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Gtowne metody leczenia nowotworow

Leczenie — zniszczenie | usuniecie z ustroju komorek
nowotworowych

Gtowne metody:
- chirurgia
- radiologia
- chemioterapia (ok. 23 % przypadkow), obecnie
w Europie Zachodniej i USA stosuje sie 155 lekow
przeciwnowotworowych z tego substancje

pochodzenia naturalnego stanowig 60-67 %

Neidle S. (Ed.) Cancer Drugs Design and Disco#08, Elsevier, Amsterdam.
Wiart Ch., Lead Compounds from Medicinal Plantstfa Treatment of Cancer, 2013, Elsevier, Amsterdam



Kamptotecyna: R;= R,=R3=H

Topotecan: R;= OH, R,= CH,CH,NMe,, R;=H

Irinotecan: Ry= OCON<:>fN > X HCI

R2= H, R3= Et
(Exatecan, belotecan, elomotecan, diflomotecan)

(Rak odbytnicy, piersi, jajnika;otadka, watroby, nerki)

- W Lla W v

@ﬁmptOtheCa acumlnatat*‘.‘, W \Wall M.E., Wani M.C ., Cooke C.E.J.Am.Chem.So088, 1966, 3888.

(XI ShU) - VR Avendano C., Menendez J.C., Medicinal Chemistry of Anticancer
> e Y Drugs, 2008, Elsevier, Amsterdam.



ZwiazKki o dziataniu antymitotycznym

R,0O o O}
RNH O

OH

H
OHppco AcO

Paklitaksel (taksol) R= COPh, R=Ac
Docetaksel R= COO(CH),, R,= H

(Rak jajnikéw, piersi, ptuc)

Zawarta¢ taksolu w korze drzewa: 100 — 150 mg/kg
S e S i g 1 00 |etnie drzewo = 3 kg kory = ok. 300 mg taksolu
,.,__r_ ' S o NLEDERY 1 kg taksolu = 10 000 kg kory = 3000 drzew = oK) pacjentow

Wani M. C., Taylor H. L.,Wall M. E ., Coggen P., McPhail A. T.,
J. Am. Chem. Sqcl971, 93, 2325.



Brzozazrodtem substancji o
witasciwosciach leczniczych

Brzoza:

- wystepuje w umiarkowanej strefie potkuli pdéinocnej

- uznawana jest jako drzewo narodowe Rosji

- Krzysztof Kluka,Dykcyonarz relinny, 1787 (pierwsza wzmianka o
budowie i wykorzystaniu leczniczym brzozy)

- W lecznictwie stosuje @i liscie brzozy, pczki brzozy, sok brzozowy,
kore brzozy, dziegié.

W medycynie ludowej k@rbrzozy stosowano:

- przy przezgbieniach i chorobach skory,

- w leczeniu dolegliwéci przewodu pokarmowego (biegunka,
czerwonka bakteryjna),

- do sterylizacji ran (Wheeler, 1899).
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Brzoza brodawkowata
(Betula verrucosa)



Triterpeny wystepujace w korze brzozy brodawkowatej Betula pendula) i brzozie
omszonej Betula pubescens)

Triterpeny

Betulina 1,8-14% 0,36-44%
Aldehyd betulinowy 0,032% 0,024%
Kwas betulinowy 0,021% 0,019%
Lupeol 0,2% -
Kwas acetyloleanowy 0,01% 0,011%
Kwasy oleanowy i ursulowy 0,4% 0,054%
Garbniki 4-15% 2,3%
Olejki eteryczne 0,052% 0,052%

Zyryanova O.A, Terazawa M., Koike T., Zyryanov VHyrasian J. For.Res2010; 13 (1): 25-40



|zolacja betuliny

sublimacja

»
|

200°C, 3,3 kPa

Pierwsza izolacja betuliny na drodze

Brzoza brodawkowata . .
(Betula verrucosa) sublimacji — 1788 .

