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Kompleksy wanadu z hydrazydohydrazonami, sposdb ich otrzymywania, preparaty

farmaceutyczne oraz zastosowanie

Przedmiotem wynalazku s3 nowe kompleksy wanadu, sposéb otrzymywania nowych
kompleksow wanadu, preparaty farmaceutyczne z tymi kompleksami oraz zastosowanie
komplekséw oraz ich kompozycji z innymi substancjami w zapobieganiu i leczeniu réznych
zaburzen i chordb z grupy zaburzen metabolicznych i/lub zwigzanych z aktywnoscia réznych
fosfataz.

Zaburzenia metaboliczne sa schorzeniami o réznorakiej etiologii, z ktérych cukrzyca
jest najwazniejsza z punktu widzenia epidemiologii. Spowodowana moze by¢ zaburzeniami
syntezy i wydzielania insuliny i/lub obnizeniem wrazliwosci tkanek na dzialanie insuliny.
Prowadzi to do zaburze metabolizmu weglowodan6w, lipidow i biatek, a w konsekwencji do
wielu powaznych choréb i powiklan (np. otylosci, miazdzycy, retinopatii, nefropatii, stopy
cukrzycowej) obnizajgcych jakos¢ zycia oraz bedacych czesta przyczyng zgonow.

Cukrzyce leczy sie¢ przez modyfikacje stylu zycia oraz odpowiednig farmakoterapie.
Stosuje si¢ leki wptywajace na dwie gtéwne przyczyny cukrzycy: zaburzenia wydzielania i
dziatania insuliny na tkanki (np. pochodne tiazolinodionu, sulfonylomocznika). Dodatkowo
stosuje sie leki zmniejszajace wehlanianie glukozy z przewodu pokarmowego (np. akarboza).

Stosowane $rodki farmakologiczne obarczone sa wieloma niedogodnosciami, z
ktorych wynika konieczno$¢ dalszych poszukiwan lekéw o mniejszych dziataniach
niepozadanych, a wiekszej skutecznosci. Obejmuje to poszukiwanie lekow wykorzystujacych
niedawno poznane mechanizmy dzialania przeciwcukrzycowego, np. polegajgce na
hamowaniu aktywnosci fosfataz tyrozynowych.

Fosfatazy s liczng grupa enzymoéw, ktore hydrolizuja monoestry kwasu fosforowego
do grupy fosforanowej i czasteczki z wolng grupg hydroksylows. Poprzez usuwanie grupy
fosforanowej, fosfatazy biatkowe zdolne sa do modulowania aktywnosci licznych biatek
komorkowych, co stanowi jeden z podstawowych mechanizmow regulacyjnych komoérek. W
organizmie stanowig grupe kilkuset enzymow wplywajacych na regulacje licznych szlakow
przekazywania sygnalow, ktore warunkuja przebieg podstawowych funkcji komorek, jak np.

metabolizm, zdolnos$¢ podziatow, Smier¢ komorek.



Aktywno$¢é fosfataz  biatkowych ma istotne znaczenie W prawidlowym
funkcjonowaniu organizmu, a w $wietle licznych badan regulacja ich aktywnosci moze mie¢
istotne znaczenie terapeutyczne mi.in. w zaburzeniach metabolizmu glukozy, chorobach
nowotworowych, chorobach zapalnych 1 autoimmunologicznych, chorobach uktadu
nerwowego (w tym neurodegeneracyjnych, zaburzeniach pamigci, réznych zaburzeniach
psychicznych), chorobach ukladu kostnego, chorobach infekcyjnych. Udzial fosfataz
biatkowych w regulacji licznych funkeji i uktadéw organizmu nie ogranicza ich potencjalnego
zastosowania w terapii do wymienionych w tym miejscu choréb (Xu Y., Fisher G.J., J. Cell.
Commun. Signal., 6 (2012) 125; Braithwaite S.P., Voronkov M., Stock J.B., Mouradian
M.M., Neurochem. Int., 61 (2012) 899; Braithwaite S.P., Stock J.B., Lombroso P.J., Nairn
A.C., Prog. Mol. Biol. Transl. Sci., 106 (212) 343; Sun H., Wang Y., Physiology (Bethesda),
27 (2012) 43; Pagano M.A., Tibaldi E., Gringeri E., Brunati A.M., [UBMB Life, 64 (2012)
27; Blunt M.D., Ward S.G., Curr. Opin. Pharmacol., 12 (2012) 444.)

Od wielu lat prowadzone sg intensywne prace nad biologiczng aktywnoscig zwigzkow
wanadu. Badania prowadzone sa z wykorzystaniem modeli komoérkowych i zwierzgcych.
Niektore zwiazki byty réwniez badane klinicznie. Badania te wykazaly wyrazny wplyw
zwiazkéw wanadu na rozne mechanizmy regulacyjne komoérek, w tym mechanizmy zwigzane
7z dziataniem insuliny oraz z inhibitowaniem fosfataz biatkowych.

W badaniach na komérkach wykazano, ze wanad reguluje syntezg lipidow i glikogenu,
hamuje lipolize i glukoneogeneze oraz zwigksza transport glukozy do komorek. Badania te
dowiodty, ze zwigzki wanadu moga wplywa¢ na metabolizm komorek, co moze by¢ podstawg
do zastosowania tych zwigzkow w leczeniu choréb metabolicznych (Adachi Y., Sakurai H.,
Chem. Pharm‘. Bull.,52 (2004) 428; Crans D.C., Yang L., Alfano J. A,, Chi L.H., Jin W,,
Mahroof-Tahir M., Robbins K., Toloue M.M., Chan L.K., Plante A.J., Grayson R.Z., Willsky
G.R., Coord. Chem. Rev., 237 (2003) 13; Hamrin K., Henriksson J., Life Sci., 76 (2005) 2329;
Katoh A., Matsumura Y., Yoshikawa Y., Yasui H., Sakurai H., J. Inorg. Biochem., 103
(2009) 567; Sakurai H., Watanabe H., Tamura H., Yasui H., Matsushita R., Takada J., Inorg.
Chim. Acta, 283 (1998) 175; Thompson K.H., Orvig C., J. Inorg. Biochem., 100 (2006) 1925;
US4882171, US5266565, US5278154, US5338759, US6414029).

