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Plant metabolites as a platform for designing new bioactive
compounds. An overview of tukasiewicz-IChP research and academic
collaborations in 2020-2025

Metabolity roslinne jako platforma do projektowania
nowych zwigzkdéw bioaktywnych. Przeglad badan
tukasiewicz-IChP realizowanych we wspotpracy
z polskimi oSrodkami akademickimi 2020-2025

OPEN aACCESS DOI: 10.15199/62.2026.5.2

A review, with 14 refs., of studies conducted at the tukasiewicz - In-
dustrial Chemistry Institute in 2020-2025 on the chem. modification
of natural plant metabolites as well as their bioactive derivatives
and conjugates. The scope included the derivatization of hydroxycin-
namic acids (caffeic and coumaric acids), steroidal sapogenins (dios-
genin and tigogenin), and pentacyclic triterpenoids (ursolic acid), as
well as the design and synthesis of conjugates of the compds. with
selected amino acids, peptides, heteroaromatic fragments, chemo-
therapeutic agents, and organometallic moieties. The reviewed com-
pds. showed an anticancer and immunomodulatory potential. Com-
putational approaches (mol. docking and ADME prediction) used to
support the compd. design, as well as biol. activity evaluations, were
also discussed.

Keywords: hydroxycinnamic acids, steroidal sapogenins, pentacyclic
triterpenoids, conjugates, molecular docking, biological activity

Przedstawiono wyniki prac prowadzonych w tukasiewicz - Instytu-
cie Chemii Przemystowej w latach 2020-2025 w zakresie chemicznej
modyfikacji naturalnych metabolitéw roslinnych i ich bioaktywnych
pochodnych oraz koniugatéw. Badania obejmowaty derywatyzacje
kwasow hydroksycynamonowych (kwasy kawowe i kumarowe), ste-
roidowe sapogeniny (diosgenina i tigogenina), pentacykliczne triter-
penoidy (kwas ursolowy), a takze projektowanie i synteze koniugatéw
tych zwigzkdw z wybranymi aminokwasami, peptydami, fragmentami
heteroaromatycznymii metaloorganicznymi oraz chemioterapeutyka-
mi. Objete przegladem zwiazki wykazywaty potencjat przeciwnowo-
tworowy orazimmunomodulujacy. Przedstawiono rowniez narzedzia
bioinformatyczne - dokowanie molekularne i analize ADME - wspoma-
gajace projektowanie struktur chemicznych i ocene ich biologicznej
aktywnosci.

Stowa kluczowe: kwasy hydroksycynamonowe, sapogeniny steroido-
we, pentacykliczne triterpenoidy, koniugaty, dokowanie molekularne,
aktywnos¢ biologiczna

Dr Marcin CYBULSKI (ORCID: 0000-0002-4560-9317) ukonczyt
studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.
Stopien doktora nauk farmaceutycznych uzyskat na Wydziale
Farmaceutycznym Akademii Medycznej w Warszawie (obecnie
Warszawski Uniwersytet Medyczny). Pracuje jako lider obsza-
ru w Sekcji Chemii w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie
Chemii Przemystowej imienia Profesora Ignacego Moscickiego
w Warszawie. Specjalno$¢ - chemia organiczna, chemia lekdw.
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Drinz. Piotr KRZECZYNSKI (ORCID: 0000-0002-4978-5887) ukon-
czyt studia na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej
w specjalizacji synteza i technologia organiczna. Stopien dok-
& tora nauk medycznych i nauk o zdrowiu uzyskat na Wydziale
Farmaceutycznym Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego.
Do 2020 r. pracowat jako starszy specjalista w Zaktadzie Chemii
Instytutu Farmaceutycznego, a obecnie jako gtéwny specjali-
sta w Sekcji Chemii w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie
Chemii Przemystowej imienia Profesora Ignacego Moscickiego
" w Warszawie. Specjalnos¢ - chemia, synteza i technologia orga-
niczna, chemia lekéw oraz chemia medyczna, w tym synteza API.
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Fig. 1. Schematic representation of the reviewed compounds and their evaluation in the presented biological models

Rys. 1. Schemat ilustrujacy badane zwiazki oraz ich ocene w zastosowanych testach biologicznych

Metabolity wtorne roslin sg od dekad waznym zrodtem
struktur chemicznych o zré6znicowanej aktywnosci bio-
logicznej i stanowig podstawe do projektowania nowych
zwiazkoéw o potencjale farmaceutycznym i kosme-
tycznym. Szczegdlng role w tym zakresie odgrywaja
kwasy hydroksycynamonowe, sapogeniny steroidowe
oraz pentacykliczne triterpenoidy, ktore tacza dobra
dostepnos¢ surowcowa z obecnoscig reaktywnych grup
funkcyjnych sprzyjajacych racjonalnym modyfikacjom
strukturalnym.

Lukasiewicz-Instytut Chemii Przemystowej (L-IChP)
prowadzi badania nad chemiczng funkcjonalizacja meta-
bolitow roslinnych, koncentrujac si¢ na opracowywaniu
strategii syntezy ich pochodnych i koniugatow oraz na
ocenie ich aktywnosci biologicznej. W latach 2020-2025

prace te obejmowaty m.in. projektowanie koniugatow kwa-
sow hydroksycynamonowych z aminami i fragmentami
heterocyklicznymi, modyfikacje sapogenin steroidowych
(diosgeniny 1 tigogeniny) oraz pentacyklicznych triterpe-
noidow, takich jak kwas ursolowy, a takze syntez¢ hybryd
zawierajacych fragmenty metaloorganiczne (rys. 1).
Praca ma charakter przegladowy i stanowi syntetyczne
podsumowanie wybranych badan prowadzonych w latach
2020-2025 w L-IChP we wspoélpracy z Uniwersytetem
Wroctawskim, Uniwersytetem Medycznym w Biatymstoku,
Uniwersytetem Warszawskim, Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych PAN oraz Instytutem
Chemii Organicznej PAN, wczesniej opublikowanych w mig-
dzynarodowych czasopismach naukowych i/lub prezento-
wanych na miedzynarodowych konferencjach naukowych.

