Zastosowanie estrow cukrowych kwaséw tluszczowych, o komponencie
kwasowej bedacej mieszaning monomerow uzyskanych z bakteryjnego
polihydroksynonaniano -co- heptanianu, do hamowania proliferacji komorek

nowotworowych w leczeniu i profilaktyce choréb

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie, jako Srodka do hamowania proliferaciji
komédrek nowotworowych w leczeniu i profilaktyce choréb, zwtaszcza raka prostaty Du145
i ludzkiego czerniaka HTB140, takich estrow cukrowych kwaséw ttuszczowych (ECKT),
w ktdérych komponente kwasowg stanowi mieszanina niemodyfikowanych Ilub
modyfikowanych monomerdw, uzyskanych =z degradacji bakteryjnego polimeru:
polihydroksynonanianu-co-heptanianu, a komponentg cukrowsg jest glukoza, galaktoza lub
laktoza.

Stwierdzono, ze te znane zwigzki wykazujg wiasciwosci antyproliferacyjne
wzgledem komorek rakowych, zwtaszcza wzgledem linii raka prostaty Du145 i ludzkiego
czerniaka HTB140. Mieszanina monomeréw bedaca komponentg kwasowg tych estrow
ztozona jest z: 3-(R)-hydroksynonanianu (C9) i 3-(R)-hydroksyheptanianu (C7)
o procentowym udziale kwaséw: 77,7 C9 do 22,3 C7. Mieszanina ta jest dalej w opisie
skrétowo nazywana mieszaning monomerow PHN(C9+C7). Zsyntezowane estry glukozy,
galaktozy i laktozy, dzieki obecnosci w swojej strukturze wyzej przedstawionych
monomerdw wykazujg wyraznie wihasciwosci antyproliferacyjne wzgledem linii raka
prostaty Du145 i ludzkiego czerniaka HTB140, czego mozna upatrywaé w tym, ze
monomery PHN(C9+C7) posiadajg w swojej strukturze grupy 3-(R)-OH co odréznia je od
innych kwaséw ttuszczowych, nie bedacych pochodzenia bakteryjnego, jak np. kwas
nonanowy, ktory takze moze tworzy¢ estry cukrowe z glukozg, galaktozg i laktoza.

Opisano ponadto ponizej sposéb pozyskania komponenty kwasowej pochodzenia
bakteryjnego do syntezy estréw glukozy, galaktozy i laktozy oraz obecno$¢ w niegj
wymienionych grup 3-(R)-hydroksylowych, a takze sposéb modyfikacji tej komponenty
kwasowej ugrupowaniem  zawierajgcym  fluor dla  wzmocnienia  dziatania
przeciwnowotworowego przedmiotowych estréw wzgledem analogicznych
(ti. zawierajgcych te same cukry) estrédw cukrowych, nie posiadajgcych w swojej
strukturze takiej komponenty pochodzenia biologicznego.

Sama synteza opisywanych ECKT odbywa sie na drodze enzymatycznej
(z zastosowaniem immobilizowanych grzybicznych lipaz), w warunkach bezwodnych,

CO opisano w szczegotach ponizej w opisie w Przyktadzie 1.
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Wazng z punktu widzenia praktycznego zastosowania do zwalczaniu komorek
nowotworowych cechg estréw cukrowych glukozy, galaktozy i laktozy, na bazie
mieszaniny  niemodyfikowanych i  modyfikowanych monomeréw  bakteryjnych
polihydroksnonaniano -co- heptanianu, bedacych przedmiotem wynalazku, jest to, ze ich
toksyczno$¢ wzgledem komérek raka prostaty i ludzkiego czerniaka wystepuje juz przy
stezeniu 2 do 4 krotnie nizszym (w zaleznosci od zastosowanego estru i linii kombrkowej),
niz wzgledem komorek zdrowych (nienowotworowych). Jest to kluczowa cecha z punktu
widzenia praktycznego zastosowania terapeutycznego tych ECKT w przemysle
farmaceutycznym i medycznym.

Dodatkowo  stwierdzono, 2e mozliwe jest wzmocnienie potencjatu
antyproliferacyjnego komoérek nowotworowych opisywanych estréw cukrowych objetych
wynalazkiem, poprzez modyfikacje chemiczng mieszaniny monomeréw PHN(C9+C7).
Modyfikacja ta polega na wprowadzeniu do tancucha monomeru grupy trifluoroetylowej
i wytworzeniu wigzania eterowego z atomem tlenu zlokalizowanym przy trzecim atomie
wegla tancucha monomeru PHN(C9+C7), czyli pochodzgcym od  grupy
3-(R)-hydroksylowej.  Modyfikacja ta, jak wustalono, powoduje zwiekszenie
cytotoksycznosci opisywanych ECKT, pozwalajgc na dodatkowe obnizenie wartosci
minimalnego stezenia hamujgcego (IC50) wzgledem komérek nowotworowych. Przez
warto$¢€ minimalnego stezenia hamujgcego IC50 rozumie sie w niniejszym opisie, zgodnie
z literaturg takg warto$¢ stezenia substancji, ktéra powoduje zahamowanie proliferacji lub
$mieré populacji komoérek o 50%.