Badania przeprowadzone na zwierzgtach z cukrzyca potwierdzity efektywnos¢
terapeutyczng zwigzkow wanadu przede wszystkim poprzez obnizenie stgzenia glukozy we
krwi. Dodatkowo wykazano, ze efekty te zwigzane sa miedzy innymi z hamowaniem
aktywnosci fosfataz tyrozynowych (Crans D.C., Yang L., Alfano J. A., Chi L.H,, Jin W,
Mahroof-Tahir M., Robbins K., Toloue M.M., Chan L.K., Plante A.J., Grayson R.Z., Willsky



G.R., Coord. Chem. Rev., 237 (2003) 13.; Gao L., Niu Y., Liu W., Xie M., Liu X., Chen Z.,
Li L., Clin. Chim. Acta 388 (2008) 89; Hamrin K., Henriksson J., Life Sci., 76 (2005) 2329;
Islam M.N., Kumbhar A.A., Kumbhar A.S., Zeller M., Butcher R.J., Dusane M.B., Joshi
B.N., Inorg Chem. 49 (2010) 8237; Nilsson J., Degerman E., Haukka M., Lisensky G.C.,
Garribba E., Yoshikawa Y., Sakurai H., Enyedy E.A., Kiss T., Esbak H., Rehder D.,
Nordlander E., J. Chem. Soc., Dalton Trans. (38) (2009) 7902; Sakurai H., Katoh A.,
Yoshikawa Y., Bull. Chem. Soc. Jpn., 79 (2006) 1645; Thompson K.H., Orvig C., Coord.
Chem. Rev., 219-221 (2001) 1033; US4882171, US5266565, US5278154, US6414029).

Efekt przeciwcukrzycowego dzialania kompleksow wanadu, maltolanu i
etylomaltolanu wanadylu, potwierdzony zostal u ludzi w badaniach klinicznych (Hamrin K.,
Henriksson J., Life Sci., 76 (2005) 2329.; Sakurai H., Katoh A., Yoshikawa Y., Bull. Chem.
Soc. Jpn., 79 (2006) 1645; Scior T., Guevara-GarciaA., BernardP., DoQ., Domeyer D.,
Laufer S., Mini-Rev.Med. Chem., 5 (2005) 995; Vardatsikos G., Mehdi M.Z., Srivastava
A.K., Int. J. Mol. Med., 24 (2009) 303.

W badaniach stosowano zwigzki wanadu na III, IV i V stopniu utlenienia, zar6wno
proste sole nieorganiczne (np. VOSO4, VOCl,, NaVOs3), jak rowniez zwiazki kompleksowe z
ligandami organicznymi oraz perokso kompleksy wanadu(V). Stosowano ligandy
dwuwigzace typu OO, ON, OS, NS, NN (duza litera oznacza atom, przez ktory wigzany jest
ligand do wanadu np. O oznacza atom tlenu), trdjwigzace typu ONO oraz czterowigzace typu
ONNO oraz NONN (Sakurai H., Katoh A., Yoshikawa Y.,Bull. Chem. Soc. Jpn., 79 (2006)
1645; Thompson K. H., McNeill J. H., Orvig C., Chem. Rev., 99 (1999) 2561.

Na ogo6l, kompleksy wanadu z ligandami organicznymi sg mniej toksyczne oraz
wykazujg lepsze wlasciwosci regulacji procesow metabolicznych w poréwnaniu do
nieorganicznych zwigzkow, takich jak siarczan wanadylu i wanadany.

Przyklady zwigzkéw wanadu bedacych skutecznymi inhibitorami fosfataz biatkowych
opisano w literaturze: Han H., Lu L., Wang Q., Zhu M., Yuan C., Xing S., Fu X., Dalton
Trans., 41 (2012) 11116; Mehdi M.Z., Srivastava A.K., Arch. Biochem. Biophys., 440
(2005) 158; Schmid A.C., Byrne R.D., Vilar R., Woscholski R., FEBS Lett., 566 (2004) 35;
Tracey A.S., J. Inorg. Biochem., 80 (2000) 11; oraz ujawniono w opisach patentowych: US
5,583,242,  US 7,692,012 B2; GB0328157; US6432941; US8242092; US8008035;
US5877210; US 5155031; US 6579540. Wykazano, ze zwiazki kompleksowe wanadu sg
silnymi inhibitorami fosfataz, szczegélnie bialkowych fosfataz tyrozynowych, takich jak
PTP1B, TCPTP, PTP-MEG2, SHP-1, SHP-2, LAR. Wykazano takze, ze zwiazki wanadu



moga by¢ takze inhibitorami innych fosfataz, np. ATP-az, glukozo-6-fosfatazy czy fruktozo-
2,6-bisfosfatazy.

Zdolno$¢ do hamowania aktywnosci fosfataz wykazano dla tej grupy zwigzkow w
badaniach z uzyciem izolowanych enzyméw, w badaniach z uzyciem komérek oraz w
badaniach na zwierzetach. W badaniach prowadzonych na komérkach oraz zwierzgtach
wykazano, ze zwiazki te moga wplywa¢ na ogélny poziom fosforylacji biatek oraz na rozne
biatka regulacyjne i receptorowe oraz czynniki transkrypcyjne m.in. INS-R, Akt, GSK-3, NF-
kappaB, FKHR, FKHRL-1, FOXO, ERK 1/2. Prowadzi to do modulacji réznych funkcji
komorek i moze by¢ podstawg do terapeutycznego zastosowania kompleksowych zwigzkow
wanadu m.in. w  chorobach  nowotworowych,  metabolicznych,  zapalnych,
neurodegeneracyjnych i innych. Korzystne efekty zwigzkow kompleksowych wanadu
obserwowano w badaniach z uzyciem komoérek (w tym nowotworowych) oraz w badaniach
na zwierzetach, wykazujac potencjalna skutecznos¢ terapeutyczng tej grupy inhibitorow
fosfataz m.in. w cukrzycy, w nowotworach, w chorobach neurodegeneracyjnych i chorobach
uktadu krazenia.

