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Przedmiotem wynalazku jest sol imidazoliowa,
bedaca pochodng kwasu litocholowego, o wzo-
rze strukturalnym 1: przy czym X jest wybrany
z grupy obejmujgcej: |, Br, Cl, oraz R jest
wybrany z grupy obejmujgcej nierozgatezione
i rozgatezione grupy alkilowe: -CHs, -C2Hs,
-CsHs, -C4Hg, -CsH11, -CeH13, -C7H1s5, -CsH17,
-C12H2s, -C1eH33, do zastosowania w leczeniu
nowotworu. Kolejnymi przedmiotami wynalazku
sg sol imidazoliowa, bedaca pochodng kwasu
litocholowego, o wzorze strukturalnym, przy
czym X jest wybrany z grupy obejmujacej: |, Br
Cl, oraz R jest wybrany z grupy obejmujgcej
nierozgatezione i rozgatezione grupy alkilowe:
-CsHs, -CaHo, -C7H1s, -CsH17, -C12H2s, -C16Has,
sposéb wytwarzania soli imidazoliowej wedtug
wynalazku oraz jej zastosowanie jako lek.
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Sél imidazoliowa, bedaca pochodng kwasu litocholowego, sposéb jej

wytwarzania oraz jej zastosowania

Przedmiotem wynalazku jest sol imidazoliowa, bedaca pochodng kwasu
litocholowego, sposob jej wytwarzania oraz jej zastosowanie jako lek, zwlaszcza

zastosowanie w leczeniu nowotworu.

W opisie patentowym PL 237764 Bl wujawniono steroidowe sole
imidazoliowe, sposoby ich wytwarzania oraz ich zastosowanie jako s$rodek

bakteriobojczy oraz jako srodek przeciwgrzybiczy.

W publikacji Agnieszka Hryniewicka et al.: ,, Synthesis and antimicrobial
properties of steroid-based imidazolium salts”; Journal of Steroid Biochemistry
and Molecular Biology 189 (2019) 65-72 ujawniono steroidowe sole
imidazoliowe, sposoby ich wytwarzania oraz ich dziatanie przeciwbakteryjne oraz

przeciwgrzybicze.

Celem wynalazku bylo opracowanie nowych soli imidazoliowych,
bedacych pochodnymi kwasu litocholowego (LA), ktore wykazuja skuteczne
dziatanie przeciwnowotworowe. Przedstawiono rowniez dziatanie
przeciwnowotworowe soli imidazoliowych, bedacych pochodng kwasu
litocholowego, ujawnionych w publikacji Agnieszka Hryniewicka et al.:
»Synthesis and antimicrobial properties of steroid-based imidazolium salts”;

Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 189 (2019) 65-72.

Przedmiotem wynalazku jest sol imidazoliowa, bedaca pochodng kwasu

litocholowego, o wzorze strukturalnym:
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przy czym X jest wybrany z grupy obejmujacej: I, Br, Cl, oraz

R jest wybrany z grupy obejmujace] nierozgalezione 1 rozgalezione grupy
alkilowe: -CHs, -C,Hs, -CsHs, -CsHo, -CsHii, -CsHi3, -C7His, -CgHi7, -Ci2Has,
-Ci6Hs3,

do zastosowania w leczeniu nowotworu.

Korzystnie nowotwor jest wybrany z grupy obejmujacej raka sutka i raka jelita

grubego.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sol imidazoliowa, bedaca pochodna

kwasu litocholowego, o wzorze strukturalnym:

HOY

przy czym X jest wybrany z grupy obejmujacej: I, Br, Cl, oraz
R jest wybrany z grupy obejmujace] nierozgalezione i rozgal¢zione grupy
alkilowe: -C3Hs, -C4Ho, -C7H;s, -CsHi7, -C12Hzs, -C16H3s.

Korzystnie X oznacza I.

Jeszcze kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposob wytwarzania soli
imidazoliowej, bedacej pochodng kwasu litocholowego, wedlug wynalazku
charakteryzujacy si¢ tym, ze imidazolowa pochodna kwasu litocholowego o

wzorze strukturalnym:
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poddaje sie¢ reakcji z R-X w temperaturze od 20 do 100C przez 2 do 48 h w

atmosferze gazu obojetnego,
przy czym X jest wybrany z grupy obejmujacej: I, Br, Cl, oraz

R jest wybrany z grupy obejmujacej nierozgalezione i rozgalezione grupy
alkilowe: -C3Hs, -C4Ho, -C7H;s, -CsH17, -C12Hzs, -C16H3s.

Korzystnie reakcje prowadzi si¢ w temperaturze 80 C.
Korzystnie reakcje prowadzi si¢ przez 2 h.
Korzystnie gazem obojetnym jest argon.

Korzystnie stosunek molowy R-X do imidazolowej pochodnej kwasu

litocholowego wynosi od 13:1 do 42:1.
Korzystnie X oznacza 1.

Jeszcze kolejnym przedmiotem wynalazku jest sél imidazoliowa, bedaca

pochodng kwasu litocholowego wedlug wynalazku do zastosowania jako lek.

Zaleta nowych soli wedlug wynalazku prosty sposob ich produkeji,
wysoka wydajnos¢ poszczegolnych etapéw syntezy oraz tatwos¢ oczyszczania
produktéw. Ponadto proponowane sole sa substancjami wykazujacymi znaczng
aktywno$¢ biologiczng. Sole imidazoliowe, bedace pochodnymi kwasu
litocholowego charakteryzuja sie wysoka biokompatybilnoscia, znaczng

aktywnoscig przeciwnowotworowa i niska toksycznoscia dla organizmu.