Uzyskane i przebadane pod katem hamowania proliferacji komérek
nowotworowych raka prostaty i ludzkiego czerniaka mieszaniny estrow cukrowych
objetych wynalazkiem, a takze estry glukozy, galaktiozy i laktozy z kwasem nonanowym,
bedace zwigzkami kontrolnymi, zapisano ponizej dla utatwienia w skréconych wersjach:

e Ester glukozowy na bazie kwasu nonanowego = C9-Gluk (wzér 1)
e Ester galaktozowy na bazie kwasu nonanowego = C9-Galak (wzér 2)
o Ester laktozowy na bazie kwasu nonanowego = C9-Lak (wzér 3)
Powyzsze estry sg zwigzkami referencyjnymi (kontrolnymi) w stosunku do ponizszych,
ktorych zastosowanie do zwalczania komoérek nowotworowych jest przedmiotem
wynalazku:
e Mieszanina estrow glukozowych na bazie mieszaniny niemodyfikowanych
monomeréw PHN(C9+C7) uzyskanych 2z polihydroksynonaniano-co-heptanianu
pochodzenia bakteryjnego = PHN(C9+C7)-Gluk (wzor 4a i wzér 4b)
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e Mieszanina estrow galaktozowych na bazie mieszaniny niemodyfikowanych
monomeréw PHN(C9+C7) uzyskanych 2z polihydroksynonaniano-co-heptanianu
pochodzenia bakteryjnego = PHN(C9+C7)-Galak (wzér 5a i wzor 5b)

e Mieszanina estrow laktozowych na bazie mieszaniny niemodyfikowanych
monomeréw PHN(C9+C7) uzyskanych 2z polihydroksynonaniano-co-heptanianu
pochodzenia bakteryjnego = PHN(C9+C7)-Lak (wzér 6ai wzor 6b)

e Mieszanina estréow glukozowych na bazie mieszaniny modyfikowanych monomeréw
PHN(C9+C7) uzyskanych z polihydroksynonaniano-co-heptanianu pochodzenia
bakteryjnego zawierajgcych grupy trifluoroetylowe = PHN-O-CH,CF; (C9+C7)-Gluk
(wzor 7ai wzér 7b)

e Mieszanina estrébw galaktozowych na bazie mieszaniny modyfikowanych
monomeréw PHN(C9+C7) uzyskanych 2z polihydroksynonaniano-co-heptanianu
pochodzenia bakteryjnego zawierajgcych grupy trifluoroetylowe = PHN-O-CH,CF;
(C9+C7)-Galak (wzdr 8a i wzor 8b)

e Mieszanina estréw laktozowych na bazie mieszaniny modyfikowanych monomeréw
PHN(C9+C7) uzyskanych z polihydroksynonaniano-co-heptanianu pochodzenia
bakteryjnego zawierajgcych grupy trifluoroetylowe = PHN-O-CH,CF; (C9+C7)-Lak
(wzor 9 a i wzér 9b)

Znane sg wiasciwosci przeciwnowotworowe Iub antyproliferacyjne niektorych
ECKT. Ponadto znane jest zastosowanie ECKT do wytwarzania lekow o dziataniu
przeciwnowotworowym. Zgromadzona literatura naukowa 1 patentowa opisujaca
wiadciwosci ECKT innych niz opisywane w tym zgtoszeniu, wskazuje rézne ich aspekty.

W artykule przeglagdowym pt. Lactose esters: synthesis and biotechnological
applications autorstwa J. Staron, J. M. Dabrowski, E. Cichon i Maciej Guzik
opublikowanym w Critical Reviews in Biotechnology, 38, p. 245-258 w roku 2018
przedstawiono rézne metody obrdbki biotechnologicznej laktozy i wytwarzania—estréw
cukrowych kwasow ttuszczowych z jej udziatem (LEs). Opisano kilka chemicznych
i enzymatycznych podej$¢ do syntezy LEs, wraz z ich zastosowaniem, tj. funkcjg
w tworzeniu surfaktantéw oraz jako dodatkéw, ktdére nie tylko stabilizujg produkty
zywnosciowe, ale takze chronig zywno$é przed niepozgdanymi drobnoustrojami.
W dalszej czesci artykutu oméwiono medyczne zastosowania LEs w leczeniu
nowotworow, min. jako biosensoréw. Zwrécono uwage na aspekt halogenowania lekdéw
przeciwnowotworowych i wykorzystywania tych modyfikacji dla fotodynamicznej terapii
nowotworow i a takze inaktywacja mikroorganizméw.