Johann Tobias Lowitz(ur. Gottingen,
25.04.1757, zm. St. Petersburg, 17.11.1804)

Lowitz J.T.,Crell's Chem. Ann1788, 1, 312.




|zolacja betuliny

L AT . .
X ,}ﬁ;r;a;-,,, ekstrakcja krystalizacja

]

r"

betulina

Przy stopniu rozdrobnienia kory 0,15-1,5 mm proces ekstrakcji nigyzatbrodzaju rozpuszczalnika,
natomiast przy rozdrobnieniu 0,8-4,0 mm wptyw rozpuszczalnika uktade sas¢pujacym
porzadku: dichlorometan < izopropanol < 2-bytanol = aceton < metanol < etanol

Brzoza brodawkowata

Betula verrucosa . . . .
( ) Tolstikov G. A., Flekhter O. B., Shultz E.E., Baltina L. A., Tolstikov A. Ghem. Sustain. DevelgR005, 13,

1-29.



Struktura krystaliczna solwatu betulina-
DMSO (1:1)

Kat torsyjny C29-C20-C19-C2P) -96,8
Kat torsyjny C29-C20-C19-C2P)( 88,6

Wiazania wodorowe (A): O1 —H1....02 2,16,
07 2 05 185

Boryczka S., Michalik E., Jastfaska M., Kusz J., Zubko M.,dBenek E.,J.Chem.CrystallogR011; (42): 345-351.

* Solwat betulina-etanol
Drebushchak T., Mikhailenko M., Brezgunowa M., Stigkneider T., Kuznetsova 3.Struct.Chen010; (51): 798-

801.



Otrzymywanie kwasu betulinowego z betuliny

Metoda chemiczna

CrOz/ bSOy NaBH,
S — >
aceton/0C THF
e
- . Wyd. 71 %
betulina kwas betulonowy kwas betulinowy

. (30 : 3B =5 : 95)
Metoda elektrochemiczna

OH  TEMPO CHo  NaClo; lub KCIO,

DMFA NaH,PO,
i B
50°C HO CH.Cl,
4 0 3 0
Wyd. 72-92 % Wyd. 86 %

Kim D.S.H.L., Chen Z., Nguyen V.T., Pezzuto, Qiu S., Lu ZZmnthetic Comni.997; 27 (9): 1607-1612
Menard H., Cirtiu C.M., Lalancette J-M., Ruest L., Kaljaca Z., PCT 2006, 1063464% A\bs. 2006, 604456



Struktura krystaliczna solwatu kwasu
betulinowego-DMSO (1 : 1)

Wiazania wodorowe (A)O1 —H1....04 2,02; 03 _H3-. 04 180

Boryczka S., Bbenek E., Jastegbska M., Kusz J., Zubko MZ.Kristallogr. 2012; 227, 379-384



Orientacja grupy izopropenylowe] w solwatach:
betulina-DMSO, betulina-EtOH, kwas betulinowy-
DMSO

betulina-DMSO

betulina-etanol kwas betulinowy-DMSO

Kat torsyjny opisujcy
utézenie grupy izopropenylowej
C29-C20-C19-C219: -96,8 88,6 * 112

Boryczka S., Bbenek E., Jastebska M., Kusz J., Zubko MZ.Kristallogr. 2012; 227, 379-384.
* Drebushchak T., Mikhailenko M., Brezgunowa M. aRhtshneider T., Kuznetsova S.,
J.Struct.Chen2010; (51): 798-801



Aktywno §¢ przeciwnowotworowa kwasu
betulinowego

Pocatek zainteresowania kwasem betulinowym — rok 199puwalikacji Pisha
| wsp.*
- wysoka selektywn&@ dziatania
- brak toksycznéci w odniesieniu do komorek zdrowych w dawkach do
540 mg/kg m.c.
- mechanizm dziatania
- Indukcja procesu apoptozy
- hamowanie aktywnii topoizomerazy |
- hamowanie procesu angiogenezy
- wysoka aktywné&¢ wobec komaorek linii opornych na inne leki
(np. doksorubicye)
- synergistyczne dziatanie z innymi lekami (np. nkvystyn,
doksorubicyn, etopozydem, paklitakselem)

*Pisha E., Chai H., Lee I.S., Chogwedera T.E., Fransworth N.R., Cordell G.A., B&W&v., Fong H.H.S., Kinghorn A.D.,
Brown D.M.,Wani M.C., Wall M.E ., Hieken T.J., Das Gupta T.K., Pezzuto J.Mature Med1995; (1): 1046-1051



Odkrywcy taksolu | kamptotecyny

Dr Mansukh Wani Dr Monroe Wall

Taksol Taksol
Kamptotecyna Kamptotecyna

RINH O Kwas betulinowy Kwas betulinowy
wo Harringtonina
o L o Homoharringtonina

e

R,O 6 OH



Aktywno §¢ przeciwnowotworowa betuliny

Betulina posiada stabsze dziatanie przeciwnowotweraiz kwas betulinowy
(wobec takich komoérek: czerniak, nerwiak niedojyzbtataczki HL60, K526)