Dr inz. Maria MAZUR (ORCID: 0000-0003-0452-1594) w roku
2017 ukonczyta studia na Wydziale Chemicznym Politechniki
" Warszawskiej. W 2022 r. uzyskata stopien doktora w Katedrze
Chemii Organicznej tej samej uczelni. Od maja 2022 r. jest
pracownikiem badawczym w Sie¢ Badawcza tukasiewicz -
Instytucie Chemii Przemystowej imienia Profesora Ignacego
Moscickiego w Warszawie. Specjalno$¢ - chemia ferrocenéw
oraz zwigzkéw pochodzenia naturalnego.
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Mgr Sylwia ZURAWICKA (ORCID: 0000-0002-0026-073X) w roku
2022 ukonczyta z wyréznieniem studia na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Warszawskiego. Od czerwca 2022 r. byta stazystka
w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie Chemii Przemystowej
imienia Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie, a od
wrzesnia 2022 r. jest specjalistka Pionu Badawczego w Sekcji
Chemii. Specjalno$¢ - chemia i synteza organiczna, chemia
lekéw oraz chemia medyczna.
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Koniugaty naturalnych kwasow
hydroksycynamonowych ze zwigzkami
o dziataniu przeciwnowotworowym
oraz zwigzkami metaloorganicznymi

Niezadowalajace wyniki standardowych terapii (np.
schematu Folfirinox'?) w leczeniu raka trzustki stanowia
bezposredni impuls do poszukiwania nowych czasteczek
o wyzszej selektywnosci. Projektowanie zwigzkow tacza-
cych w jednej strukturze rézne farmakofory o komplemen-
tarnych mechanizmach dziatania stanowi obecnie jedno
z kluczowych podejs¢ w poszukiwaniu nowych zwigzkow
przeciwnowotworowych?®. Szczegblnie atrakcyjne w tym
kontekscie sg naturalne kwasy hydroksycynamonowe,
ktérym przypisuje si¢ zdolnos¢ modulowania stresu oksy-
dacyjnego. Moze to prowadzi¢ do zaburzenia homeostazy
redoks, peroksydacji lipidow oraz wplywu na przepusz-
czalno$¢ blon mitochondrialnych i ostatecznie aktywacji
mechanizméw $mierci komorek nowotworowych®.

W latach 2020-2025 w L-IChP opracowano serie ami-
dowych koniugatow kwasow hydroksycynamonowych
z czasteczkami farmakoforowymi chemioterapeutykow,
5’-deoksy-5-fluorocytydyng (5°-dFCR)> oraz indolo[2,3-b]
chinoling (DiMIQ)®. Zwiazki 5’-dFCR zaprojektowano
jako potencjalne proleki podatne na hydroliz¢ enzyma-
tyczng karboksyloesterazag CES2, bioragc pod uwagg jej
podwyzszona ekspresje w gruczolakoraku przewodowym
trzustki (PDAC)". Syntezy zwigzkow prowadzono z wyko-
rzystaniem klasycznych metod amidacji i estryfikacji oraz
z wykorzystaniem znanych grup ochronnych (rys. 2).
Struktury zwigzkow potwierdzono za pomoca spektroskopii
NMR oraz wysokorozdzielczej spektrometrii mas.

Aktywno$¢ cytotoksyczng zwigzkow oceniano w bada-
niach in vitro wobec linii raka trzustki AsPC-1 i BxPC-3
oraz fibroblastow NHDF (test MTT). Analogi zawierajace
fragment DIMIQ wykazywaly wyraznie wyzszg aktyw-
no$¢ przeciwnowotworowg w poréwnaniu z koniugatami
5’-dFCR, w niektérych przypadkach osiggajac wartosci
IC,, ponizej 1 uM. Rownoczesnie czg$¢ zwigzkow cha-
rakteryzowala si¢ korzystnym profilem selektywnos$ci
wzgledem komorek prawidtowych. Pochodne 5°-dFCR
(1-6) wykazywaly s$rednio nasilong aktywno$¢ wobec
linii AsPC-1, z warto$ciami IC,  w zakresie 37-133 uM
(tabela 1). Koniugaty byty bardziej aktywne wzgledem
pierwotnej linii BXPC-3 (IC, ) 14-45 uM). Analogi pera-

cetylowany 5 i1 semiacetylowany 6 charakteryzowaly si¢
zblizong, umiarkowang aktywnos$cig cytotoksyczng w obu
liniach nowotworowych. Koniugaty DiMIQ wykazywaty
silniejszg cytotoksycznos¢ niz pochodne 5°-dFCR. Sposrod
testowanych zwigzkow DiMIQ jedynie dwa (7 1 8) wyka-
zaty wyzsza lub poréwnywalng aktywno$¢ cytotoksyczng
w stosunku do wyjsciowego DiMIQ. Najbardziej aktyw-
ny zwigzek 8 wykazywat selektywnos$¢ wobec komorek
NHDF, z wartoscia wskaznika selektywnosci (SI) réwna
5, a takze okazat si¢ hemokompatybilny przy oznaczonym
poziomie hemolizy wynoszacym 1,5%.

