

glindazol-4-on]pokazane] we wzorze 1:

polegajacy na tym, ze do zawiesiny (+)-kwasu usninowego w rozpuszczalniku
ogrzanej do 80 °C dodaje si¢ metylohydrazyng mieszajgc, nastepnie usuwa si¢
rozpuszczalnik, a osad produkt oczyszcza si¢ zwlaszcza za pomocy

chromatografii kolumnowej
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3. Pochodna kwasu usninowego stanowigca zwigzek (S)-7-acetylo-8,10-dihydroksy-
2,3,9,10b-tetrametylo-2,10b-dihydro-4H-benzofuro[2,3-glindazol-4-on, pokazana

na wzorze 1:

do zastosowania jako lek w terapii nowotworowej.

4. Pochodna kwasu usninowego stanowiagca zwigzek (S)-7-acetylo-8,10-dihydroksy-
2,3,9,10b-tetrametylo-2,10b-dihydro-4H-benzofuro[2,3-g]indazol-4-on, pokazana

na wzorze 1:

do zastosowania jako odczynnik in vitro.
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fig. 6
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