Zalety:
- brak toksycznéci w odniesieniu do komorek zdrowych w dawkach do
500 mg/kg m.c.
- mechanizm dziatania
- indukcja procesu apoptozy
- hamowanie aktywnii topoizomerazy |l
- synergistyczne dziatanie z innymi substancjami mgholesterolem)
- latwa dosgpnas¢ w duzych ilosciach bez wikszych naktadow
finansowych

Nie jest do kaca wyjanione czy aktywn§ betuliny wynika z jej wigciwosci,
czy ulega ona utlenieniu w uktadzie biologicznymksiasu betulinowego



Zaleznosé struktura- aktywno §¢ przeciwnowotworowa pochodnych
betuliny wobec komorek ludzkiego czerniaka MEL-2

AcO

betulina kwas betulinowy kwas 3-acetylobetulinowy
EDso> 20 pg/ml EDso= 1,2 pg/mi EDse= 6,9 pg/ml

z,
)J “,

kwas betulonowy kwas dihydrobetulonowy aldehyd betulonowy
EDso = 0,9 pg/ml) EDs, = 0,7 pug/mi EDy, = 7,4 pg/ml

Cichewicz R., Kouzi S.AMed.Res.ReV2004; (24): 90-114.
Kim D.S.H.L., Pezzuto J.M., Pisha Bigorg.Med.Chem.Le{t1998; (8): 1707-1712.



Dlaczego acetylenowe pochodne betuliny ?

O
]

/ —C--(X)--C=C—

HO

Ugrupowanie acetylenowe

- zaliczane jest do jednej z waejszych grup funkcyjnych w chemii organicznehemii medycznej

wystepuje w wielu zwizkach pochodzenia naturalnego

powoduje zwgkszenie aktywngci biologicznej

zwigksza lipofilowa¢ zwigzku organicznego

poprawia przenikanie zwzku przez btony komérkowe

umazliwia dalsz modyfikacg chemiczi



OH

ROCOCI

—

benzen/pirydyna

HO

5a R=CH,C=CH

5

5¢ R=CH,C=—CCHjs

5a 69 3,20,4 7,21,7 9,207,1 2,90,2 3,%2.8
5b 64 5,2t1,4 6,%2,3 22,611,9 3,681,3 19,5%13,9
5¢c 54 6,8:2,9 20,1%5,3 36,%6,3 5,528 28,417,6
6a 27 Neg Neg Neg 334L,7 Neg
6b 23 Neg Neg Neg Neg Neg
6C 28 Neg Neg Neg 50,4¢B1,1 Neg
kwas betulinowy 8,7+2,6 5,41,1 13,212,0 6,83,9 26,%3,7
betulina 10,9t5,5 32,410,7 22,9154 5,5+3,3 47,37,9
cisplatyna 2,0£0,5 3,#1,0 2,20,5 0,%0,3 2,%#0,3

Reakcje betuliny z chloromrowczanami acetylenowymi

6a R=CH,C=CH
6c R:CH2C:CCH3

Tabela 1. Aktywné¢ cytotoksyczna pochodnydhi 6 w

testach in vitro wobec linii komérek
nowotworowych ludzkiej biataczki
limfocytarnej (CCRF/CEM), raka piersi
(T47D), raka jelita grubego (SW707), mysiej
biataczki (P388) oraz mysich prawidtowych
fibroblastéw (Balb3T3)

Neg- brak aktywnéci w zastosowanym zakresiesn

Boryczka S., Bbenek E., Wietrzyk J., Nasulewicz-Goldeman A., Kemska K., Zgt. Pat. UP RP, Nr P-390998 (2010); Biul. Urz. Pat., 22

(987) 2011.