Znana jest metoda eliminacji grupy 3-(R)-hydroksylowej poprzez zastgpienie jegj
atomem halogenku, ktérg opisano w pracy pt. Polyhydroxyalkanoate-based
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3-hydroxyoctanoic acid and its derivatives as a platform of bioactive compounds
autorstwa J. Radivojevic, S. Skaro, L. Senerovic, B. Vasiljevic, M. Guzik, S.T. Kenny,
V. Maslak, J. Nikodinovic-Runic, K.E. O'Connor, opublikowana w Applied Microbiology
and Biotechnology, 100(1):161-72 w 2015 roku. Przedstawiono metode syntezy
18 roéznych zwigzkéw na bazie kwasu 3-(R)-hydroksyoktanowego, ktéry uzyskano
z bakteryjnego polimeru polihydroksyalkanianu (PHA). Ta praca jest pierwszg prébg
syntezy i charakterystyki halogenowych i benzylowych modyfikacji estrow metylowych
monomerdw PHA. W szczegdlnosci wykorzystano do tego grupy 3-(R)-hydroksylowe
monomerdw bakteryjnego PHA uzyskanych z Pseudomonas putida KT2440. Modyfikacja
ta polegata na catkowitym usunieciu grupy 3-(R)-hydroksylowej i wprowadzeniu na jej
miejsce pojedynczych atomdéw halogenkéw (F, Cl, Br) albo utworzeniu wigzania
podwdjnego pomiedzy sgsiadujgcymi atomami wegla w farncuchu monomeru. Biorgc pod
uwage fakt, ze kwasy 3-(R)-hydroksyalkanowe posiadajg aktywnos$é biologiczng, nowe
zwigzki zostaly ocenione pod katem aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i in vitro
dziatania antyproliferacyjnego z liniami komdrkowymi ssakdéw. Obecnos¢é grupy
karboksylowej miata istotne znaczenie dla aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, przy
minimalnych stezeniach hamujgcych w stosunku do panelu bakterii (Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych) oraz grzybow (Candida albicans i Microsporum gypseum). Opisany
w tej publikacji sposéb modyfikacji grupy 3-(R)-hydroksylowej monomerow PHA jest
zZupetnie inny niz opisywany w tym zgtoszeniu patentowym i prowadzi do uzyskania
innych zwigzkéw o innych wiasciwosciach biologicznych

Znane sg metody syntezy, fluorowania i oznaczania mieszaniny monomeréw
PHN(C9+C7) oraz przyktadowych estréw cukrowych glukozy powstatych na ich bazie
opisane w pracy pt. Influence of chemical modifications of polyhydroxyalkanoate-derived
fatty acids on their antimicrobial properties autorstwa W. Snoch, K. Stepien, J. Prajsnar,
J. Staron, M. Szaleniec i M. Guzik opublikowana w Catalysts, 9, 510 w 2019 roku. Z tej
pracy znane jest rowniez przeciwbakteryjne i przeciwgrzybiczne dziatanie takich ECKT.
W pracy opisano pozyskiwanie kwasow tluszczowych do syntezy estrow cukréw
z poliestrédw pochodzenia bakteryjnego — polihydroksyalkanianéw (PHA). Ujawniona
zostata metodologia dekorowania monomeréw PHA ugrupowaniem fluorowanym.
Za pomocg metod biokatalitycznych (enzymatycznych) zostata utworzona seria réznych
estrow glukozy z niemodyfikowanych i modyfikowanych monomerow PHA.
Zsyntetyzowane zwigzki wykazywaty umiarkowang aktywnos$é¢ przeciwbakteryjna.