Krotki opis figur

Na figurach od Fig. 1 do Fig. 6 zastosowano nastgpujace skroty:
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Skrot  Nazwa soli R=
S1 LA Me CH;
S2 LA Et C>Hs
S3 LA Pr CsHy
S4 LA Bu CsHy
S5 LA Pen CsHn
S6 LA Hex CeHus
S7 LA Hep C-His
S8 LA Okt CsHiy
S9 LA DoD Ci2Has

S10 LA HexD Ci6H33

Fig. 1 przedstawia zywotno$¢ fibroblastow skory linii CRL1475 w obecnosci
badanych soli (S1-S10).

Wyniki przedstawione jako wartosci §rednie z grupy £ SD * p<0.05, **p< 0.01,

##%p<0.001 w porownaniu do kontroli.

Fig. 2 przedstawia zywotnos¢ komorek nowotworowych jelita grubego linii

DLD-1 w obecnosci badanych soli (S1-S10).

Wyniki przedstawione jako wartosci srednie z grupy + SD * p<0.05, **p< 0.01,

*#%p<0.001 w porownaniu do kontroli.

Fig. 3 przedstawia zywotno$¢ komorek nowotworowych jelita grubego linii HT-

29 w obecnosci badanych soli (S1-S10).

Wyniki przedstawione jako wartosci srednie z grupy + SD * p<0.05, **p< 0.01,

##%p<0.001 w porownaniu do kontroli.
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Fig. 4 przedstawia zywotnos¢ komorek nowotworowych jelita grubego linii

Caco-2 w obecnosci badanych soli (S1-S10).

Wyniki przedstawione jako wartosci srednie z grupy + SD * p<0.05, **p< 0.01,

##%p<0.001 w porownaniu do kontroli.

Fig. 5 przedstawia zywotnos¢ komorek nowotworowych sutka liniit MCF-7 w

obecnosci badanych soli (S1-S10).

Wyniki przedstawione jako wartosci srednie z grupy + SD * p<0.05, **p< 0.01,

*#%p<0.001 w porownaniu do kontroli.

Fig. 6 przedstawia zywotnos¢ komodrek nowotworowych sutka linii MDA-231 w

obecnosci badanych soli (S1-S10).

Wyniki przedstawione jako wartosci srednie z grupy + SD * p<0.05, **p< 0.01,

##%p<0.001 w porownaniu do kontroli.

Fig. 7 przedstawia pomiar wielkosci wyindukowanych guzow jelita grubego linii

DLD-1.
Fig. 8 przedstawia masy wyidukowanych guzow jelita grubego linii DLD-1.

Wyniki przedstawione jako wartosci Srednie z grupy £ SD. * p < 0.05 w
poréwnaniu do kontroli (DLD-1), + p < 0.05 w poréwnaniu do grupy DLD-1 +
100 mg/kg.

Fig. 9 przedstawia pomiar wielkosci wyindukowanych guzéw sutka linii MCF-7.
Fig. 10 przedstawia masy wyidukowanych guzow sutka linii MCF-7.
Wyniki przedstawione jako wartosci srednie z grupy + SD.

Fig. 11 przedstawia schemat syntezy soli imidazoliowych, bedacych pochodnymi

kwasu litocholowego.

Wynalazek zostat doktadniej wyjasniony na przyktadach, ktore jednak nie

ograniczaja jego zakresu.
Przyklady wykonania

Przyklad 1
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Synteza soli imidazoliowych, bedacych pochodnymi kwasu litocholowego

Synteza soli imidazoliowych na bazie kwasu litocholowego z
podstawnikiem metylowym (LA Me), etylowym (LA_Et), pentylowym
(LA_Pen) i heksylowym (LA_Hex) zostata ujawniona w publikacji Hryniewicka,
A.; Malinowska, M.; Hauschild, T.; Pieczul, K.; Morzycki, J. W. Synthesis and
Antimicrobial Properties of Steroid-Based Imidazolium Salts. The Journal of
Steroid Biochemistry and Molecular Biology 2019, 189, 65-72.

https://doi.org/10.1016/; jsbmb.2019.02.006.

2

Sole te okazaly sie skutecznymi srodkami przeciwdrobnoustrojowymi. Ze
wzgledu na ich wysoka aktywnos¢ biologiczng zostaly poddane badaniom w
kierunku dziatania przeciwnowotworowego. Dwie sole o najkrotszej dtugosci
tancucha (LA_Me 1 LA_Et) otrzymane zostaly z imidazolu podstawionego N-
steroidem (LA _steroid) zgodnie z procedura opisang we wspomniane] publikacji
Hryniewicka, A. et al. Procedure zmodyfikowano pod katem syntezy soli o
dhuzszych tancuchach bocznych (Fig. 11). Stosujac wysokowrzace jodki alkilowe
(jodek propylu, butylu, pentylu, heksylu, heptylu, oktylu, dodecylu i heksadecylu)
reakcje mozna przeprowadzi¢ w temperaturze 80 °C. Pozwala to na skrocenie
czasu reakcji z 24 do 2 godzin. Ponadto wydajnos¢ tych reakcji przekraczata 70%,
z wyjatkiem soli z 12- 1 16-weglowymi tancuchami bocznymi. Nowa metoda
umozliwila otrzymanie dwoch znanych soli (LA_Pen 1 LA _Hex) z dwukrotnie
wyzsza wydajnoscia niz dotychczas. W rezultacie otrzymano 10 soli o roznej
dhugosci tancucha, w zaleznosci od uzytego jodku alkilowego. Nalezy podkreslic,
ze 6 soli (LA_Pr, LA_Bu, LA_Hept, LA _Oct, LA Dod i LA_HexD) to nowe
zwigzki, ktérych synteze opisano tutaj po raz pierwszy.