Badania in silico, obejmujace dokowanie molekularne
oraz predykcje parametréw ADME/Tox, stanowily istotne
uzupehnienie badan eksperymentalnych. Wykazano w nich
m.in. silne oddziatywania koniugatow DiMIQ z DNA oraz
kompleksem DNA-topoizomeraza II, natomiast w przy-
padku koniugatow 5’-dFCR zaobserwowano potencjalne
wigzanie w centrum aktywnym karboksyloesterazy CES2,
sugerujace podatnosé tych zwiazkow na enzymatyczng
aktywacje.

Istotnym rozszerzeniem prac nad modyfikacja kwa-
sow hydroksycynamonowych byta synteza ich hybryd
z uktadami metaloorganicznymi, a konkretnie z ferroce-
nem. Polgczenie fragmentu ferrocenowego z bioaktyw-
nymi fenolowymi kwasami roslinnymi, takimi jak kwasy
hydroksycynamonowe, umozliwia otrzymanie koniugatow
faczacych w jednej strukturze whasciwosci redoks ferroce-
nu z potencjalem biologicznym naturalnych metabolitow
roslinnych®?. Badania modelowe nad syntezg koniugatow,
ktore tacza potencjat biologiczny naturalnych fenolokwa-
sow z aktywnoS$cig ugrupowania metalocenu, przeprowa-
dzono na acetylowanej pochodnej kwasu para-kumarowego
12. Umozliwito to wybor wiasciwej metody syntezy (reak-
cja Mitsunobu), optymalizacje warunkow i opracowanie
metodyki pozwalajacej na uzyskanie nowej klasy zwigzkow
przeznaczonych do dalszych badan przesiewowych pod
katem aktywno$ci przeciwnowotworowe;j.

Pochodne sapogenin steroidowych

Rosliny lecznicze stanowig istotne zrodlo zwigzkow
biologicznie aktywnych, czgsto wykazujacych wiasci-
wosci immunomodulujace'”. Naleza do nich sapogeniny
steroidowe, aglikony saponin, takie jak diosgenina (DSG,
(25R)-spirost-5-en-3/-ol) oraz tigogenina (TGG, (25R)-5a-

Joanna TOBIASZ (ORCID: 0000-0003-4856-9215) jest specjalista
w Pionie Wsparcia w Sekcji Chemii w Sie¢ Badawcza tukasiewicz
- Instytucie Chemii Przemystowej imienia Profesora Ignacego
Moscickiego w Warszawie, a wczesniej byta starszym specjalista
w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykéw w Zaktadzie Syntezy
i Technologii Chemicznej. Sprawuje nadzér nad sprzetem do
wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Specjalnos¢ - tech-
nologia organiczna, chemia lekéw oraz chemia medyczna.

' Ewa DOMINICZAK (ORCID: 0009-0007-4160-6577) jest spe-
| cjalista w Pionie Wsparcia w Sekcji Chemii w Sie¢ Badawcza
tukasiewicz - Instytucie Chemii Przemystowej imienia
Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie, a wczesniej byta
starszym specjalistg w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykéw
w Zaktadzie Syntezy i Technologii Chemicznej. Sprawuje nadzoér
nad sprzetem kontrolno-pomiarowym w Sekcji. Specjalnos¢ -
technologia organiczna, chemia lekéw oraz chemia medyczna.
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Fig. 2. Reaction conditions: (i) pyridine/DMAP/(CH,CO),0; (ii) SOCL/DCM; (iii) DCM/pyridine, -20 to -5°C > r.t.; (iv) anhyd. K,CO /CHCI /cat. MeOH; (v) CH,OH/CH CO-
Cl, r.t.; (vi) allyl bromide, anhyd. K,CO., acetone, r.t.; (vii) NaOH, H,0/MeOH; (viii) TBTU/DIPEA/DMF, r.t.; (ix) Et,SiH/Pd(PPh.) /DMF, r.t.; (x) anhyd. K,CO /DMF, r.t.;

(xi) PPh.,, DEAD, THF

Rys. 2. Warunki reakcji: (i) pirydyna, DMAP, (CH,CO),0; (i) SOCL,, DCM; (iii) DCM, pirydyna, od -20 do -5°C, nastepnie do temperatury pokojowej; (iv) bez-
wodny K,CO,/CHCL /kat. MeOH; (v) CH,OH, CH,COCI, temperatura pokojowa; (vi) bromek allilu, bezwodny K,CO,, aceton, temperatura pokojowa; (vii) NaOH,
H,0/MeOH; (viii) TBTU, DIPEA, DMF, temperatura pokojowa; (ix) Et,SiH, Pd(PPh,),, DMF, temperatura pokojowa; (x) bezwodny K,CO,, DMF, temperatura
pokojowa; (xi) PPh,, DEAD, THF
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Dr Marek KUBISZEWSKI (ORCID: 0000-0002-6144-2211) w roku
2000 ukonczyt studia na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Warszawskiego. W 2006 r. uzyskat stopiert doktora nauk che-
micznych na tym samym wydziale. Obecnie jest gtéwnym
specjalista Pionu Badawczego w Laboratorium Analityki
Farmaceutycznej w Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytucie
Chemii Przemystowej imienia Profesora Ignacego Moscickiego
w Warszawie. Specjalnosc¢ - spektroskopia NMR, IR i Ramana.