Szereg komplekséw wanadu z N-salicylidenohydrazydami oraz hydrazydami 1-(2-
hydroksyfenylo)alkiloketonéw jako tréjwiazacymi ligandami ONO donorowymi zostato
otrzymanych, a prace przegladowe na ich temat zostaly opublikowane (Plass, W., Coord.
Chem. Rev., 255 (2011) 2378; Maurya, M. R., Coord. Chem. Rev., 237 (2003) 163; Seena
E. B., Mathew N., Kuriakose M., Kurup M. R. P., Polyhedron, 27 (2008) 1455; Sreeja P.
B., Kurup M. R. P., Spectrochim. Acta A, 61 (2005) 331).

2 VVOP** i [VYO,]", przy czym nieznane sa

Potgczenia te zawieraja rdzen typu [v'Voj
kompleksy wanadu(IIl), a kompleksy wanadu(IV) nalezg do rzadkosci. Opisywane potaczenia
w zdecydowanej wiekszosci zawierajg ligandy ONO donorowe, w ktorych fragment
pochodzacy od  o-hydroksybenzaldehydu lub  o-hydroksyfenyloketonu  posiada
niepodstawiony pierscien aromatyczny.

Kompleksy otrzymywano w wyniku reakcji zwigzkéw wanadu(IV i V) (gitownie
VOSO,, VO(acac), oraz MVO; i M3VO,) z odpowiednimi ligandami, w wodzie lub
rozpuszczalniku organicznym (np. DMF, EtOH, MeOH), w powietrzu lub oboj¢tne;
atmosferze (Ar, Ny).

W literaturze opisane jest potencjalne zastosowanie tych zwigzkow w katalizie i
utlenianiu zwiazkéw organicznych (Monafared H.H., Bikas R., Mayer P., Inorg. Chim. Acta,

363 (2010) 2574; Maurya M. R., Agarwal S., Bader C., Ebel M., Rehder D., Dalton Trans.,
(3) (2005) 537).



Przedmiotem wynalazku sa kompleksy wanadu(lll, IV i V) z hydrazydohydrazonami,
ktére do tej pory nie zostaly opisane w literaturze ani ujawnione w zgloszeniach patentowych,
sposéb syntezy oraz zastosowania W zapobieganiu 1 leczeniu zaburzen i chorob
metabolicznych i/lub zwiazanych z aktywnoscig fosfataz.

Zgodnie z wynalazkiem kompleksy wanadu s3 zdefiniowane wzorem og6élnym
M[VX(ONO)y(L)s]-mS, gdzie:

- X oznacza atom tlenu lub jest nieobecny

— L oznacza L lub L, przy czym:

— L, oznacza anion fluorowca lub obojetng lub zdeprotonowang czgsteczke

rozpuszczalnika wybranego z grupy zawierajacej alkohole Ci-Ciz, korzystnie alkohol

etylowy lub alkohol metylowy i/lub wode;

— 1, oznacza obojetny lub anionowy ligand NN, NO lub OO-donorowy wybrany z

grupy zawierajacej: polipirydyny, korzystnie 2,2°-bipirydyne (bpy), 1,10-fenantroling

(phen); pirony, korzystnie zdeprotonowany 3-hydroksy-2-metylo-4-piron (mal’);

chinoliny, korzystnie zdeprotonowana 8-hydroksychinoling (quin’) lub kwasy

pirydynokarboksylowe, korzystnie zdeprotonowany kwas 2-pikolinowy;

— przy czym gdy X jest nieobecny toy =2,an =0,

— za$ gdy X jest obecny to y = 1, przy czym gdy L=L; to n oznacza 1 albo 2, a gdy n

oznacza 2 to L; sg takie same lub rozne, za$ gdy L=L, to n oznacza 1,

— S oznacza obojetna czasteczke rozpuszczalnika wybranego z grupy zawierajace)

alkohole C;-C4, wodg lub kwas siarkowy;

— m zmienia si¢ w zakresie od 0 do 4,

— M moze by¢ nieobecny, a gdy jest obecny to oznacza: jednododatni kation metalu

alkalicznego, korzystnie Na®, K'; albo kation amonowy albo kation alkiloamoniowy,

korzystnie MesN', Et;N™;

— ONO, gdzie litery O i N oznaczajg atom, przez ktéry wigzany jest ligand do wanadu,

oznacza trojwigzacy ligand o wzorze og6lnym 1

R, Rs
Rj x NH _Rg
O
(o]
R; OH
Rq wzor 1



w formie ketonowej lub enolowej, obojetny lub zdeprotonowany, w ktéorym Ry, R;, Rg,
R4 niezaleznie oznaczaja atom wodoru, fluoru, chloru, bromu, jodu lub grupe SO;,
hydrokso, nitro, alkoksy, aryloksy, dialkiloamino, alkilowa lub arylowa, przy czym
przynajmniej jeden z podstawnikéw Rj, Ry, Ri, Ry jest rézny od atomu wodoru, Rs
niezaleznie oznacza atom wodoru, grupe alkilowa lub arylows, Re oznacza grupe

wybrang z:

Q J@@“’)‘D

gdzie podstawmk R; niezaleznie oznacza grup¢ hydrokso, nitro, alkoksy, aryloksy,
alkilowg lub atom wodoru, fluoru, chloru, bromu, jodu.