Uwagi ogolne

Widma 'H i ®C NMR zostaly rejestrowane na spektrometrze Bruker
Avance II (odpowiednio 400 1 100 MHz). Widma masowe zostaty wykonane na
spektrometrze Accurate-Mass Q-TOF LC/MS 6530. Widma IR zostaly

zarejestrowane na spektrometrze Nicolet series II Magna-IR 550 FT-IR. Zwiazki

steroidowe  3a-hydroksy-24-(N-imidazolilo)-5p-cholan  (LA_steroid) 1 sole
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imidazoliowe: LA Me, LA_Et zsyntetyzowano zgodnie z procedurg opisang we
wspomnianej publikacji Hryniewicka, A. et al. Pozostate odczynniki byly

handlowo dostepne i zastosowane w takiej postaci, w jakiej zostaty zakupione.
Ogolna procedura syntezy soli imidazoliowych

Jodek alkilowy (nadmiar) dodano do steroidu N-imidazoliowego
(LA_steroid) w atmosferze argonu. Jodek alkilowy stuzy w tej syntezie jako
reagent oraz jako rozpuszczalnik. Stosowane jodki alkilowe rozna si¢ masa
molowa oraz gestoscig, w zwigzku z tym nadmiar oznacza, ze stosunek molowy
jodku alkilowego do LA steroidu wynosi od 13:1 do 42:1. W reakcji tej na kazde
50 mg LA steroidu zastosowano 0,5 ml jodku alkilowego. Reakcje prowadzono
w 80 °C przez 2 godz. Nastepnie nadmiar jodku alkilowego usunigto przez
przemycie pentanem. Pozostalo$¢ rozpuszczono w CHxClz (2 ml), produkt
wytracono Et20 (10 ml) 1 przesaczono. Krystalizacje z CH2Cl2/Et2O powtdrzono

jeszcze dwa razy.
Jodek N-(3o-hydroksy-5p-cholan-24-ylo)-N -propyloimidazolilu (LA_Pr)

Postepowano zgodnie z procedurg ogélng stosujac LA_steroid (50 mg,
0,12 mmol) i jodek propylu (0,5 ml). Otrzymano biala s6l z 74% wydajnoscia (52
mg). IR (ATR) v = 3345, 2931, 2864, 1555, 1443, 1371, 1156, 1030 cm™; 'H
NMR (400 MHz, CDCI3) & 10.19 (s, 1H), 7.50 (s, 1H), 7.43 (s, 1H), 4.29 (s, 2H),
4.27 (s, 2H), 3.62 (m, 1H), 0.91 (s, 3H), 0.62 (s, 3H) ppm; *C NMR (100 MHz,
CDCl3) § 137.2, 121.7, 121.5, 71.8, 56.4, 55.8, 51.7, 50.8, 42.7, 42.1, 40.4, 40.1,
36.4, 35.8, 353, 34.5, 32.3, 30.5, 29.7, 28.4, 27.2, 27.0, 26.4, 242, 23.7, 23.3,
20.8, 18.6, 12.1, 10.8 ppm; ESI-HRMS m/z: obliczono dla [M-I]” C3Hs:1N>O™
455.3996, znaleziono 455.4011.

Jodek N-(3o-hydroksy-5p-cholan-24-ylo)-N’-butyloimidazolilu (LA_Bu)

Postepowano zgodnie z procedurg ogolng stosujac LA_steroid (50 mg,
0,12 mmol) 1 jodek butylu (0,5 ml). Otrzymano biata sél z 71% wydajnoscia (51
mg). IR (ATR) v = 3349, 2927, 2861, 1556, 1444, 1371, 1155, 1031 cm™; 'H
NMR (400 MHz, CDCls) § 10.05 (s, 1H), 7.55 (s, 1H), 7.49 (s, 1H), 4.34 (m, 2H),
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4.28 (m, 2H), 3.58 (m, 1H), 0.86 (s, 3H), 0.58 (s, 3H) ppm; *C NMR (100 MHz,
CDCl3) 8 136.1, 122.3, 122.1, 71.4, 56.3, 55.7, 50.4, 49.7, 42.5, 41.8, 40.2, 40.0,
36.2, 35.6, 35.2, 34.4, 32.1, 32.0, 30.4, 29.7, 28.2, 27.0, 26.9, 262, 24.0, 232,
20.6, 19.3, 185, 134, 11.9 ppm;,; ESI-HRMS m/z: obliczono dla [M-I]*
C31Hs3N>0" 469.4152, znaleziono 469.4167.

Jodek N-(3o-hydroksy-5p-cholan-24-ylo)-N -pentyloimidazolilu (LA_Pen)

Postepowano zgodnie z procedurg ogolng stosujac LA_steroid (50 mg,
0,12 mmol) 1 jodek pentylu (0,5 ml). Otrzymano bialtg s6l z 72% wydajnosciag (53

mg). Dane spektroskopowe zgodne z warto$ciami literaturowymi'.
Jodek N-(3o-hydroksy-5p-cholan-24-ylo)-N -heksyloimidazolilu (LA _Hex)

Postepowano zgodnie z procedurg ogélng stosujac LA_steroid (50 mg,
0,12 mmol) i jodek heksylu (0,5 ml). Otrzymano biatg sol z 72% wydajnoscig (54

mg). Dane spektroskopowe zgodne z warto$ciami literaturowymi'.