Jamie WOJTASINSKI (ORCID: 0009-0007-6060-776X) jest
studentem Il roku chemii na Uniwersytecie Oksfordzkim.
Dwukrotnie odbyt 2-miesieczne staze badawcze w Sieé
Badawcza tukasiewicz - Instytucie Chemii Przemystowej
imienia Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie (2024
i 2025 r.), w czasie ktérych zajmowat sie synteza zwigzkow
o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym oraz ana-
lizg ich wtasciwosci.




Table 1. ICs, values and selectivity index (SI) against PDAC cell lines and normal cell line determined in the MTT assay

Tabela 1. Wartosci cytotoksycznosci IC, oraz wspétczynnika selektywnosci (SI) wobec linii PDAC i komérek prawidtowych wyznaczone w tescie MTT

IC,, uM
Zwigzek AsPC-1 BxPC-3 NHDF
(rak trzustki) (rak trzustki) (komorki prawidtowe)
DIMIQ 1,62+0,13 0,89+0,05 2,33+0,35 1,44 2,62
Kapecytabina >200 > 200 >200 - -
5-Fluorouracyl (5-FU) 52,39+11,56 12,74+2.73 >200 - -
1 57,1542,06 13,60+2,48 96,49+5,79 1,69 7,10
2 69,26+4,00 26,93+1,64 98,54+10,46 1,42 3,66
3 37,00+3,20 20,18+2,43 60,04+3,17 1,62 2,98
4 81,47+3,60 45,09+4,20 116,17+2,71 1,43 2,58
5 90,07+4,53 31,59+0,82 121,30+4,32 1,35 3,83
6 132,60+5,67 23,16+1,25 163,40+4,33 1,23 7,06
7 2,64+0,29 0,81+0,06 2,30+0,16 0,87 2,86
8 0,34+0,09 0,35+0,05 1,7140,05 5,09 4,93

spirostan-3/-ol). Stanowig one atrakcyjne rusztowania
molekularne do dalszych modyfikacji chemicznych dzigki
sztywnemu szkieletowi i reaktywnej grupie hydroksylo-
wej w pozycji C-3. Przyjeta strategia badawcza zakladata
modyfikacje w tej pozycji poprzez wprowadzenie podstaw-
nikow biogennych aminokwasow, peptydow oraz kwasow
organicznych (rys. 3). Zmiana ta miala na celu uzyskanie
nowych zwiazkow o dziataniu przeciwnowotworowym i/
lub immunomodulujagcym!: 2.

Przeprowadzono badania in vitro (test MTT) na wybra-
nych liniach raka piersi i raka prostaty, wykazujac, ze pota-
czenie aglikonow z aminokwasami moze prowadzi¢ do
znaczgcego wzrostu aktywnosci cytostatycznej w porow-
naniu z wyjsciowym zwigzkiem naturalnym. Najciekawsze
wyniki uzyskano dla pochodnej tigogeniny z L-seryna (13),
ktora wykazata wysoka cytotoksycznos¢ wobec linii raka
piersi MCF-7 (IC, = 1,4 uM) (tabela 2).

Poza dziataniem cytotoksycznym, istotnym kierunkiem
badan byta ocena wlasciwosci immunomodulujgcych oraz
antyoksydacyjnych nowych pochodnych. Wiasciwosci
immunomodulujace okre$lono na podstawie analizy
wplywu badanych zwigzkow na ekspresje genow cytokin
pro- i przeciwzapalnych (IL-1, IL-4, IL-10, IL-12, TNF-a),
oznaczong metodg ilosciowej reakcji PCR w czasie rze-
czywistym (RT-PCR). Wykazano, ze pochodna tigogeniny
z kwasem L-glutaminowym 14 oraz diosgeniny z kwasem

kawowym 19 wykazuja zdolnos¢ do stymulacji produkeji
przeciwzapalnej interleukiny 10 (IL-10), przy jednocze-
snym braku indukcji cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1).
Wykonane badania modelowania molekularnego sugeruja,
ze efekt ten moze by¢ mediowany przez interakcje z recep-
torem glikokortykoidowym.

W kontekscie potencjalnych zastosowan w leczeniu
chorob skory, kluczowa okazala si¢ tez derywatyzacja dios-
geniny kwasami o znanym potencjale antyoksydacyjnym.
Wprowadzenie ugrupowania kwasu p-aminobenzoesowego
(PABA) pozwolito na uzyskanie zwigzku 20 o silnych wita-
sciwosciach przeciwutleniajgcych, zdolnego do hamowa-
nia peroksydacji lipidow i nie wykazujacego toksycznosci
wobec prawidtowych fibroblastow skory (NHDF) ani
dziatania hemolitycznego.

Istotnym rozszerzeniem badan bylo opracowanie i otrzy-
manie nowej klasy koniugatow diosgeniny, w ktorych agli-
kon potaczono z fragmentem ferrocenowym za posrednic-
twem aminokwasowego tacznika o konfiguracji D lub L.
Zwiazki oceniono pod katem aktywnosci cytotoksycznej in
vitro wobec linii raka piersi MCF-7 i MDA-MB-231 oraz
fibroblastow skory ludzkiej (NHDF). Pochodne zawierajace
D-aminokwasy wykazywaly wyzszg aktywno$¢ biologiczng
niz ich L odpowiedniki, a najaktywniejsze z nich (IC, ok.
10 uM) zakwalifikowano do dalszych badan mechanizméw
dziatania in vitro. Przeprowadzone obliczenia in silico

Michat ZIELINSKI (ORCID: 0009-0006-2621-9838) jest studentem
IV roku kierunku lekarskiego na Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym. Laureat wyrdznier na Studenckim Ogélnopolskim
Forum Radiologicznym (SOFoR XII) oraz 21. Miedzynarodowej
Konferencji WIMC. Od 2022 r. zwigzany z Sekcja Chemii w Sie¢
Badawcza tukasiewicz - Instytucie Chemii Przemystowej imie-
nia Profesora Ignacego Moscickiego w Warszawie, do ktére-
go zostat przyjety w ramach | edycji programu ,,Olimpijczycy
w tukasiewiczu”. Specjalno$¢ - medycyna, chemia lekdw, che-
mia organiczna, farmacja.