Kompleksy wedlug wynalazku  posiadaja budowg zdeformowanej piramidy lub
bipiramidy tetragonalnej (A;, A, sa to atomy donorowe liganda L,, ktére niezaleznie

oznaczajg atom azotu lub atom tlenu).
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Sposob otrzymywania kompleksow wanadu zalezy od rodzaju liganda, stopnia

utlenienia wanadu oraz medium reakcyjnego. Kompleksy otrzymuje si¢ w reakcji



dwuetapowej z izolacja lub/i bez izolacji hydrazydohydrazonu, w warunkach beztlenowych
lub w atmosferze powietrza.
Zgodnie z wynalazkiem pierwszy etap syntezy obejmuje reakcj¢ kondensacji aldehydu

lub ketonu o wzorze 2

R; OH

R4 Wzor 2

w ktérym Ry, Ry, R3, R4 i Rs maja wyzej podane znaczenie, z hydrazydem o wzorze 3

O Wzor 3
w ktorym Rg ma wyzej podane znaczenie. Reakcj¢ kondensacji aldehydu lub ketonu z
hydrazydem prowadzi si¢ przy stosunku molowym 1:1 lub przy nadmiarze
stechiometrycznym jednego z reagentow. Reakcje prowadzi si¢ w rozpuszczalniku, ktérym
jest alkohol C;-Cy, lub woda lub roztwor wodno-alkoholowy, powstaty przez zmieszanie w
dowolnym stosunku alkoholu C;-C, 1 wody.

W drugim etapie produkt kondensacji poddaje si¢ reakcji kompleksowania z uzyciem
wyjsciowego kompleksu wanadu: VOSO,, VO(acac),, VOCI, lub tez V(acac)s, z dodatkiem
lub bez dodatku czynnika deprotonujgcego, ktorym jest amoniak, alkiloamina lub aryloamina.
Reakcje kompleksowania prowadzi si¢ przy stosunku molowym 1:1:1 wanadu do aldehydu
(ketonu) i hydrazydu w przypadku kompleksow wanadu(IV) i wanadu(V) oraz przy stosunku
molowym 1:2:2 wanadu do aldehydu (ketonu) i hydrazydu w przypadku komplekséw
wanadu(Ill). Reakcje kompleksowania rowniez mozna prowadzi¢ przy nadmiarze lub
niedomiarze stechiometrycznym wanadu.

Produkty reakcji wytracaja si¢ samoistnie lub po wprowadzeniu dodatkowego
czynnika kompleksujacego: obojg¢tnego lub anionowego liganda L, (tzw. koliganda)
dwuwigzacego NN, NO, czy tez OO-donorowego. Koligand L, wprowadza si¢ przy stosunku
molowym koliganda do wanadu 1:1. Koligand mozna rowniez wprowadzi¢ w nadmiarze lub
niedomiarze stechiometrycznym w stosunku do wanadu.

Wszystkie etapy syntezy prowadzi si¢ w zakresie temperatur -130 do 260°C oraz w

zakresie cisnien od 0,01 do 1 MPa, czyli w warunkach temperatury i ci$nienia, w ktérych



mieszanina reakcyjna wystepuje w postaci roztworu lub zawiesiny. Najkorzystniej jest
prowadzi¢ te reakcje W temperaturze wrzenia rozpuszczalnika pod ci$nieniem
atmosferycznym.

Modyfikacja opisanej metody jest wydzielanie ze S$rodowiska reakcji liganda
otrzymanego W pierwszym etapie syntezy i nastepnie uzycie go jako substratu w etapie
drugim przy zachowanych warunkach reakcji etapu drugiego, opisanego powyzej.

Przez odpowiednie kombinacje =~ wspomnianych parametrow oraz stosowanie
koliganda otrzymano z dobra wydajnoscia kompleksy bedace przedmiotem wynalazku.

Wybrane przyktady otrzymanych komplekséw zebrano w Tabeli 1. Podstawniki R
odpowiadajg numeracji przedstawionej we wzorze 1, a R¢ oznacza grupg wybrana z grup A-L

Dla wszystkich komplekséw R4=Rs=H.

Tabela 1.
R, R, R; R¢ (A-I) R, Ly, L, mS
Kompleksy typu [VO(ONO)L)(L1)]-mS
Cl H Cl C - L, = EtOH -
L; =EtO
H H OCH3 C - L; = EtOH -
L, =EtO
Br OCHj; Br C - L; = EtOH -
L; =EtO
Kompleksy typu [VO(ONO)L;)]'mS
OCHj; H Br E - L; =H;O -
Br H Cl E - L; =H,O -
H H NO, E - L;=Hy0 -
‘Bu H ‘Bu E - L; =H;0 -
H H OH E - L; =HO -
OH H H E - L; =HO -
H H OCHj3; E - Li=H;0 0,5H,0
H H NO, B - L = EtO -
OH H H C - L =EtO -
H H Cl B - L =EtO -
H H NO, C - L =EtO 1H,O
OH H H D - L=0OH 1H,O




Kompleksy typu [VO(ONO)(L,)]-mS

H H Br A OH L, = phen 2H,0
H H Cl A OH L, = phen 2H,0O
OCHj; H Br A OH L, = phen 2H,0
Br H Cl A OH L, = phen 1H,O
Cl H Cl A OH L, = phen 1H,O
H H Br A OCH; L, = phen -
H EtN H A Cl L, = phen 1H,O
H H Br A ‘Bu L,=phen | 0,5H,0
‘Bu H ‘Bu A H L, = bpy 1MeOH
‘Bu H ‘Bu A H L,=mal | 1EtOH
Kompleksy typu M[VO(ONO)(Ly)}-mS
H H SO; A OH L, = phen 4H,0
H H SO; A OCH3 L, = phen 4H,0
Kompleksy typu M[VO(ONO)(L)]-mS
H H SO; C - L=0OH -
H H SO; D - L =EtO 1H,SO4
Kompleksy typu [V(ONO),]'mS
H H Br A NO, - -
H H Br | - - -
H H Br G - - -
H H Br H - - -
OCH; H Br C - - -
H EtN H C - - -
H H Br A Cl - 1H,0

Kolejnym aspektem wynalazku sg preparaty farmaceutyczne do stosowania w
medycynie i weterynarii, zawierajace kompleksy wedlug wynalazku oraz farmaceutycznie
dopuszczalne substancje pomocnicze. Preparaty mogg mie¢ forme stalg lub ptynng i mogg by¢
przeznaczone do podawania doustnego, parenteralnego, transdermalnego i1 wziewnego.