Jodek N-(3o-hydroksy-5p-cholan-24-ylo)-N -heptyloimidazolilu
(LA_Hept)

Postepowano zgodnie z procedurg ogdlng stosujac LA_steroid (50 mg,
0,12 mmol) 1 jodek heptylu (0,5 ml). Otrzymano biata sol z 70% wydajnoscia (54
mg). IR (ATR) v = 3351, 2929, 2858, 1555, 1441, 1373, 1155, 1032 cm™; 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) & 10.09 (s, 1H), 7.50 (s, 1H), 7.49 (s, 1H), 4.33 (m, 4H),
3.59 (m, 1H), 0.87 (s, 3H), 0.59 (s, 3H) ppm; *C NMR (100 MHz, CDCl3) &
136.2, 122.2, 122.1, 71.5, 56.3, 55.7, 50.4, 50.1, 42.6, 41.9, 40.2, 40.0, 36.3, 35.7,
34.4,32.1,31.4,30.4, 30.2, 29.7, 29.6, 28.5, 28.3, 27.03, 27.0, 26.3, 26.0, 24.0,
232, 224, 20.7, 18.5, 13.9, 11.9 ppm; ESI-HRMS m/z: obliczono dla [M-I]"
C34HsoN>O" 511.4622, znaleziono 511.4642.

Jodek N-(3o-hydroksy-5p-cholan-24-ylo)-N -oktyloimidazolilu (LA_Oct)

Postepowano zgodnie z procedurg ogolng stosujac LA_steroid (50 mg,
0,12 mmol) 1 jodek oktylu (0,5 ml). Otrzymano bialg sl z 74% wydajnoscia (58
mg). IR (ATR) v = 3352, 2930, 2859, 1553, 1442, 1374, 1152, 1030 cm™; 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) § 10.23 (s, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 4.36 (m, 2H),
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433 (m, 2H), 3.62 (m, 1H), 0.91 (s, 3H), 0.63 (s, 3H) ppm; *C NMR (100 MHz,
CDCls) § 1363, 122.2, 121.9, 714, 56.5, 55.7, 503, 50.1, 42.6, 42.0, 403, 40.0,
363, 358, 343, 32.1, 31.6, 30.4, 30.2, 297, 29.6, 29.3, 28.6, 283, 27.1, 27.0,
26.4, 26.0, 242, 233, 22.4, 20.5, 184, 13.8, 11.7 ppm; ESI-HRMS m/z:
obliczono dla [M-I]" C3sHs1N2O™ 525.4778, znaleziono 525.4802.

Jodek N-(3a-hydroksy-5f-cholan-24-ylo)-N -dodecyloimidazolilu
(LA_DoD)

Postepowano zgodnie z procedurg ogolng stosujac LA_steroid (50 mg,
0,12 mmol) i jodek dodecylu (0,5 ml). Otrzymano bialg sol z 64% wydajnoscia
(54 mg). IR (ATR) v = 3348, 2925, 2858, 1556, 1444, 1371, 1155, 1031 cm™; 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) § 10.09 (s, 1H), 7.47 (s, 1H), 7.45 (s, 1H), 4.31 (m, 4H),
3.62 (m, 1H), 0.87 (s, 3H), 0.59 (s, 3H) ppm; *C NMR (100 MHz, CDCl3) &
136.5, 122.1, 121.6, 71.3, 56.7, 55.6, 50.5, 50.3, 42.6, 42.0, 40.4, 40.1, 36.5, 35.9,
354, 345, 32.3, 31.8, 30.5, 304, 30.2, 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 293, 29.0, 28.1,
272, 27.0, 26.5, 26.3, 24.3, 23.5, 224, 20.4, 18.6, 13.9, 12.1 ppm; ESI-HRMS
m/z: obliczono dla [M-I]" C39HsN20" 581.5404, znaleziono 581.5429.

Jodek N-(3o-hydroksy-5p-cholan-24-ylo)-N -heksadecyloimidazolilu
(LA _HexD)

Postepowano zgodnie z procedurg ogolng stosujac LA_steroid (50 mg,
0,12 mmol) 1 jodek heksadecylu (0,5 ml). Otrzymano biata sél z 55% wydajnoscia
(50 mg). IR (ATR) v = 3351, 2932, 2861, 1556, 1443, 1371, 1152, 1031 cm™; 'H
NMR (400 MHz, CDCl3) § 10.27 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 4.36 (m, 4H),
3.63 (m, 1H), 0.91 (s, 3H), 0.63 (s, 3H) ppm; *C NMR (100 MHz, CDCl3) &
136.8, 121.8, 121.7, 71.7, 56.4, 55.8, 50.7, 50.3, 42.7, 42.0, 40.4, 40.1, 36.4, 35.8,
35.3,34.5,32.3, 31.9, 30.5, 30.4, 30.3, 30.25, 30.2, 29.7, 29.6, 29.59, 29.5, 29.4,
293,292, 290, 283, 27.1, 27.0, 26.4, 262, 24.1, 23.3, 22.6, 20.8, 18.6, 14.1,
12.0 ppm; ESI-HRMS m/z: obliczono dla [M-I]" Cs3H77N>O™ 637.6030,
znaleziono 637.6051.