Inz. Aleksandra DYGA (ORCID: 0009-0007-9352-3511) w roku
2025 ukonczyta studia inzynierskie na kierunku technologia
¥ chemiczna na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej.

| Obecnie finalizuje studia magisterskie na tej samej uczelni
I w specjalnosci chemia medyczna. Jest specjalistka Pionu
I Wsparcia w Sekcji Chemii w Sie¢ Badawcza tukasiewicz
| - Instytucie Chemii Przemystowej im. Profesora Ignacego
Moscickiego w Warszawie. Specjalno$¢ - synteza organiczna,
| chemia lekéw oraz chemia medyczna.
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Fig. 3. Synthesis of diosgenin and tigogenin conjugates; reaction conditions: (i) DCC, DMAP, DCM; (ii) HCI/EtOAc; (iii) TBTU, HOBt, DIPEA; (iv) DCC, DMAF, THF;
(v) 3,4-allyloxycinnamic acid, DCC, DMAP, DCM; (vi) 1,3-dimethylbarbituric acid, Ph P, Pd(OAc),; (vii) H,, Pd/C, AcOEt

Rys. 3. Synteza koniugatéw diosgeniny i tigogeniny; warunki reakgji: (/) DCC, DMAP, DCM; (ii) HCI/AcOEt; (iii) TBTU, HOBt, DIPEA; (iv) DCC, DMAP, THF;
(v) kwas 3,4-alliloksycynamonowy, DCC, DMAP, DCM; (vi) kwas 1,3-dimetylobarbiturowy, Ph,P, Pd(OAc),; (vii) H,, Pd/C, AcOEt

Table 2. IC_ cytotoxicity values (mean + SEM) against breast cancer and pros-
tate cancer cell lines determined in the MTT assay

Tabela 2. Wartosci cytotoksycznosci IC, (Srednia + SEM) wobec linii nowo-
tworowych raka piersi i raka prostaty wyznaczone w tescie MTT

. IC,, uM
Zwiazek .
MCF-7 (rak piersi) PC-3 (rak prostaty)

Diosgenina (DSG) 21,0£3,6 10,0£2,9
Tigogenina (TGG) > 100 > 100

13 1,4+1,3 10,0£2,3

14 70,0+7,4 > 100

15 3,442.9 7,54£2,1

16 4,0+2,7 7,5+3,8

17 5,4+3.7 10,0+1,9

18 5,0£2,3 11,0423

wykazaty zroznicowanie energii wigzania analizowanych
ligandow w obrebie modeli receptora transferryny (TFRC)
oraz receptora estrogenowego (ESR1). Wyniki badan
biologicznych i obliczeniowych oraz oceny wtasciwosci
drug-likeness wskazaty, ze otrzymane koniugaty stanowig
obiecujacy punkt wyjscia do dalszych badan nad zwigzkami
o interesujgcym profilu przeciwnowotworowym.

Pochodne pentacyklicznych triterpenoidow

Pentacykliczne triterpenoidy stanowig atrakcyjne szkie-
lety wyjsciowe do modyfikacji chemicznej ze wzgledu
na obecno$¢ reaktywnych grup funkcyjnych. Kluczowe
znaczenie majg pozycje: C-3, zlokalizowana w pierscieniu
A i zawierajaca grupe hydroksylowa, oraz C-28, w ktorej

Drhab. n. farm. Agnieszka GORNOWICZ (ORCID: 0000-0002-0945-
7870) ukonczyta studia na Wydziale Biologii i Biotechnologii
Uniwersytetu Warminsko-Mazurskiego. Stopiert doktora nauk
farmaceutycznych uzyskata w 2015 ., a stopier doktora habili-
towanego w 2022 r. Pracuje jako adiunkt naukowo-dydaktycz-
ny w Zaktadzie Biotechnologii na Wydziale Farmaceutycznym
z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku. Jej dziatalno$¢ naukowa obej-
muje badania biologiczne nowych zwiazkéw o potencjalnym
dziataniu immunomodulujgcym oraz przeciwnowotworowym.
Specjalnosc¢ - biologia molekularna.
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Prof. dr hab. Anna BIELAWSKA (ORCID: 0000-0001-9164-8440) od
roku 1982 pracuje na Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku,
gdzie w 1988 r. uzyskata stopient naukowy doktora. W 2004 r.
uzyskata na Akademii Medycznej im. Feliksa Skubiszewskiego
~w Lublinie stopien naukowy doktora habilitowanego nauk
farmaceutycznych. W 2012 r. otrzymata tytut naukowy pro-
fesora. Pracuje jako kierownik w Zaktadzie Biotechnologii
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. Specjalnosc¢ - bio-
chemia, chemia lekow.
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Fig. 4. Synthesis of ursolic acid conjugates; reaction conditions: (i) DCC, DMAF, DCM; (ii) TBTU, HOBt, DIPEA (iii) HCl/

L-Glu 21
L-Ser 22

EtOAc; (iv) H,, Pd/C, AcOEt

Rys. 4. Synteza koniugatéw kwasu ursolowego; warunki reakgji: (/) DCC, DMAP, DCM; (ii) TBTU, HOBt, DIPEA; (iii)

HCI/AcOEL; (iv) H,, Pd/C, AcOEt

L-le 24
L-Pro 25
L-Leu 26
L-Phe 27

L-Ale-L-lle 28
L-Ala-LPro 29
L-Leu-L-Pro 30

wystepuje grupa karbok-
sylowa. Rozmieszczenie
tych grup funkcyjnych
umozliwia ich modyfikacje
dodatkowymi fragmentami
strukturalnymi, co utatwia
racjonalne projektowanie
nowych pochodnych.