Preparaty wedtug wynalazku, poza kompleksami wanadu, moga zawiera¢ dodatkowe
substancje terapeutyczne o odpowiednim dziataniu, jak réwniez witaminy, sole minaralne,

wyciagi roslinne i suplementy diety.
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Wynalazek obejmuje réwniez zastosowanie wyzej zdefiniowanych kompleksow
wanadu(III, IV i V) do wytwarzania produktow farmaceutycznych do zapobiegania i leczenia
zaburzen 1 chordob metabolicznych i/lub zwigzanych z aktywno$cig fosfataz.

Korzystnie kompleksy wanadu wedlug wynalazku stosuje si¢ do wytwarzania
preparatow do zapobiegania i leczenia cukrzycy, nieprawidlowej tolerancji glukozy oraz
otylosci.

Korzystnie kompleksy wanadu stosuje si¢ do wytwarzania preparatéw hamujacych
aktywnos$¢ fosfataz biatkowych, najkorzystniej fosfataz tyrozynowych. Kompleksy hamujace
aktywno$¢ fosfataz, w tym fosfataz tyrozynowych, moga by¢ stosowane w zapobieganiu i
leczeniu zaburzen metabolizmu glukozy, w zapobieganiu i leczeniu choréb nowotworowych,
chorobach zapalnych i autoimmunologicznych, chorobach ukladu nerwowego, w tym
neurodegeneracyjnych, zaburzeniach pamieci, zaburzeniach psychicznych, chorobach uktadu
kostnego, chorobach infekcyjnych oraz innych jednostkach chorobowych, w ktérych
hamowanie aktywnosci fosfataz moze przynies¢ korzystny efekt profilaktyczny i/lub
terapeutyczny.

Kompleksy stosuje si¢ samodzielnie lub w polaczeniu z dopuszczalnymi
farmaceutycznie nosnikami, takimi jak np. woda, alkohol, glikol propylenowy, pochodne
celulozy, skrobia.

Wynalazek obejmuje zwiazki, ktérych dzialanie polega na uwrazliwianiu narzadow
docelowych na dzialanie insuliny, nasilajgcych dzialanie, nasladujacych, badz zastepujgcych
insuling. Zwiazki te powoduja rowniez wzrost syntezy i/lub wydzielania insuliny przez
komorki beta trzustki. Zwigzki wedlug wynalazku wykazujg takze dzialanie polegajace na
hamowaniu aktywnosci roéznych fosfataz. Odpowiednie modulowanie zwigzkéw wedlug
wynalazku moze by¢ skuteczng strategia prewencyjng i terapeutyczng.

Kompleksy wanadu otrzymane sposobem wedlug wynalazku wykazujg wplyw na
metabolizm, co zostalo wykazane w badaniach na komoérkach glownych narzadow
zwigzanych z mechanizmami patogenetycznymi cukrzycy typu 2 oraz wykazuja wplyw na
hamowanie aktywnosci fosfatazy tyrozynowej PTP1B, co zostalo wykazane w badaniach z
uzyciem ludzkiego, rekombinowanego enzymu.

Przeprowadzono badania wplywu komplekséw wanadu na zuzycie glukozy przez
miocyty (komoérki C2C12), hepatocyty (komdrki HepG2) i adipocyty (komoérki 3T3-L1).
Efektywnos¢ komplekséw poréwnano z dziataniem maltolanu wanadylu (VO(mal),), ktorego

silne dziatanie przeciwcukrzycowe jest szeroko opisane w literaturze.
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Wykazanie hamujacego wplywu badanych zwigzkow na aktywnos¢ PTP1B pozwala
zalozyé takie samo dziatanie tych zwiazkoéw wobec innych fosfataz. Wynika to z opisanych w
literaturze podobienstw strukturalnych réznych fosfataz oraz mechanizméw dzialania
zwigzkow wanadu.

Wynalazek zostal blizej przedstawiony w przykladach.

Przyktad 1.
Kompleks typu [V"(ONO),]-mS
R; =MeO, R, Ry, Rs =H, R;=Br, Rs =podstawnik Cm=0

@ Br
Aldehyd 5-bromo-3-metoksysalicylowy (695 mg, 3,00 mmol), hydrazyd kwasu
fenylooctowego (451 mg, 3,00 mmol) oraz EtOH (28 ml) ogrzewano do wrzenia w
atmosferze Ar pod chtodnicg zwrotng przez okoto 10 min. uzyskujac z6tty roztwor z biatym
osadem. Nastepnie dodano statego [V(acac)s] (522 mg, 1,50 mmol) 1 ogrzewano dalej do
wrzenia przez okoto 25 min. Poczagtkowo mieszanina stala si¢ brazowa, po czym wytracit si¢
produkt. Osad odsaczono, przemyto dwukrotnie EtOH i wysuszono na powietrzu. Wydajno$¢:
487 mg, 41,9%. Analiza elementarna: Obliczono dla C3;,H,7BroN4O6V: C, 49,64; H, 3,51; N,
7,24%. Znaleziono: C, 49,24; H, 3,64; N, 7,09%. IR (KBr, cm"): VCN(Gmina) 1592s. Moment
magnetyczny: per = 2.7 pp.
Przyktad 2
Kompleks typu [VYO(ONO) L;]-mS
R, Ry, Ry Rs = H, R; = NO,, Rs = podstawnik B, L; = EtO" m =0
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Aldehyd 5-nitrosalicylowy (500 mg; 3,00 mmol), hydrazyd kwasu salicylowego (457 mg;
3,00 mmol) oraz 40 ml EtOH ogrzewano do wrzenia pod chiodnicg zwrotng przez okoto 10
min. Nastepnie dodano VOSO4xH,O (665 mg; 3,00 mmol) a ogrzewanie do wrzenia
kontynuowano dalej przez okoto 90 min. Klarowny roztwor pozostawiono do krystalizacji na
okoto 2 dni. Produkt odsaczono i przemyto dwukrotnie niewielkg iloscig zimnego EtOH.
Wydajnosé: 843 mg, 68,0%. Analiza elementarna: Obliczono dla C;6H14N307V: C, 46,73; H,
3,43; N, 10,22%. Znaleziono: C, 46,58; H, 3,66; N, 10,08%. IR (KBr, cm'l): VCN(imina) 1608s,
1623s; vyo 968s. Moment magnetyczny: preparat diamagnetyczny.