Przyklad 2
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Badania in vitro

Badanie wplywu soli imidazoliowych, bedacych pochodnymi kwasu
litocholowego na zywotno$¢ komorek nowotworowych jelita grubego linii
(DLD-1, HT-29, Caco-2), komorek nowotworowych sutka (linii MCF-7, MDA-
231) oraz zdrowych komorek fibroblastow skory linii CRL-1475.

Inkubacja komérek nowotworowych jelita grubego (DLD-1, HT-29,
Caco-2) komorek nowotworowych sutka (linii MCF-7, MDA- 231) oraz
zdrowych komérek fibroblastow skory linii CRL-1475.

Cytotoksycznos¢ soli imidazoliowych, bedacych pochodnymi kwasu
litocholowego oceniano wobec komorek nowotworowych jelita grubego linii:
DLD-1, HT-29, Caco-2, komoérek nowotworowych sutka linii: MCF-7, MDA-231
oraz zdrowych fibroblastach skory linii CRL-1475 pochodzacych z American
Type Culture Collection (USA). Komorki nowotworowe hodowano na podtozu
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM,) z uzupelnionym 10% ptodowa
surowicg bydleca (FBS, fetal bovine serum), 50 U / ml penicyliny, 50 mg / ml
streptomycyny w warunkach fizjologicznych, w 37 ° C z 5% CO; pasazowane co
2-3 dni. Komorki hodowano w butelkach do hodowli komoérek w ilosci 5-7 x 10°
komorek na dotek do pelnej konfluencji. Wykorzystane komorki pochodzg z 6-12
pasazu. W celu przeprowadzenia testu oceny zywotnosci, komorki zebrano z
konfluentnych ptytek za pomoca roztworu trypsyny-EDTA oraz PBS (phosphate
buffered saline, buforowana fosforanem so6l fizjolgiczna) 1 zawieszono w
standardowym medium hodowlanym DMEM 2z dodatkiem 10% PBS o gestosci 1
x 10° komorek/ml. Nastepnie komorki przeniesiono na plytki 96-dotkowe w
objetosci 200 ul i gestosci 2 x 10* komorek na dotek i inkubowano przez 22
godziny w temperaturze 37°C i obecnosci 5% CO, z zamiarem przytwierdzenia
komorek do podtoza plytek. Po usunieciu medium wprowadzono swieze medium
z badanymi substancjami zas 0,1 % DMSO (dimethyl sulfoxide,
dimetylosulfotlenek,) zastosowano jako kontrole. W celu sprawdzenia
cytotoksycznosci wszystkie sole rozpuszczono w mieszaninie PBS z DMSO w

proporcji 9/1 oraz rozcienczono w $wieze] pozywce do zadanych stezen (10, 30,

11/26



PL 438355 A1

501 100 pg/ml). Kazde stezenie badanej substancji bylo reprezentowane przez 4

osobne probki w podwodjnym powtorzeniu.
Ocena zywotnosci komoérek — test MTT

Test cytotoksycznosci badanych soli wobec komérek nowotworowych
jelita grubego komorek nowotworowych jelita grubego linii: DLD-1, HT-29,
Caco-2, komoérek nowotworowych sutka linii: MCF-7, MDA-231 oraz zdrowych
fibroblastach skory linii CRL-1475 okreslono metoda testu MTT. Zasada testu
opiera si¢ na reakcji, ktora zachodzi w zywych komorkach i polega na redukcji
zottego rozpuszczalnego bromku 3-(4,5-dimethylo-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-

tetrazolium MTT do blekitnego formazanu.

Po 24-godzinnej inkubacji komorek, usunieto medium z badanymi
substancjami 1 kazde wglebienie ptytki przeptukano za pomoca 200 pl PBS.
Nastepnie dodano po 180 ul PBS i 20 ul MTT w stezeniu 5 mg/ml (koncowe
stezenie MTT we wglebieniu wynosito 0,5 mg/ml) 1 inkubowano w ciemnosci
przez 4 h w temperaturze 37°C 1 obecnosci 5% COs. Po uptywie wymaganego
czasu usunigto PBS i MTT a dodano DMSO w objetosci 180 ul/wglebienie i
inkubowano przez 10 minut. Nastepnie do kazdego wgltebienia wprowadzono po
20 ul buforu Sorensens’a (0,1 M glicyna + 0,1 M NaCl, pH=10,5) i zmierzono
absorbancje za pomoca spektrofotometru z czytnikiem plytek BioTek Epoch przy
dhugosci fali 570 nm. Wyniki absorbancji uzyskane w hodowlach kontrolnych
komorek przyjeto za 100%. Zywotnosé komorek inkubowanych w obecnosci

badanych substancji przedstawiono jako procent wartosci kontrolnych.
Wyniki

Badania z zastosowaniem dziesieciu soli imidazoliowych, bedacych
pochodnymi LA o réznej liczbie atoméw wegla w tancuchu kwasu litocholowego
(C1-C10) wobec trzech linii komdrek nowotworowych jelita grubego (linii: DLD-

1, HT-29 oraz Caco-2) oraz dwoch linii (estrogeno- 1 nieestrogenozaleznych)

2

komorek nowotworu sutka  (linii: MCF-7 oraz MDA-231) wykazaly, 1z

zastosowanie badanych soli znaczaco zahamowatlo wzrost komorek
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nowotworowych jelita grubego linii Caco-2 (od 90% do 50%) (Fig. 4), DLD-1
(od 80% do 40%) (Fig. 2) oraz HT-29 (od 90% do 35%) (Fig. 3). W zakresie
komorek raka sutka stwierdzono zahamowanie wzrostu komoérek liniit MCF-7 (od
85% do 35%) (Fig. 5) natomiast linii MDA-231 (od 95% do 65%) (Fig. 6).
Ponadto przeprowadzono badanie cytotoksyczno$ci z wyzej wymienionymi
solami na zdrowych komoérkach ludzkich fibroblastéw linii CRL-1475, uzyskujac

zahamowanie wzrostu komorek (od 93% do 50%) (Fig. 1).
Przyklad 3

Badania in vivo

Model przeszczepu ksenogenicznego z DLD-1 i MCF-7

Wszystkie procedury przeprowadzono zgodnie z Dyrektywa Europejska
(2010/63/UE). Badanie wykonano na podstawie uzyskanej wydanej przez
Lokalna Komisje¢ Etyczna w Olsztynie nr 74/2019.