W L-IChP w ostatnich
latach otrzymano i zbadano
pochodne kwasu ursolo-
wego, wykorzystujac dwie
strategie jego modyfikacji:
(i) selektywng funkcjonali-
zacje grupy hydroksylowej
w pozycji C-3, prowadzaca
do estrow aminokwasowych
i dipeptydowych'® oraz (if)
modyfikacje pozycji C-28
umozliwiajgca sprzeganie
czasteczki kwasu za posred-
nictwem 4- lub 6-weglowe-
go lacznika z wybranymi
zasadami pirymidynowy-

- . . - mi'? (rys. 4)

Table 3. ICs, cytotoxicity values (mean + SEM) against breast cancer cell lines determined in the MTT assay e
Tabela 3. Wartosci cytotoksycznosci IC_ (Srednia + SEM) wobec linii nowotworowych raka piersi wyznaczone w te- W seru pochpdpych
$cie MTT aminokwasowych i dipep-
o UM tydowych (tabela 3)

Zwigzek

wyroznialy si¢ 3 zwigzki

MCEF-7 (rak piersi) MDA-MB-231 (rak piersi) ;
Ester metylowy kwasu ursolowego > 10043 32,542 SCI{::II:Ii%mOl%VgZSI;IHZZ?:E;
w

Kwas ursolowy (UAZ)I >51 f;(i 3 j?(f:j} piersi (MDA-MB-231 i/lub
MCF-7): pochodna L-seryny

= Vel sl 22, pochodna L-proliny 25

23 44+2 17,5+1 oraz pochodna L-alanylo-

24 T4+2 22+] L-izoleucyny 28. Dla tych

25 42+1 14+1 zwigzkow przeprowadzono

26 7042 22+1 dodatkowe badania bioche-

27 > 10043 3042 miczne. Pochodne 22 i 28

28 5042 1741 istotnie zwigkszaly poziom

29 Q142 17.541 markgréw apoptozy (biatka

0 p— 17,541 Bax i enzymu kaspazy),

a tylko zwigzek 25 istotnie

Prof. dr hab. Bartosz TRZASKOWSKI (ORCID: 0000-0003-
2385-1476) jest profesorem nauk chemicznych i liderem
grupy w Centrum Nowych Technologii (CeNT) Uniwersytetu
Warszawskiego. Przed dotaczeniem do CeNT pracowat
w California Institute of Technology w grupie Williama Goddarda
oraz na Wydziale Chemii University of Arizona w grupie Ludwika
Adamowicza, w interdyscyplinarnych projektach taczacych
elementy chemii, biochemii, biologii i inzynierii materiatowe;j.
Specjalno$¢ - mechanistyczny opis proceséw katalitycznych,
modelowanie zwigzkéw makrocyklicznych oraz projektowanie
lekow i zwigzkéw biologicznie czynnych.

Dr inz. Olga MICHALAK (ORCID: 0000-0002-1067-4223) ukon-
czyta studia na Wydziale Chemicznym Politechniki £odzkiej.
Stopien doktora nauk chemicznych uzyskata w CBMiM PAN
(Zaktad Chemii Bioorganicznej). Pracuje jako lider obszaru
oraz kierownik Sekcji Chemii w Sie¢ Badawcza tukasiewicz
- Instytucie Chemii Przemystowej imienia Profesora Ignacego
Moscickiego w Warszawie. Specjalnos$¢ - chemia organiczna,
chemia lekéw i peptydow.

* Adres do korespondencji:

Sie¢ Badawcza tukasiewicz - Instytut Chemii Przemystowej imienia Profesora Ignacego
Moscickiego, ul. Rydygiera 8, 01-793 Warszawa,

e-mail: olga.michalak@ichp.lukasiewicz.gov.pl
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Fig. 5. Synthesis of pyrimidine base-ursolic acid conjugates; reaction conditions: (i) K,CO., 1,4-dibromobutane or 1,6-dibromohexane, DMF, r.t.; (ii) K,CO,, DMF,

50°C

Rys. 5. Synteza koniugatéw zasad pirymidynowych i kwasu ursolowego; warunki reakgji: (i) K,CO,, 1,4-dibromobutan lub 1,6-dibromoheksan, DMF, tem-

peratura pokojowa; (ii) K,CO,, DMF, 50°C

zwigkszal stezenia markerow autofagii LC3A i LC3B
w porownaniu z kontrola, indukujac jej szlak w komorkach
nowotworowych. Ponadto badane koniugaty wykazaty efekt
antymetastatyczny, zmniejszajac stezenie metaloproteinaz
MMP-9 i MMP-2 w komoérkach nowotworu przerzutowego
MDA-MB-231. Co wigcej, w komorkach MDA-MB-231
zwigzek 25 obnizat poziom dwoch cytokin prozapalnych
(TNF-a11L-6), podczas gdy zwiagzek 22 zmniejszyt jedynie
stezenie TNF-o.