Dane krystalograficzne: uklad trojskosny, grupa przestrzenna P-1, a = 7\,4393(4), b =
8,6931(5), ¢ = 13,2880(8) A, a = 88,914(5), B = 80,414(5), y = 82,214(5)°, V' = 839,53(8) A’
T=2932)K, Z=2, D, = 1,627 Mg m'3, u = 0,638 mm'l, 8897 refleksy zmierzone, 2556
niezalezne (Riy = 0,0457), 2187 obserwowane [/ > 20(/)]. Ry = 0,1389; wR, = 0,4652 [dla
2187 refleksow obserwowanych].

Przyktad 3.

Kompleks typu [VIYO(ONO)L]-mS

R> Ry Rs = H R, R; =Cl, Rg=podstawnik E, L; = H,O m=0
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Aldehyd 3,5-dichlorosalicylowy (573 mg, 3,00 mmol) i hydrazyd kwasu nikotynowego (411
mg, 3,00 mmol) oraz 50 ml EtOH ogrzewano do wrzenia pod chiodnicg zwrotng przez okoto
15 minut w atmosferze beztlenowej (pod Ar). Zaobserwowano powstanie zdttego roztworu.
Nastepnie dodano VO(acac), (795 mg, 3,00 mmol) i uktad nadal ogrzewano do wrzenia przez
okoto 60 minut w atmosferze beztlenowej. W tym czasie wytracit si¢ pomaranczowy zwigzek,
ktory nastepnie odsaczono, przemyto dwukrotnie EtOH i wysuszono na powietrzu.
Wydajnosé: 938 mg, 80,0%. Analiza elementarna: Obliczono dla C13HoCLLN304V: C, 39,72;
H, 2,31; N, 10,69%. Znaleziono: C, 40,12; H, 2,18; N, 10,67%. IR (KBr, cm'l): VCN(imina)
1613s; vyo 882s. Moment magnetyczny: prer = 1.3 pa.

Przyktad 4.

Kompleks typu [VYO(ONO)(L;),]-mS

Ry Ry Rs=H, Ry, R;=Cl, Rs = podstawnik C, L; = EtOH, i EtO", m =0

o)
PN
=
\
}\l o/ \OH/\CH3
cl
al

Aldehyd 3,5-dichlorosalicylowy (717 mg, 3,75 mmol), hydrazyd kwasu fenylooctowego (564
mg; 3,75 mmol) i 125 ml EtOH ogrzewano do wrzenia przez okolo 15 min. pod chtodnicg

zwrotng w atmosferze Ar uzyskujac z6tty roztwor. Nastgpnie dodano stalego [VO(acac)]
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(994 mg, 3,75 mmol) i kontynuowano ogrzewanie do wrzenia przez okoto 60 min.
Z6tobrazowy roztwor zatezono nastepnie do okolo 50 ml i pozostawiono do ochtodzenia.
Brazowy osad preparatu odsaczono, przemyto dwukrotnie EtOH i wysuszono na powietrzu.
Wydajnos¢ 1.04 g. Wydajnosé: 1040 mg, 72,3%. Analiza elementarna: Obliczono dla
CoHCLbN,O5V: C, 47,62; H, 4,42; N, 5,85%. Znaleziono: C, 47,27; H, 4,27, N, 5,82%. IR
(KBr, cm'l): VeNGming  1609s;  vwo 973s, 954m. Moment magnetyczny: preparat
diamagnetyczny.

Dane krystalograficzne: uklad rombowy, grupa przestrzenna Pna2;, a= 38,045(5), b =
7,608(5), ¢ = 15,221(5) A, V'=4406(3) A3, T=2932)K, Z=4, D.= 1,445 Mg m>, u=0,724
mm’, 14347 refleksow zmierzonych, 7820 niezaleznych (Riw = 0,0243), 5327
obserwowanych [I> 2a(])]. R, = 0,0366; wR, = 0,072 [dla 5327reflekséw obserwowanych].
Przyktad 5

Kompleks typu [V'YO(ONO)(Ly)]-mS

R>, Ry Rs = H, R;, R3 =t-Bu, Rg = podstawnik C, L, = phen, m = (0

Aldehyd 3,5-ditertbutylosalicylowy (254 mg; 1,50 mmol), hydrazyd kwasu fenylooctowego
(227 mg; 1,5 mmol) i 25 ml EtOH ogrzewano do wrzenia pod chlodnicg zwrotna w
atmosferze Ar przez okoto 15 min. Do powstatego klarownego roztworu dodano [VO(acac);]
(398 mg; 1,50 mmol) a mieszanin¢ ogrzewano nastgpnie do wrzenia przez okoto 40 min. Do
ciemnozottego roztworu dodano 1,10-fenantroling (271 mg; 1,50 mmol) i kontynuowano
ogrzewanie do wrzenia przez okoto 10 min. Rozpuszczalnik odparowano do okoto 12 ml i
oziebiono w lodzie. Utworzone na nastgpny dzien krysztaty odsaczono, przemyto dwukrotnie
EtOH i wysuszono na powietrzu. Wydajnos¢: 346 mg, 37,4%. Analiza elementarna:
Obliczono dla C;35H3gN4O5V: C, 68,28; H, 6,55; N, 9,10%. Znaleziono: C, 67,34; H, 5,62; N,
9,42%. IR (KBr, cm'l): VCN(imina) 16258; vvo 953s. Moment magnetyczny: uer= 1.7 pg..
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Dane krystalograficzne: uklad jednoskosny, grupa przestrzenna P2y/c, a = 14,9200(3), b
16,2740(3), ¢ = 19,9320(3) A, = 130.2810(10)°, V' = 3692,08(12) A, T=293Q)K, Z=4,
D. = 1,100 Mg m>, u = 0,303 mm™', 30452 refleksy zmierzone, 8445 niezaleznych (Rin =
0,0351), 6015 obserwowanych [/ > 20(])]. Ry = 0,0937; wR, = 0,2649 [dla 6015 refleksow
obserwowanych].