Myszy szczepu (Cby.CgFoxnl <nu> / cmdb), w wieku 5-6 tygodni,
trzymano w monitorowanych warunkach (21 + 2 ° C, 12 h $wiatto / 12 h cykl
ciemnosci) z nieograniczonym dostepem do wody. Myszom wszczepiono
podskornie komorki nowotworu jelita grubego linii: DLD-1 (1 x107) lub komérki
nowotworu sutka linii: MCF-7 (1x10%) w mieszaninie Matrigel /PBS w objetosci
0,1 ml. Po 7 dniach myszy losowo podzielono na sze$s¢ grup (n = 6), ktérym
podawano dozotadkowo raz dziennie przez 28 dni PBS (grupa kontrolna),
LA Hex (100, 300 1 500 mg / kg masy ciala). Objetos¢ guza mierzono dwa razy
w tygodniu (co 3-4 dni) za pomocag suwmiarki cyfrowej i obliczano wedtug

wzoru: (0,52 x szerokos$¢ 2 x dtugos¢).

Badanie toksycznosci

W celu wstepne] oceny wplywu potencjalnych dziatan niepozadanych
LA Hex, dodatkowej grupie myszy (n=60) podawano dozotadkowo jeden raz
dziennie przez 28 dni LA Hex w najwyzszej dawce (500 mg/kg m.c.). Po 28

dniach myszy u$miercono, pobrano krew 1 narzady do dalszych analiz.
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Analiza morfologiczna

Badanie morfologiczne krwi pobranej od zwierzat przeprowadzono przy uzyciu

systemu ABCvet.

Badanie in vivo z zastosowaniem soli imidazoliowej LA-Hex u myszy z

wszczepionymi komorkami nowotworowymi jelita grubego linii DLD-1

Badanie przeprowadzono w  kilku rownoleglych  grupach =z
wykorzystaniem réznych stezen soli (100, 300 oraz 500 mg/kg m.c.). Zalozeniem
projektu bylo okreslnie efektywnej dawki badanej soli w hamowaniu wzrostu
wyindukowanych guzow. Po 28 dniu dozotadkowego podawania soli LA Hex w
dawce 500 mg/kg m.c zaobserwowano istotne w poréwnaniu do kontroli (DLD-1)
oraz grupy otrzymujacej badang so6l w dawce 100 mg/kg (p < 0.05) zmniejszenie

(do 44%) wzrostu guza nowotworu jelita grubego (Fig. 7 i Fig. 8).

Ponadto, przeprowadzono ocene toksycznosci podawane] soli w dawce
500 mg/kg m.c. u zdrowych zwierzat. Otrzymane wyniki morfologii krwi
zwierzat nie wykazaly toksycznego dzialania podawanej soli LA Hex. Wyniki

przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Wyniki badania morfologii zwierzat

DLD-1 DLD-1 DLD-1
Parametry Kontrola 500mg/kg DLD-1 + + +
100 mg/kg 300 mg/kg S00 mg/kg

WBC 2,33+ 1,83+ 2,53+ 2,60 + 1,53+ 0,65 +
[10°%/mm?] 0,31 0,55 0,45 0,57 0,59 031%

RBC 10,01 + 991+ 8,0 +2.40 9,95+ 10,38 + 10,07 +
[10¢/mm?] 0,03 0,45 0,20 0,38 0,69

HGB [g/dl]] 14,53+ 15,05+ 13,63+ 14,60 + 15,36 + 14,53 +
0,12 0,65 2,16 0,42 0,57 1,08

HCT [%] 5343+ 53,72+ 50,43 + 54,55+ 5229+ 53,98+
0,67 2,38 924 1,77 9.42 4,97

MCV [um®] 53,33+ 54,17+ 5425+ 54,50 + 53,82 + 5375 +
0,58 0,75 0,50 0,71 1,74 1,50
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MCH [pg] 14,50 + 15,20 + 14,80 + 14,65+ 14,81 + 14,40 +

0,17 0,25 043 0,07 0,24 0,14
MCHC 27,37 £ 28,02+ 27,18 + 26,75 + 2635+ 26,88 +
[g/dI] 0,12 0,25 0,92 0,21 4,12 0,55
PLT 73133+ 59883+ 66850+ 49750+ 67467+ 27525+
[103/mm? ] 98,43 201,32 346,91 89.80 123,57  77.62 b, ¢

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SD #p < 0,05 w poréwnaniu do kontroli, ® p < 0,05
w pordwnaniu do grupy DLD-1, ¢ p < 0,05 w poréwnaniu do grupy DLD-1 + 300 mg/kg. Skréty:
WBC - biale krwinki krwi, RBC - czerwone krwinki krwi, HGB - hemoglobin, HCT - hematokryt,
MCV - érednia objgto$¢ erytrocytéw, MCH - $rednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej,
MCHC - $rednie stgzenie hemoglobiny w krwince, PLT - plytki krwi.