Ponadto w tym artykule szczegbtowo opisana jest metoda syntezy
polihydroksynonaniono-co-heptaninu oraz polihydroksyfenylowalerianu w procesach
fermentacji przy uzyciu bakterii Pseudomonas putida KT2440 oraz Pseudomonas putida
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CA3; metody pozyskania polimerdéw (ich ekstrakcji z biomasy bakteryjnej), filtrowania
i oczyszczani, a takze ich depolimeryzacji. Depolimeryzacja ta, polegajgca na kwasnej
metanolizie pozwolita na uzyskanie mieszaniny monomeréow o diugosciach tancuchéw
C9 i C7. Mieszanine wykorzystano dalej w nastepnych etapach jakimi byty: modyfikacja
chemiczna grup 3-(R)-hydroksylowej monomeréw oraz biokataliza (enzymatyczna
synteza estréw cukrowych). Wszystkie te etapy doprowadzity do uzyskania serii estréw
cukrowych glukozy na bazie mieszaniny monomeréw PHA pochodzenia bakteryjnego,
ktorych aktywnosS¢ biologiczng przetestowano na wybranych szczepach bakterii
i drozdzakow.

Bazujgc na informacjach zawartych w przedmiotowym artykule mozna dokonac
syntezy analogicznych estréow cukrowych z zastosowaniem innych niz glukoza cukréw,
takich jak: galakioza i laktoza. Bardziej szczegbtowy opis syntezy estréw na potrzeby
niniejszego wynalazku przedstawiono ponizej w Przyktadzie 1.

Znana jest rowniez metoda czeSciowego acylowania sacharozy kwasami
palmitynowym, stearynowym, hydnokarpowym i rycynolowym, opisana w pracy
pt. Chemical and biochemical studies on carbohydrate esters. V. Anti Ehrlich ascites
tumor effect and chromatographic behaviors of fatty acyl monoesters of sucrose and
trehalose autorstwa Y. Nishikawa, K. Yoshimoto, M. Okada, T. lkekawa, N. Abiko
i F. Fukuoka, opublikowana w Chemical Pharm. Bull, 25(7), 1717-1724 w 1977 roku;
a wykonywana zgodnie z procedurg Osipowa. W podobny sposob przeprowadzono
selektywng estryfikacje trehalozy przy uzyciu kwasow: kaprylowego, laurynowego,
mirystynowego i stearynowego. Kompozycje estrowe otrzymanych preparatow poddano
wstepnej analizie za pomocg chromatografii cienkowarstwowej i gazowej, a gtéwne
sktadniki w nich zawarte zostaty opisane jako monoestry tych disacharydéw. Wszystkie
otrzymane preparaty wykazaty znaczne dziatanie przeciwnowotworowe przeciwko rakowi
wodobrzusza Ehrlicha u myszy poprzez podanie dootrzewnowe.

Aktywnos¢ in vitro i in vivo innych ECKT, niz te ktére opisano powyzej w Chemical
Pharm. Bull, 25(7), 1717-1724, przeciwko guzowi wodobrzusza Ehrlicha u myszy,
przedstawiono w pracy pt. Effects of some fatty acid esters on the viability and transplantability
of Ehrlich ascites tumor cells, autorstwa A. Kato, K. Ando, G. Tamura i K. Arima, opublikowanej
w Cancer Research 31(5), 501-504 w 1971 roku. Do badania sposobu dziatania tych
estrow uzyto owczych czerwonych krwinek i guza Ehrlicha. Wiekszos¢é kwaséw
ttuszczowych i ich estrow wykazata dziatanie hemolityczne wzgledem owczych krwinek
czerwonych i zabijata komorki nowotworowe w in vitro. Komérki guza traktowane estrami
in vitro utracity dzieki estrom zdolno$ci przerzutowe po wszczepieniu do organizmu

myszy. Ester monolaurynianu sacharozy wykazat najsilniejsze dziatanie in vivo oraz
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uprzednio in vitro. Natomiast polioksoetylenu monolaurynian sorbitanu (0 nazwie
komercyjnej Tween 20), ktoéry wedtug wiedzy poprzedzajgcej te badania nie wykazywat
aktywnosci przeciwrakowych, wykazat silne wiadciwosci jednocze$nie hemolityczne
i cytotoksyczne wzgledem komorek nowotworowych.