Przyktad 6

Kompleks typu M[V'YO(ONO)(L)]* mS

M=K', R, Ry Ry Rs=H, R;=SO; Rs=podstawnik A, R; = MeO, L, = phen,m =4, S =
HO

H3C_O

-4H,0

S6l potasowa aldehydu 5-sulfosalicylowego (367 mg; 1,50 mmol), 4-metoksybenzhydrazyd
(250 mg; 1,50 mmol) i EtOH (45 ml) ogrzewano do wrzenia pod chtodnica zwrotng w
atmosferze Ar przez okoto 20 min. Nastepnie do jasnozoéttego roztworu dodano [VO(acac),]
(378 mg; 1,50 mmol) i kontynuowano ogrzewanie do wrzenia przez okoto 20 min. Do
brazowego roztworu dodano 1,10-fenantroling (271 mg; 1,50 mmol). Czerwony roztwor
zatezono do ok. 50% objetosci i pozostawiono do ochtodzenia. Powstajacy pomaraficzowy
osad odsaczono, przemyto dwukrotnie EtOH i wysuszono na powietrzu. Wydajno$¢: 599 mg;
56,6%. Analiza elementarna: Obliczono dla C7H2KN4O1SV: C, 45,96; H, 3,86; N, 7,94; S,
4,54%. Znaleziono: C, 45,65; H, 3,70; N, 7,83; S, 4,40%. IR (KBr, cm'l): VeN(iming) 1608s; vyo
961s. Moment magnetyczny: (e = 1,3 pa.
Przyktad 7.

Badania wptywu komplekséw wanadu na zuzycie glukozy przez miocyty, hepatocyty,
adipocyty.

Hodowle komorkowe
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Miocyty linii komorkowej C2C12 hodowane byly w medium hodowlanym: DMEM,
10% plodowej surowicy cielecej oraz 100 U/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny.
Hodowle oraz eksperymenty prowadzono w temperaturze 37°C w atmosferze 5% COs,.

Fibroblasty linii komoérkowej 3T3-L1 hodowane byly w medium hodowlanym:
DMEM, 10% surowicy cielgcej oraz 100 U/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny.
Hodowle oraz eksperymenty prowadzono w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO,.

Hepatocyty linii komérkowej HepG2 hodowane byly w medium hodowlanym:
EMEM, 10% plodowej surowicy cielgcej oraz 100 U/ml penicyliny i 100 upg/ml
streptomycyny. Hodowle oraz eksperymenty prowadzono w temperaturze 37°C w atmosferze
5% CO2.

Zuzycie glukozy

Komérki linii komorkowej C2C12 w ilosei 20 tysigcy nanoszone byly w medium
hodowlanym do dotkéw mikroptytek 96-dotkowych. Po 3 dniach rozpoczynano proces
réznicowania komorek przez dodatek medium réznicujacego (DMEM, 2% surowicy konskiej
oraz 100 U/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny). Po 24 godzinach medium wymieniano
na medium roznicujgce. W 6smym dniu od naniesienia komoérek prowadzono eksperymenty
wplywu zwigzkéw wanadu na zuzycie glukozy.

Po odrzuceniu medium roznicujgcego. komoérki byly preinkubowane 2 godziny w
medium eksperymentalnym (DMEM z 16 mmol/dm® glukozy, 1% albuminy wolowej oraz
100 U/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny). Nastepnie medium to zastgpowane bylo
nowa porcja medium eksperymentalnego, do ktérego dodawane byly stezone roztwory
badanych zwigzkéw w zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS) z 1% BSA.
Eksperymenty prowadzono bez lub z dodatkiem ludzkiej, rekombinowanej insuliny w
stezeniu koAcowym 34,5 nmol/dm’. Po wymieszaniu zawartosci prowadzono inkubacje przez
24 godziny. Po tym czasie zawartos¢ mikroplytek mieszano i pobierano medium do badania
stezenia glukozy.

Komorki linii 3T3-L1 w ilosci 10 tysigcy nanoszone byly w medium hodowlanym do
dotkow mikroptytek 96-dotkowych optaszczonych polilizyng. Po osiagnieciu konfluencji
rozpoczynano proces réznicowania komoérek do adipocytow przez wymiang medium na
medium hodowlane z dodatkiem 1 pmol/dm® deksametazonu i 0,5 mmol/dm® 3-isobutyl-1-
methyloksantyny. Po 48 godzinach inkubacji medium wymieniano na medium hodowlane z
dodatkiem 10 pg/ml ludzkiej, rekombinowanej insuliny. Po godzinie do dotkéw mikroptytki
dodawano stezone roztwory badanych zwiazkéw w zbuforowanym roztworze soli

fizjologicznej (PBS). Po wymieszaniu zawartosci prowadzono inkubacje przez 24 godziny.
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Po tym czasie zawarto$¢ mikroptytek mieszano i pobierano medium do badania st¢zenia
glukozy.

Komorki linii HepG2 w ilosci 20 tysiecy nanoszone byly w medium hodowlanym do
dotkéw mikropltytek 96-dotkowych. Po 24 godzinach inkubacji do dolkéw mikroptytki
dodawano stezone roztwory badanych zwigzkow w zbuforowanym roztworze soli
fizjologicznej (PBS). Eksperymenty prowadzono z ludzka, rekombinowang insuling w
stezeniu koficowym 34,5 nmol/dm’. Po wymieszaniu zawartosci prowadzono inkubacje przez
24 godziny. Po tym czasie zawarto$¢ mikroplytek mieszano i pobierano medium do badania
stezenia glukozy.

Oznaczanie stezenia glukozy

Stezenie glukozy w medium po inkubacji komdrek z badanymi zwigzkami oznaczano
metodg oksydazowg z detekcja fluorymetryczng w ptytkach 384-dotkowych. Do badanej
probki dodawano réwnag objetos¢ odczynnika 0,4 U/ml peroksydazy, 4 U/ml oksydazy
glukozy oraz 200 mikromol/dm® 10-acetyl-3,7-dihydroksyfenoksazyny w 50 mmol/dm’
buforze potasowo-fosforanowym pH 7,4. Po 30 minutach inkubacji w temperaturze 37°C
prowadzono pomiar intensywnosci fluorescencji przy dlugosci fali wzbudzenia 530 nm i
emisji 580 nm. SteZzenie glukozy obliczano z krzywej wzorcowej. Zuzycie glukozy przez
komorki obliczano jako réznice stezenia glukozy w medium eksperymentalnym a medium po
inkubacji zwigzkéw z komoérkami.