Badanie in vivo z zastosowaniem soli imidazoliowej LA-Hex u myszy z
wszczepionymi komorkami nowotworowymi sutka linii MCF-7

Badania in vivo przeprowadzono na myszach szczepu CBy.Cg-Fox1/cmdb
z wszczepionymi komoérkami nowotworu sutka. Badanie przeprowadzono w kilku
réwnoleglych grupach z wykorzystaniem réznych stezen soli (100, 300 oraz 500
mg/kg m.c.). Zalozeniem projektu bylo okreslnie efektywnej dawki badanej soli w
hamowaniu wzrostu wyindukowanych guzéw. Po 28 dniu dozotadkowego
podawania soli LA Hex w dawce 500 mg/kg m.c zaobserwowano zmniejszenie
wzrostu guza sutka (do 52%) (Fig. 91 Fig. 10).

Ponadto, przeprowadzono ocen¢ toksycznosci podawanej soli w dawce
500 mg/kg m.c. u zdrowych zwierzat. Otrzymane wyniki morfologii krwi
badanych zwierzat nie wykazaly toksycznego dziatania podawanej soli LA Hex.
Wyniki przedstawiono w Tabeli 2.
Tabela 2. Wyniki badania morfologii zwierzat

MCF-7 MCF MCF-7
Parametry Kontrola 500 mg/kg MCF-7 + + +
100 mg/kg 300 mg/kg S00 mg/kg

WBC 233+ 1,83 + 225+ 2,25+ 3,11+ 2,53 +
[103/mm’] 031 0,55 0,93 1,74 1,61 0,64
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RBC 10,01 = 991+ 842+ 935+ 933 + 10,04 =
[10/mm?] 0,03 045 1,37 1,09 139 0,40

HGB [g/d]] 14,53+ 15,05 + 12,40 + 14,38 + 14,28 + 15,20 =
0,12 0,65 2,13 1,71 2,17 0,75

HCT [%)] 5343+ 53,72+ 4732+ 53,13+ 51,87+ 5540+
0.67 2.38 8,02 6,62 779 1,20

MCV [um®] 53,33+ 54,17 + 56,25+ 56,67 + 55,00 + 55,00 +
0,58 0,75 0,50 0,52 0,63 1,00

MCH [pg] 14,50 + 15,20 + 14,67 + 15,38 + 15,30 + 1513 =
0,17 0,25 0,17 0,19 0,33 0,15

MCHC 2737+ 28,02 + 26,17 + 27.13 + 27,67 + 27,40 +
[g/d1] 0,12 025 0,17 0,50 0,28 0,72

PLT 73133+ 59883+ 213,25+ 550+ 36333+ 603.67+

[10°/mm?] 98,43 201,32 90,29 272,51 169,61 218,98

Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednie + SD. Skroty: WBC - biale krwinki krwi, RBC -
czerwone krwinki krwi, HGB - hemoglobina, HCT - hematokryt, MCV - $rednia obj¢tosc
erytrocytow, MCH - $rednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej, MCHC - $rednie stezenie
hemoglobiny w krwince, PLT - plytki krwi.

Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki wyrazono jako srednig + odchylenie standardowe (SD).
Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy uzyciu wersji Statistica 13.3
(StatSoft, Tulsa, OK, USA). Do poréownania wynikéw uzyskanych z testu MTT
zastosowano miedzygrupowa analize dla préb niezaleznych (t—studenta). W
przypadku badan na zwierzgtach analize wynikéw przeprowadzono za pomocg
jednokierunkowej analizy wariancji (ANOVA), a nastepnie testu porownawczego
post hoc Duncana lub Tykeya. Roznice uznawano za istotne statystycznie dla p <

0,05.
Whioski

Na podstawie wykonanych badan 1 uzyskanych wynikéw sformutowano

nastepujace wnioski:

e Nowozsyntetyzowane sole imidazoliowe, bedace pochodnymi

kwasu litocholowego istotnie zmniejszaja liczbe komorek
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nowotworowych jelita grubego linii DLD-1, HT-29, Caco-2 oraz
komorek nowotworowych sutka linit MCF-7 1 MDA-231.

e Zastosowanie soli imidazoliowej, bedacej pochodna kwasu
litocholowego LA Hex nie jest toksyczne, co wykazaly
przeprowadzone badania in vivo.

e Zastosowanie soli imidazoliowej LA Hex powoduje zahamowanie
wzrostu oraz zmniejszenie objetosci wyindukowanego guza
nowotworu jelita grubego linii DLD-1 oraz nowotworu sutka linii

MCF-7 na modelu zwierzgcym.

Sole imidazoliowe wedlug wynalazku majg zastosowanie w leczeniu chordb

nowotworowych, zwlaszcza w leczeniu raka jelita grubego oraz raka sutka.

Literatura
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Zastrzezenia patentowe

1. So6l imidazoliowa, bedaca pochodna kwasu litocholowego, o

wzorze strukturalnym:

Mo

przy czym X jest wybrany z grupy obejmujacej: I, Br, Cl, oraz

R jest wybrany z grupy obejmujace] nierozgalezione 1 rozgalezione grupy
alkilowe: -CHs, -C,Hs, -CsHs, -CsHo, -CsHii, -CsHi3, -C7His, -CsHi7, -Ci2Has,
-Ci6Hs3,

do zastosowania w leczeniu nowotworu.