Znane jest rowniez dziatanie przeciwnowotworowe ECKT na bazie maltotriozy
opisane w pracy pt. Antitumour activity of fatty acid maltotriose esters obtained by
enzymatic synthesis autorstwa Manuel Ferrer Gabriela Perez, Francisco J. Plou, José
V. Castell i Antonio Ballesteros opublikowanej w Biotechnology and Applied Biochemistry,
42(1), p. 35-39; 2005. W artykule opisano wtasciwosci przeciwnowotworowe dwdch
estrow kwasdw tluszczowych na bazie maltotriozy: 6"-O-dodekanoylmaltotriozy i
6"-O-palmitoylmaltotriozy, w ktoérych grupy 6-hydroksylowe na nieredukujgcym konhcu
maltotriozy zostalty regioselektywnie acylowane za pomocg lipaz. Oba zwigzki
syntetyzowano przez transestryfikacje laurynianu winylu lub palmitynianu winylu za
pomocg maltotriozy, w obecnosci immobilizowanej lipazy z Thermomyces lanuginosus.
Zbadano cytotoksyczne dziatanie powstatych estréw cukrowych na dwdéch liniach ludzkich
komérek nowotworowych Hep-G2 i HelLa. 6"-O-palmitoilomaltotrioza wykazywata warto$ci
IC50 wynoszgce 2,3 UM (1,7 pg/ml) dla Hep-G2 i 3,6 uM (2,7 yg/ml) dla komérek Hela.
Natomiast 6"-O-dodekanoilomaltotrioza wykazywata mniejsze dziatanie hamujace.
Ponadto 6"-O-palmitoilmaltotrioza wykazata niewielkg cytotoksyczno$é w stosunku do
hepatocytdw  szczuréw, potwierdzajgc swédj potencjat jako nowy $rodek
przeciwnowotworowy.

Opisane jest réwniez antyrakowe dziatanie floryzyny i jej nowych pochodnych,
badane in vitro przy uzyciu ludzkich linii komdrkowych raka, co opisano w pracy pt. Fatty
acid esters of phloridzin induce apoptosis of human liver cancer cells through altered gene
expression autorstwa S. V. G. Nair, Ziaullah i H. P. Vasantha Rupasinghe, opublikowanej
w Plos ONE, 9(9):e107149 w 2014 roku. Floryzyna (in. florizyna lub 2'-O-glukozyd
floretyny) jest znana z blokowania jelitowego wchtaniania glukozy. Zbadano antyrakowe
dziatanie floryzyny i jej nowych pochodnych przy uzyciu ludzkich linii komérkowych raka.
Zsyntetyzowano nowe acylowane pochodne floryzyny z szeScioma réznymi
diugotancuchowymi kwasami tluszczowymi poprzez enzymatyczng regioselektywng
acylacje przy uzyciu lipazy B Candida antarctica. Zbadano dziatanie antyproliferacyjne
tych nowych zwigzkow. Porownano ze zwigzkami prekursorowymi: florizing, floretyng
aglikonowa, szesécioma wolnymi kwasami ttuszczowymi oraz lekami
chemioterapeutycznymi (sorafenib, doksorubicyna i daunorubicyna), przy uzyciu ludzkich
komérek raka watrobowokomérkowego HepG2, ludzkich komérek gruczolakoraka piersi

MDA-MB-231 i ostrej biataczki monocytarnej THP-1. Komorkami referencyjnymi byly
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prawidtowe hepatocyty ludzkie i szczurze. Estry kwaséw ttuszczowych florydzyny silnie
hamowaty wzrost dwoch komérek raka i biataczki, przy czym zastosowanie tych dawek
leczenia nie byto toksyczne dla prawidlowych hepatocytéw ludzi i szczurdw.
Antyproliferacyjna sita dziatania estrow kwaséw tluszczowych florydzyny byta
poréwnywalna z sitg dziatania lekdéw chemioterapeutycznych.

Znany jest szereg zwigzkéw przeciwrakowych na bazie ECKT przedstawiony
w opisie patentowym pt. Carcinostatic agent, nr JPH 0723307B2 z roku 1985. Zwigzki te
wykazujg efektywne dziatanie antynowotworowe wzgledem guza piluca, czerniaka
ztosliwego B16 i raka jelita grubego 26. Sg one zaproponowane do uzycia jako Srodki
przeciwnowotworowe w profilaktyce i leczeniu raka. Opisane formulacje jako substancje
czynng zawierajg estry alkoholowo-cukrowe kwaséw ttuszczowych, takich jak oleinian
sorbitolu i linolan sorbitolu, sorbitanu, arabitolu, ksylitolu, mannitolu lub dulcytolu, a przede
wszystkim nasycony lub nienasycony ester kwasu tluszczowego zawierajgcy
8-22 atomdéw wegla, np. monoester kwasu oleinowego sorbitolu lub diester kwasu
oleinowego sorbitolu.

Celem wynalazku jest dostarczenie grupy zwigzkdw, bedacych estrami cukrowymi
kwasoéw ttuszczowych, ktoére znajdg nowe zastosowanie w leczeniu i profilaktyce choréb
nowotworowych ludzi jako srodki do hamowania proliferacji komérek rakowych, zwtaszcza
raka prostaty Du145 i ludzkiego czerniaka HTB140.