Boryczka S., Bbenek E., Wietrzyk J., Kemiska K., Jastr@ska M., Kusz J., Nowak MMolecules2013; 18: 4526-4543



Otrzymywanie 3-acetylenowych pochodnych betuliny
]

OAc OAc

ROCOCI
i
benzen/pirydyna

8a R=CH,C==CH
8b R=CH,CH,C=CH
8c R=CH,C=CCHj

Ac,0, DMAP

~ pirydyna > & o 8d R=CH,CH,
THF/H,O
1
OAc
Tabela 2. Aktywné¢ cytotoksyczna pochodnychi 8
w testach in vitro wobec linii komorek
nowotworowych ludzkiej biataczki
limfocytarnej (CCRF/CEM), raka piersi
7a 71 3,4:0,3 4,%0,6 5%2,5 12,5314,7 | 29,#35,8 (T47D), raka jelita grubego (SW707), mysiej
biataczki (P388) oraz mysich prawidiowych
7b 18 34,1t6,4 Neg Neg 40,25,0 Neg fibroblastow (Balb3T3)
8a 89 Neg Neg Neg Neg Neg
8b 63 Neg Neg Neg 46#16,2 Neg
8c 67 Neg Neg Neg Neg Neg
8d 84 Neg Neg Neg Neg Neg
kwas betulinowy 8,7+2,6 5,41,1 13,212,0 6,83,9 26,53,7
betulina 10,9t5,5 32,410,7 22,2154 5,5+3,3 47,37,9
cisplatyna 2,00,5 3,%1,0 2,20,5 0,%0,3 2,%0,3 Neg- brak aktywnéci w zastosowanym zakresiezsn




Otrzymywanie 3-acetylenowych pochodnych betuliny

OTHP OTHP
DHP, PPTS rOCOCI
CH,Cl, benzen/pirydyna .
Il
o= el o © o 10
. PPTS
etanol
DHP-dihydropiran
PPTS-p-toluenosulfonian pirydyniowy H
(6]

Il
o= gi oo

0.6 0 . c—Cl

Tabela 3. Aktywné¢ cytotoksyczna pochodnychO-11
w testach in vitro wobec linii komorek

nowotworowych ludzkiej biataczki
limfocytarnej (CCRF/CEM), raka piersi
10 82 Neg Neg Neg Neg Neg (T47D), raka jelita grubego (SW707), mysiej
biataczki (P388) oraz mysich prawidtowych
11 74 9,22,0 12,23,3 61,516,5 5,%2,3 Neg fibroblastow (Balb3T3)
5a 69 3,2:0,4 7,217 9,27,1 2,%0,2 3,%2,8
kwas betulinowy 8,7+2,6 541,11 13,212,0 6,63,9 26,337
betulina 10,%5,5 32,410,7 22,215,4 5,5+3,3 47,37,9

cisplatyna 2,0+0,5 3,4#1,0 2,20,5 0,%0,3 2, 70,3 Neg- brak aktywnéci w zastosowanym zakresiestn




Reakcje betuliny z kwasami acetylenokarboksylowymi

RCOOH

>

HO

DCC - 1,3-dicykloheksylokarbodiimid
DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna

DCC, DMAP, CH,Cl,

>

12a R=C=CH
12b R=C=CPh

12¢ R=C=0—<

12a 60 0,020,001 9,#1,9 14,93,3 0,40,1 | 0,30,05
12b 70 49,@9,8 Neg Neg Neg Neg
12c 80 19,69,5 33,&6,3 - 8,428 | 47,%#8,2
13a 12 9,%7,0 16,24,3 9,51,9 31,%1,4, 21,#2,6
13b 27 66,&2,8 Neg Neg Neg Neg
kwas betulinowy 8,7+2,6 5,41,1 13,212,0 6,83,9 | 26,%3,7
betulina 10,%5,5 32,410,7 | 22,2154 | 55+3,3| 47,37,9
cisplatyna 2,0t0,5 3,1#1,0 2,20,5 0,20,3 2,#0,3

13a R=C=CH
13b R=C=CPh

13c R=c=—<

Tabela 4. Aktywné¢ cytotoksyczna pochodnyct? i 13

w testach in vitro wobec linii komorek
nowotworowych ludzkiej biataczki limfocytarnej
(CCRF/CEM), raka piersi (T47D), raka jelita
grubego (SW707), mysiej biataczki (P388) oraz
prawidtowych mysich fibroblastéw (Balb3T3)

Neg- brak aktywnéci w zastosowanym zakresiestn

Boryczka S., Bbenek E., Wietrzyk J., Nasulewicz-Goldeman A., Kemska K., Zgt. Pat. UP RP, Nr P-390998 (2010); Biul. Urz. Pat.,

22 (987) 2011.