2. So6l imidazoliowa, bedaca pochodng kwasu litocholowego, do
zastosowania wedtug zastrz. 1 znamienna tym, ze nowotwor jest wybrany z grupy
obejmujacej raka sutka i raka jelita grubego.

3. S6l imidazoliowa, bedaca pochodna kwasu litocholowego, o

wzorze strukturalnym:

przy czym X jest wybrany z grupy obejmujacej: I, Br, Cl, oraz

R jest wybrany z grupy obejmujace] nierozgalezione 1 rozgalezione grupy

alkilowe: -C3Hs, -C4Ho, -C7H;s, -CsHi7, -C12Hzs, -C16H3s.
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4. Sol imidazoliowa, bedgca pochodng kwasu litocholowego, wedlug
zastrz. 3 znamienna tym, ze X oznacza [.

5. Sposob wytwarzania soli imidazoliowe], bedacej pochodng kwasu
litocholowego, okreslonej w zastrzezeniach 3-4 znamienny tym, ze imidazolowa

pochodng kwasu litocholowego o wzorze strukturalnym:

poddaje si¢ reakcji z R-X w temperaturze od 20 do 100C przez 2 do 48 h w

atmosferze gazu obojetnego,
przy czym X jest wybrany z grupy obejmujacej: I, Br, Cl, oraz

R jest wybrany z grupy obejmujace] nierozgalezione i1 rozgalezione grupy
alkilowe: -C3Hs, -C4Ho, -C7H5, -CsH17, -C12Has, -C16Hss.

6. Sposob wedtug zastrz. 5 znamienny tym, ze reakcje prowadzi si¢ w
temperaturze 80C.

7. Sposob wedlug zastrz. 5 albo 6 znamienny tym, ze reakcje
prowadzi si¢ przez 2 h.

8. Sposob wedtug ktoregokolwiek z zastrz. 5-7 znamienny tym, ze
gazem obojetnym jest argon.

0. Sposob wedtug ktoregokolwiek z zastrz. 5-8 znamienny tym, ze
stosunek molowy R-X do imidazolowej pochodnej kwasu litocholowego wynosi

od 13:1do 42:1.

10. Sposéb wedlug ktéregokolwiek z zastrz. 5-9 znamienny tym, ze X
oznacza I.
11. S6l imidazoliowa, bedaca pochodng kwasu litocholowego

okreslona w zastrzezeniach 3-4 do zastosowania jako lek.
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Poszukiwania prowadzone w klasach: C07J, CO7D, A61P

Bazy komputerowe, w ktérych prowadzono poszukiwania: EPODOC, WPI (via EPOQUENET), bazy
UPRP, zasoby Internetu (via google.com)

Kategoria . I Odniesienie
dokumentu Dokumenty - z podang identyfikacja do zastrz,
X Hryniewicka A. et al. "Synthesis and antimicrobial properties of steroid-based 3-4, 5-10, 11
A imidazolium salts." Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 1-2
2019, 189, pp. 65-72 doi: 0.1016/j.jsbmb.2019.02.006 [Scheme 1; zwigzki 5a,
5b, 5¢ i 5d]
X PL 237764 B1 (UNIWERSYTET W BIALYMSTOKU) 2021-05-31 [zastrzezenia; 3-4, 5-10,11
A zwigzki LA_Me, LA_Et, LA_Pen, LA_Hex] 1-2
A Vallejo M. et al. "Novel bile acid derivatives (BANBs) with cytostatic activity 1-2, 3-4, 5-10, 11
obtained by conjugation of their side chain with nitrogenated bases."
Biochemical Pharmacology 2007, 73, pp. 1394 — 1404
doi: 0.1016/j.bcp.2006.12.027

[] Dalszy cigg wykazu dokumentéw na nastepnej stronie

A - dokument okreslajgcy ogdlny stan techniki, ktéry nie jest uwazany za posiadajacy szczegdlne znaczenie,

E - dokument stanowigcy wczes$niejsze zgtoszenie lub patent, ale opublikowany w lub po dacie zgtoszenia,

L - dokument, ktéry moze poddawac w watpliwo$¢ zastrzegane pierwszenstwo(-wa), lub przytoczony w celu ustalenia daty publikacji
innego cytowanego dokumentu lub z innego szczegdlnego powodu,

0 - dokument odnoszacy sie do ujawnienia ustnego przez zastosowanie, wystawienie lub ujawnienie w inny sposéb,

P - dokument opublikowany przed datg zgtoszenia, ale pdZniej niz zastrzegana data pierwszenstwa,

T - dokument pdZniejszy, opublikowany po dacie zgtoszenia lub w dacie pierwszenistwa

i niebedacy w konflikcie ze zgtoszeniem, ale cytowany w celu zrozumienia zasad lub teorii lezacych u podstaw wynalazku,

X - dokument o szczegblnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za nowy lub nie moze by¢ uwazany za
posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli ten dokument brany jest pod uwage samodzielnie,

Y - dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli ten
dokument zostanie potaczony z jednym lub kilkoma tego typu dokumentami, a takie potgczenie bedzie oczywiste dla znawcy,

& - dokument nalezacy do tej samej rodziny patentowej.

Sprawozdanie wykonal/-a: mgr inz. Jolanta Gajewska data 09.03.2022r.

/-podpisano kwalifikowanym podpisem elektronicznym-/
Pismo wydane w formie dokumentu elektronicznego

Uwagi do zgtoszenia

Sprawozdanie zostato wykonane w oparciu o wersje zastrzezen patentowych z dnia 5 lipca 2021 roku.
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