Istota wynalazku jest nowe zastosowanie estrow cukrowych kwaséw
ttuszczowych, w ktérych komponente kwasowg stanowi mieszanina niemodyfikowanych
lub modyfikowanych grupg trifluoroetylowg monomerow, uzyskanych z degradacii
bakteryjnego polimeru: polihydroksynonanianu-co-heptanianu, a komponente cukrowg
stanowi glukoza, galaktoza lub laktoza, jako Srodkéw do hamowania proliferacji komorek
nowotworowych w leczeniu i profilaktyce choréb, zwtaszcza raka prostaty Du145

i ludzkiego czerniaka HTB140.

Korzystne skutki uzyskiwane dzieki wynalazkowi to:

— zwiekszenie ilosci i réznorodnosci potencjalnych narzedzi do walki z chorobami
nowotworowymi: czerniakiem i rakiem prostaty;

— potencjalne polepszenie jakosci zycia i leczenia pacjenta onkologicznego;

— szansa na obnizenie kosztow leczenia pacjenta onkologicznego.

Na zatgczonym rysunku przedstawiono wzory potstrukturalne objetych
wynalazkiem estréow cukrowych glukozy, galaktozy i laktozy, potwierdzone na podstawie
analiz: wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrem masowym

(UHPLC-MS), pomiarami spektroskopowymi w podczerwieni, magnetycznym rezonansem
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jadrowym — 'H NMR oraz "F NMR, a takze wzory potstrukturalne referencyjnych

(kontrolnych) estréw glukozy, galaktozy, laktozy z kwasem nonanowym, przy czym:

Wzor 1 przedstawia C9-Gluk; ester glukozy na bazie kwasu nonanowego (zwigzek
kontrolny);

Wzér 2 przedstawia C9-Galak; ester galaktozy na bazie kwasu nonanowego (zwigzek
kontrolny);

Wzér 3 przedstawia C9-Lak; ester laktozy na bazie kwasu nonanowego (zwigzek
kontrolny);

Wzoér 4 przedstawia PHN(C7+C9) — Giluk; mieszanina estrow glukozy na bazie
mieszaniny monomeréw PHN zawierajgcych tancuchy C9i C7;

Wzér 5 przedstawia PHN(C9+C7)-Galak; mieszanina estréw galaktozy na bazie
mieszaniny monomeréw PHN zawierajgcych tancuchy C9i C7;

Wz6r 6 przedstawia PHN(C9+C7)-Lak; mieszanina estrow laktozy na bazie mieszaniny
monomeréw PHN zawierajgcych tancuchy C9i C7;

Wzor 7 przedstawia PHN-O-CH2-CF3 (C9+C7)- Gluk; mieszanina estrow glukozy na
bazie mieszaniny fluorowanych monomeréw PHN zawierajgcych tancuchy C9
i C7;

Wzér 8 przedstawia PHN-O-CH2-CF3 (C9+C7)- Galak; mieszanina estroéw galaktozy na
bazie mieszaniny fluorowanych monomeréw PHN zawierajgcych tancuchy C9
i C7;

Wzor 9 przedstawia PHN-O-CH2-CF3 (C9+C7)- Lak; mieszanina estréw laktozy na bazie
mieszaniny fluorowanych monomeréw PHN zawierajgcych fancuchy C9 i C7.
Ponadto w Tabeli 1 przedstawiono cytotoksyczno$ci za pomocg wartosci

minimalnego stezenia hamujgcego IC50 wzgledem komérek rakowych linii Du145

i HTB140 i komérek kontrolnych (nierakowych) dla zwigzkéw kontrolnych — estréw

glukozy, galaktozy i laktozy na bazie kwasu nonanowego oraz objetych wynalazkiem

mieszanin estréw cukrowych kwasoéw ttuszczowych glukozy, galaktozy i laktozy na bazie

mieszaniny monomeréw PHN(C9+C7), oraz na bazie mieszaniny fluorowanych

monomeréw PHN-O-CH2-CF3 (C9+C7).

Dodatkowo w Tabeli 2 zebrano dane o cytotoksycznosci niebedacych
przedmiotem wynalazku estrow cukrowych kwaséw ttuszczowych. Tabela 2 przedstawia
wartosci minimalnych stezen hamujgcych IC50 wzgledem komoérek nowotworowych
roznych linii uzyskane na podstawie danych literaturowych. Jej celem jest wskazanie na
fakt, ze wartoéci IC50 mieszanin ECKT wedtug wynalazku utrzymujg sie $rednio na

zblizonym poziomie albo nawet na poziomie nizszym od przestawionych w dostepnej
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literaturze co moze czyni€¢ omawiane w tym zgtoszeniu ECKT zwigzkami konkurencyjnymi

dla obecnie opisanych.

Przyktady praktycznej realizacji rozwigzania.