Boryczka S., Bbenek E., Wietrzyk J., Kemiska K., Jastrbska M., Kusz J., Nowak MMolecules2013; 18: 4526-4543



HO

RCOOH

-

DCC - 1,3-dicykloheksylokarbodiimid

DMAP - 4-dimetyloaminopirydyna

>

DCC, DMAP, CH,Cl,

12a R=C=CH

12d R-CH=—CH,

12e R=CH,CHj

12a 60 0,020,001 9,%1,9 14,933 0,40,1 0,3:0,05
12d 74 13,62,1 7,827 29,64,2 9,%5,8 24,26,9
12e 86 8,10,9 12,#4,4 29,2244 3,30,8 | 32,323,0
kwas betulinowy 8,7+2,6 5,4:1,1 13,212,0 6,6:3,9 26,53,7
betulina 10,95,5 32,410,7 22,215,4 5,5+3,3 47,379
cisplatyna 2,0:0,5 3,k1,0 2,20,5 0,50,3 2,#0,3

Reakcje betuliny z kwasami acetylenokarboksylowymi

13a R=C=CH
13d R=CH=CH,
13e R=CH2CH3

Tabela 5. Aktywné¢ cytotoksyczna pochodnyct? i 13
w testach in vitro wobec linii komorek
nowotworowych ludzkiej biataczki limfocytarnej
(CCRF/CEM), raka piersi (T47D), raka jelita
grubego (SW707), mysiej biataczki (P388) oraz
prawidtowych mysich fibroblastéw (Balb3T3)



Otrzymywanie acetylenowych pochodnych alkoholu betonowego

/”",,'
ﬁ
oO—C—
PCC
CH,Cl,
HO 5
5a R=OCH,C=CH
5b R=OCH,CH,C=CH
5¢ R=OCH,C=CCHs
PCC-chlorochromian
pirydyniowy
14a 94 18,7+6,6 23,3:3,5 Neg 30,3:11,8
5a 69 3,2+0,4 7,2+1,7 9,2+7,1 2,9+0,2
14b 57 25,2+4.6 29,8t10,7 Neg 3,8:1,9
5b 64 5,2¢1,4 6,9+2,3 22,6t11,9 3,6t1,3
14c 94 47,6%5,7 79,245,2 Neg 18,3t13,0
5c 54 6,8t2,9 20,1+5,3 36,96,3 28,4+17,6
kwas betulinowy 8,7+2,6 5,41,1 13,212,0 6,683,9
betulina 10,95,5 32,410,7 22,915,4 5,5+3,3
cisplatyna 2,0¢0,5 3,#1,0 2,20,5 0,50,3

14a R=OCH,C=CH
14b R=OCH,CH,C=CH
14¢ R=OCH,C= CCHs

Tabela 7. Aktywné¢ cytotoksyczna pochodnyctd
w testachin vitro wobec linii komorek
nowotworowych ludzkiej biataczki
limfocytarnej (CCRF/CEM), raka piersi
(T47D), raka jelita grubego (SW707) oraz
mysiej biataczki (P388)

Neg- brak aktywnéci w zastosowanym zakresiest



Pochodne fosforanowe betuliny

Ac,0, DMAP CIP(O)(EtO), o
pirydyna DMAP, pirydyna I‘:‘,
temp. pok. EtO"/ >
EtO
7a (60%) = 19 (69%)

NaOH
MeOH, THF, H,O
temp. pok.

i
CH OCC=CH
TMSBr HC=CCOOH
temp. pok. DCC, DMAP
CH,Cl,
. 22 (90%) - 21 (50%) - - 20 (72%)
Tabela 9. Aktywnéc¢ cytotoksyczna pochodnychil
i 22 w testachin vitro wobec linii komérek
nowotworowych ludzkiej biataczki
limfocytarnej (CCRF/CEM), raka piersi
7a 3,4t0,3 4,206 | 12,514,7 | 29,%358 (T47D), mysiej biataczki (P388) oraz
prawidtowych mysich fibroblastow
21 0,5:0,1 2,40,1 0,50,2 2,51,2 (Balb3T3)
22 3,90,1 30,31,5 3,1#0,2 7,245
12a 0,02:0,001 9,%1,9 0,4:0,1 0,3:0,05
betulina 27,86,1 28,39,3 10,43,5 43,&7,8
cisplatyna 0,6+0,3 2,#0,8 0,4:0,2 1,80,8
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