Przeprowadzone badania dokowania molekularnego
wykazaty duze teoretyczne powinowactwo pochodnych
aminokwasowych/peptydowych do miejsca aktywnego
receptora estrogenowego z wartosciami szacunkowymi
wyzszymi niz w przypadku referencyjnego estradiolu.
W obliczeniach in silico zidentyfikowano dwie potencjalne
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pozycje wigzania ligandéw w miejscu aktywnym receptora
estrogenowego.

Drugi kierunek badan obejmowat modyfikacje w pozycji
C-28 kwasu ursolowego poprzez wprowadzanie fragmen-
tow zasad pirymidynowych za posrednictwem alifatycz-
nych tacznikoéw. Otrzymane bromoalkilowe estry kwasu
ursolowego C-28 (4- lub 6-weglowe 31, 32) taczono
z odpowiednimi zasadami (uracyl, tymidyna, 6-metylura-
cyl, 2-tiouracyl), uzyskujac zwigzki mono- (33-38, 47-50)
oraz bispodstawione (39—46) (rys. 5).

W badaniach in vitro wykazano aktywnos¢ przeciw-
nowotworowa dla monopodstawionych pochodnych,
szczegdlne z krotszym tacznikiem 4-weglowym.
Bispochodne o duzej masie czasteczkowej (39—46)
okazaty si¢ biologicznie nieaktywne, najprawdopo-
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Table 4. IC, cytotoxicity values against MCF-7, MDA-MB-231 and human normal cells (skin fibroblasts and bronchial epithelium)

Tabela 4. Wartosci cytotoksycznosci IC, wobec linii nowotworowych raka piersi i normalnych komérek ludzkich (fibroblasty skéry NHDF i nabtonek oskrze-
lowy BEAS-2B)

Zwigzek X -MB-2

: (l'gf(gfelli) Mgﬁi g/llgjl (et s
Kwas ursolowy (UA) 25,72+2 13,07+1 32,28+2.46 16,02+1,76

33 19,662 12,64+1 18,20+2,24 15,93+0,35

34 17,0441 9,24+1 >100 > 100

35 14,00+1 5,83=£1 26,88+1,69 60,22+3,77

36 36,3142 33,1442 35,1542,62 17,5442,11

37 17,00+£2 12,10+1 24,95+2,34 16,7942,15

38 > 100 42,0642 - -

39 > 100 > 100 - -

40 > 100 > 100 - -

41 > 100 > 100 - -

42 > 100 > 100 - -

43 > 100 > 100 - -

44 > 100 > 100 - -

45 > 100 > 100 - -

46 > 100 > 100 - -

47 15,96=+1 19,43+2 > 100 > 100

48 40,84+2 36,3142 - -

49 24,5442 20,4242 19,0342,11 15,7142,15

50 45,172 58,5942 > 100 > 100
Doksorubicyna (DOX) 3,94+0,51 6,08+0,38 > 100 > 100

dobniej z powodu ograniczonej penetracji przez btone
komorkows.

Pie¢ zwiazkoéw (33-35, 37 oraz 47) znaczaco obnizyto
zywotno$¢ komorek oraz zahamowato proliferacje linii raka
piersi MCF-7 i MDA-MB-231 (tabela 4). W poréwnaniu
z obiema prawidtowymi liniami komérkowymi zwigzki 34
1 35 wykazaty najwyzszy stopien selektywnosci cytotok-
sycznej wobec linii potrdjnie ujemnego raka piersi (TNBC)
MDA-MB-231. Wyznaczony wskaznik selektywnos$ci (SI)
dla zwigzku 34 wynosit powyzej 10 w odniesieniu do obu
badanych linii komérek prawidtowych. W przypadku
zwigzku 35 wynik ten zaobserwowano, poréwnujac efekt
cytotoksyczny MDA-MB-231/BEAS-2B.

Ponadto zbadano wplyw zwigzkdéw na biosynteze kolage-
nu, mierzong inkorporacja 5-[*H]proliny, identyfikujac ana-
logi 34 i 35 jako najskuteczniejsze w tym badaniu. Analiza
zmian poziomu biatek (p53, Bax) wskazata, ze zwigzki 33,
35, 37 i 50 moga dziala¢ poprzez mechanizm mitochon-
drialnej aktywacji apoptozy w komoérkach nowotworowych
MDA-MB-231. Stwierdzono rowniez, ze wszystkie zwiazki
obnizaja poziom biatka Akt w komorkach MDA-MB-231,
przy czym najsilniejsze dzialanie wykazaty 33, 351 49.

Sposrod catej serii analog 35 wykazal w testach wysoka
aktywnosc¢ cytotoksyczng i1 antyproliferacyjng w obu bada-
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nych liniach komoérek raka piersi. Zostaty potwierdzone
jego wiasciwosci przeciwnowotworowe w testach bioche-
micznych, jak rowniez zostata wykazana jego selektywnos¢
wobec komorek TNBC MDA-MB-231. Zwiazek 35 zwigk-
szal poziom biatek p53 i Bax w komorkach MDA-MB-231,
znaczgco obnizal poziom Akt w komorkach MCF-7 oraz
skutecznie hamowatl biosynteze kolagenu.

W celu oszacowania potencjalnego dziatania biologicz-
nego nowych hybryd na podstawie ich wtasciwosci fizyko-
chemicznych wykonano obliczenia ADME oraz dokowanie
do kinazy Akt (rys. 6). Wyniki dokowania molekularnego
wykazaty, ze preferowanym sposobem wigzania wszyst-
kich hybryd jest interakcja z nieaktywng forma kinazy Akt,
podobnie jak w przypadku znanych allosterycznych inhi-
bitorow Akt. Warto$ci energii swobodnej Gibbsa wigzania
z konformacja aktywna lub domeng PH przewidywaty naj-
nizszg energi¢ wigzania dla aktywnej konformacji zwigzku
49, przy czym jego pozycja wigzania odpowiadata pozycji
lekéw capivasertib i miransertib.