Przykiad 1
Synteza ECKT

Polimer bakteryjny polihydroksynonanian-co-heptanian wytworzono za pomoca
szczepu bakterii Pseudomonas putida KT2440 hodowanego na kwasie nonanowym
w procesie fermentacji opisanej w publikacji pt. Structural, topographical, and mechanical
characteristics of purified polyhydroxyoctanoate polymer autorstwa K. Sofinska,
J. Barbasz, T. Witko, J. Dryzek, K. Harazna, M. Witko, J. KrySciak-Czerwenka i M. Guzik
opublikowanej w J. Appl. Polym. Sci. 136, 47192 w roku 2019. Wyprodukowany polimer
wyekstrahowano z wysuszonej biomasy bakteryjnej octanem etylu, filtrowano przez
wegiel aktywny i poddano procesowi metanolizy jak opisano w publikacji. Produktem tego
procesu jest mieszanina estréw metylowych monomerow PHN(C9+C7). Do oznaczenia
sktadu  mieszaniny  metylowanych  monomerdw  PHN(C9+C7)  wykorzystano
chromatografie gazowa.

Modyfikacje fluorowe w czagsteczki uzyskanych monomerow PHN(C9+C7), jak
i synteze ECKT na bazie modyfikowanych oraz nie modyfikowanych monomerdw
PHN(C9+C7) przeprowadzono i scharakteryzowano zgodnie z procedurg opisang w pracy
pt. Influence of chemical modifications of polyhydroxyalkanoate-derived fatty acids on
their antimicrobial properties autorstwa W. Snoch, K. Stepien, J. Prajsnar, J. Staron,
M. Szaleniec i M. Guzik opublikowana w Catalysts, 9, 510 w 2019 roku.

Do rozdziatu produktéw gtéwnych, tj. estrébw cukrowych otrzymanych w opisany
w publikacji sposéb od srodowiska poreakcyjnego uzyto chromatografii cieczowej w skali
preparatywnej z uzyciem gradientu metanolu w wodzie w znany sposob.

Przeprowadzono kontrole oddzialywania na badane komoérki nowotworowe
i zdrowe komponenty kwasowej estréw, tj. kwasow monomeréw PHN(C9+C7), ktorg
otrzymano poprzez hydrolize enzymatyczng z uzyciem lipazy B Candida antractica
w warunkach wodnych.

Obecno$¢ mieszanin estrbw w mieszaninie poreakcyjnej uzyskanych na drodze
syntezy enzymatycznej zostata potwierdzona analizg UHPLC-MS.

Po ustaleniu procentowego skiadu mieszanin estréw obliczono w znany sposéb
ich érednie masy czgsteczkowe: C9-Gluk = 322,31g-mol” ; C9-Galak = 320,4 g-mol™ ;
C9-Lak = 544,34 g-mol' ; PHN(C9+C7)-Gluk= 340,04 g-mol'; PHN(C9+C7)-Galak=
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402,77 gmol’ ; PHN(C9+C7)-Lak = 561,76 g:mol' ; PHN-O-CH2CF3(C9+C7)-Lak=
746,29 gmol'; PHN-O-CH2CF3(C9+C7)-Gluk= 624,38 g-mol’; PHN-O-CH2CF3
(C9+C7)-Galak= 528,59 g-mol'1, soli sodowej kwasu nonanowego = 180,23 g-mol™”; soli
sodowej PHN(C9+C7) = 189,9 g-mol”; soli sodowej PHN-O-CH2CF3(C9+C7) = 271,904

g-mol™.

Przyktad 2

Weryfikacja  wiasciwoséci _antyproliferacyjnych  ECKT  eksperymentami___in ___ vilro

na komérkach nowotworowych i kontrolnych

Wiasciwosci uzyskanych ECKT zostaty zweryfikowane i oznaczone poprzez
przeprowadzenie standardowych testéw przezywalno$ci, opierajgcych sie na
spektrofotometrycznym oznaczeniu aktywno$ci dehydrogenazy mitochondrialnej (MTT),
opisanych w pracy pt. Cell sensitivity assays: The MTT assay, autorstwa J. A. J. van M.
Plumb and G. J. L. Kaspers, opublikowanej w Cree I. (eds) Cancer Cell Culture. Methods
in Molecular Biology (Methods and Protocols), vol 731. Humana Press w 2011 roku.
Przeprowadzono nastepujgce warianty eksperymentéw:

Wariant 1: komérki nowotworowe z linii: Du145 (rak prostaty), HTB140 (czerniak)
inkubowano w obecnosci zwigzkéw kontrolnych, tj. ECKT na bazie kwasu nonanowego
i cukréw: laktoza, glukoza, laktoza przez 24h, 72h i 120h. Dla referencji (poréwnania) tymi
samymi zwigzkami potraktowano hodowle linii komdrkowych: PNT2 (nabtonek prostaty),
HSFp6 (ludzkie fibroblasty skérne), HaCAT (ludzkie keratynocyty skérne). Dodatkowymi
zwigzkami kontrolnymi dla wariantu 1 eksperymentu, ktérymi traktowano wszystkie
z wymienionych linii komérkowych byly: glukoza, galaktoza, laktoza, sél sodowa kwasu
nonanowego.