Komérki migsniowe sa gtéwnym narzadem odpowiadajacym za zuzywanie glukozy w
organizmie i regulujagcym stgzenie glukozy we krwi, a takze sg istotnym narzadem
efektorowym w dzialaniu roznych lekow przeciwcukrzycowych. Wplyw zwiazkéw bedacych
przedmiotem wynalazku na zuzycie glukozy zbadano z wykorzystaniem komoérek
migsniowych (C2C12) oraz dodatkowo adipocytéw (3T3-L1) i hepatocytow (HepG2) i
porownano z wplywem rosiglitazonu, stosowanego w terapii cukrzycy typu 2 oraz wplywem
maltolanu wanadylu, VO(mal),, o udokumentowanym silnym dziataniu (Tabele 2, 3 i 4).

Zuzycie glukozy wyrazono w odniesieniu do kontroli nie zawierajacej zwigzkéw wanadu.

Tabela 2. Wplyw kompleksow wanadu (50 mikromol/dm®) oraz rosiglitazonu (50
mikromol/dm®) na zuzycie glukozy przez komérki C2C12 w obecnosci (34,5 nanomol/dm?) i

nieobecnosci ludzkiej, rekombinowanej insuliny.

Kompleks Wartosciowos$¢ | Podstawniki ~ we Zuzycie glukozy (%)
wanadu wzorze 1, Rg grupy [Bez Z insuling
A-l insuliny
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[V(ONO),] 111 R;=R,=R4=Rs=H 317 267
R3: Br
R6=B
[VO(ONO)(phen)]*2H,0 v Ri=Rs=Cl 216 232
R,=R4=Rs=H
Re=A
R7:OH
[VO(ONO)OC,Hs)] \Y R;=OH 198 156
R2=R3:R4= Rs—_— H
R¢=C
[VO(mal);] 1\ 104 92
Rosiglitazon 107 123

Tabela 3. Wplyw kompleksow wanadu (50 mikromol/dm®) oraz rosiglitazonu (50

mikromol/dm®) na zuzycie glukozy przez komoérki 3T3-L1

Kompleks Wartosciowo$¢ | Podstawniki we wzorze 1, | Zuzycie glukozy
wanadu Re grupy A-I (%)
[V(ONO),] I Ri=R,=R4=Rs=H 124
R3=BI'
R6=A
R7= t-Bu
[VO(ONO)(phen)]+2H,O IV R;=R,=R4=Rs=H 136
R3=Br
R6=A
R7= OH
[VO(ONO)(OC,Hs)] \% 110
[VO(mal),] 3% 116
Rosiglitazon 112

Tabela 4. Wplyw komplekséw wanadu (50 mikromol/dm®) na zuzycie glukozy przez komérki

HepG2

Kompleks Wartosciowos¢ | Podstawniki we Zuzycie
wanadu wzorze 1, glukozy
Re grupy A-I ()
[V(ONO),] I Ri=R,=R4s=Rs=H 119
R3:BI'
RGZG
[VO(ONO)(phen)]*H,O v R,»=R4=Rs=H 158
R1= Br
R3=Cl
R6=A
R,=OH
[VO(ONO)(OC,H;5)(C,Hs0H)] \Y% R,=R4=Rs=H 116
R1= Cl
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R;=Cl
R6=A
R7= OH

[VO(mal),] v 98

Przyklad 8.
Badania inhibicji fosfatazy tyrozynowej 1B (PTP1B)

Do roztworu badanego zwigzku w dotku mikroptytki 96-dotkowej o zmniejszonej
powierzchni dodawano réwne objetosci 0,6 mmol/dm®  fosforanu  6,8-difluoro-4-
metyloumbeliferylu oraz 1,5 U/ml ludzkiej, rekombinowanej fosfatazy PTPIB w buforze
reakcyjnym pH 7,0: 25 mM kwasu 3-(N-morfolino) propanosulfonowego, 50 mM chlorku
sodu, 1 mM ditiotreitolu i 0,05% Tween-20. Po 30 minutach inkubacji w temperaturze 37°C
prowadzono pomiar intensywnosci fluorescencji przy dlugosci fali wzbudzenia 355 nm 1
emisji 560 nm (Welte S., Baringhaus K.H., Schmider W., Miiller G., Petry S., Tennagels N.,
Anal. Biochem., 338 (2005) 32). Wyniki wyrazono, jako procent aktywnosci wzgledem
probki kontrolnej niezawierajacej inhibitora.

W przeprowadzonych badaniach wykazano silny, hamujacy wplyw zwigzkéw
kompleksowych wanadu na aktywnos$¢ tej fosfatazy (Tabela 5).

Tabela 5. Wpltyw kompleksow wanadu (1 mikromol/dm®) na aktywnosé¢ ludzkiej,

rekombinowanej fosfatazy PTP1B.

Kompleks Wartosciowos¢ | Podstawniki we | Aktywnos¢ PTPIB (%)
wanadu wzorze 1, Rq grupy A-
I
[V(ONO),] 11 Ri=R,=R4s=Rs=H 18
R3= OH
R6: C
v R,=OH 5
[VO(ONO)(H,0)] Ry=R3=R4=Rs=H
R6= E
\Y% R;-OH 29
[VO(ONO)(OC,Hs)] R=R;=R4=Rs=H
R6= C
[VO(mal),] v 23

Aktywno$¢ enzymatyczng PTP1B podano w odniesieniu do kontroli nie zawierajacej
zwigzkow wanadu, ktorej aktywnos$é przyjeto za 100%. Kompleks [VO(mal),], maltolan

wanadylu jest to kompleksem referencyjnym opisany w literaturze.
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