Podsumowanie

Badania prowadzone w latach 2020-2025 w Lukasiewicz
— Instytucie Chemii Przemyslowej potwierdzajg, ze
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Fig. 6. a) The predicted (cyan) and experimental (green) binding pose of miransertib in the 5KCV crystal structure; b) the predicted binding pose of the ursolic
acid (UA) in the 5KCV crystal structure; c) the predicted binding pose of compound 33 in the 5KCV crystal structure; d) the predicted binding site of derivative 49
in the inactive form of Akt (4GV1 crystal structure); Fig. 6 has been created using PyMOL Molecular Graphics System version 1.3 (https://pymol.org)

Rys. 6. a) Przewidywana (kolor cyjan) i eksperymentalna (kolor zielony) pozycja wigzania miransertibu w strukturze krystalicznej 5KCV; b) przewidywana
pozycja wigzania kwasu ursolowego (UA) w strukturze krystalicznej 5KCV; c) przewidywana pozycja wigzania zwigzku 33 w strukturze krystalicznej 5KCV;
d) przewidywane miejsce wigzania pochodnej 49 w nieaktywnej formie Akt (struktura krystaliczna 4GV1); rys. 6 zostat utworzony za pomoca systemu gra-

fiki molekularnej PyMOL w wersji 1.3 (https://pymol.org)

metabolity roslinne stanowig uniwersalng i elastyczng
platforme¢ do projektowania bioaktywnych pochodnych
o zroznicowanych wlasciwosciach biologicznych. Przeglad
przedstawionych prac wskazuje, ze racjonalna modyfikacja
kwasow hydroksycynamonowych, sapogenin steroidowych
oraz pentacyklicznych triterpenoidéw pozwala skutecznie
ksztaltowac aktywno$¢ biologiczna i potencjalne wlasciwo-
sci uzytkowe otrzymywanych zwigzkow. Obok pochodnych
wykazujacych silng aktywnos$¢ cytotoksyczng w badaniach
zidentyfikowano czasteczki, ktore pomimo braku toksycz-
nos$ci wobec linii nowotworowych oraz komorek prawidto-
wych, wykazaty unikalne wtasciwosci immunomodulujace
zwigzane z modulacjg poziomu interleukin pro- i przeciw-
zapalnych.

To wlasnie te niecytotoksyczne zwigzki o potencjale
przeciwzapalnym staly si¢ podstawa do zainicjowania mig-
dzynarodowego projektu ,,Nowoczesne formulacje farma-
ceutyczne pochodnych zwigzkow naturalnych do aplikacji
bezposredniej na skore (AtopiCure)”, dofinansowanego
ze srodkow Narodowej Agencji Wymiany Akademickiej
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(NAWA) w ramach programu ,,Partnerstwa Strategiczne
NAWA”.

Istotng wartoscig omdéwionych badan jest ich interdy-
scyplinarny charakter, taczacy synteze organiczng z oceng
aktywnosci biologicznej oraz analizami in silico, a takze ich
ukierunkowanie na potencjalne zastosowania aplikacyjne.
Prace te wpisuja si¢ w wieloletnig tradycj¢ badan prowadzo-
nych w Instytucie i ilustruja cigglos¢ rozwoju kompetencji
naukowych oraz wspotpracy z osrodkami akademickimi
w kraju i za granica.

Podziekowania

Autorzy sktadajg serdeczne podzigkowania wspotautorom
publikacji Zrodtowych cytowanych w tekscie, niebedgcym
wspotautorami niniejszego przeglqdu, w szczegolnosci.:
dr Katarzynie Sidoryk, dr Annie Jaromin, dr Magdalenie
Zarembie-Czogalli oraz dr Karolinie Krolewskiej-Golinskiej.

Badania zostaly sfinansowane przez polskie Ministerstwo
Nauki i Szkolnictwa Wyziszego w ramach projektu
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Stosowane skroty:

AcOEt — octan etylu

ADME - absorpcja, dystrybucja, metabolizm i wydalanie
AsPC-1 — linia komorkowa przerzutowego raka trzustki
(wodobrzusze)

BEAS-2B — linia komérkowa prawidlowego nabtonka
oskrzelowego

Boc — grupa fert-butyloksykarbonylowa

BxPC-3 — linia komérkowa pierwotnego raka trzustki
DCM - dichlorometan

DEAD - azodikarboksylan dietylu

DIPEA — N,N-diizopropyloetyloamina

HCA — kwasy hydroksycynamonowe

HOBt — 1-hydroksybenzotriazol

HRMS — wysokorozdzielcza spektrometria mas

HUVEC - komorki $rodbtonka zyty pepowinowej czto-
wieka

MCF-7 — linia komorkowa raka piersi (hormonozalezna)
MDA-MB-231 — linia komoérkowa raka piersi (potrojnie
ujemna)

MTT - bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylo-
tetrazoliowy

NHDF — prawidtowe fibroblasty skory ludzkiej
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NMR — magnetyczny rezonans jagdrowy

PC-3 — linia komoérkowa raka prostaty (wywodzaca si¢
z przerzutu do kosci)

Ph,P — trifenylofosfina

SEM — btad standardowy $redniej (standard error of the
mean)

TBTU — tetrafluoroboran 2-(1H-benzotriazol-1-ilo)-1,1,3,3-
-tetrametylouroniowy

THF — tetrahydrofuran
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