Wariant 2: komérki nowotworowe z linii: Du145 (rak prostaty), HTB140 (czerniak)
inkubowano w obecno$ci objetych wynalazkiem ECKT na bazie mieszaniny monomeréw
PHN(C9+C7) i cukréw: laktoza, glukoza, laktoza przez 24h, 72h i 120h. Dla referenc;ji
(poréwnania) tymi samymi zwigzkami potraktowano hodowle linii komérkowych: PNT2,
HSFp6, HaCAT. Dodatkowymi zwigzkami kontrolnymi dla wariantu 2 eksperymentu,
ktérymi traktowano wszystkie z wymienionych linii komérkowych byty: glukoza, galaktoza,
laktoza, sél sodowa mieszaniny kwaséw PHN(C9+C7).

Wariant 3. komorki nowotworowe z linii: Du145 (rak prostaty), HTB140 (czerniak)
inkubowano w obecnosci objetych wynalazkiem ECKT na bazie mieszaniny fluorowanych
monomerdéw PHN-O-CH2-CF3(C9+C7) i cukrow: laktoza, glukoza, galaktoza przez 24h,
72h i 120h. Dla referencji (poréwnania) tymi samymi zwigzkami potraktowano hodowle

linii komorkowych: PNT2, HSFp6, HaCAT. Dodatkowymi zwigzkami kontrolnymi dla
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wariantu 3 eksperymentu, ktérymi traktowano wszystkie z wymienionych linii
komédrkowych byly: glukoza, galaktoza, laktoza, s6l sodowa mieszaniny kwaséw PHN-O-
CH2-CF3(C9+C7).

Przygotowanie komoérek do wariantéw 1, 2, 3 eksperymentu

Wykorzystano ludzkie komorki raka prostaty z przerzutdw do moézgu DU145
(ATCC® HTB-81 ™), normalng ludzkg linie komoérek nabtonka prostaty (PNT2; Sigma-
Aldrich), ludzkie komorki czerniaka Hs 294T (ATCC® HTB-140 ™), ludzkg linie
keratynocytéw naskérka (komorki HaCaT) HEKOO1 (ATCC® CRL-2404 ™) i normalne
ludzkie fibroblasty skéry BJ (ATCC® CRL2522 ™). Komérki hodowano przez 3 dni
w 37°C w wilgotnej atmosferze (95%) wzbogaconej 5% CO, w pozywkach komdrkowych:
DMEM F12Ham (Sigma-Aldrich) + 5% FBS (Gibco) + RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) + 10%
FBS (Gibco); DMEM wysoka glukoza (Sigma-Aldrich) + 10% FBS (Gibco); DMEM niski
poziom glukozy (Sigma-Aldrich) + 10% FBS (Gibco). Wszystkie pozywki zawieraty koktajl
penicylina / streptomycyna (Sigma-Aldrich). Nastepnie komorki przenoszono do probowek
wirbwkowych i wirowano (300 g, 5 min). Po odwirowaniu, komorki zawieszano w pozywce
kompletnej (10 ml) i umieszczano w naczyniu hodowlanym o powierzchni 75 cm?®
w inkubatorze 37°C w atmosferze podwyzszonego stezenia dwutlenku wegla (5%)
o podwyzszonej wilgotnosci (95%). Po adhezji komdrek do podtoza (2-4 h) zmieniano
pozywke na $wiezg. Pozywke wymieniano co 2-3 dni, a pasazu dokonywano przy 85-90%
konfluencji. Pasaz komérek wykonywano poprzez: odciggniecie pozywki, przeptukanie
komérek buforowanym roztworem soli fizjologicznej (PBS; Corning) pozbawionym jondw
wapnia | magnezu, dodaniem 1 ml 0,25% roztworu trypsyny, a nastepnie inaktywacjg
i rozcienczeniem trypsyny odpowiednia pozywkg kompletng w objetosci 4-5-krotnie
wyzszej niz objetos¢ trypsyny, przeniesienie uzyskanej zawiesiny komorek do probowek
wiréwkowych i jej zwirowanie (300 g, 5 min). Komérki wysiewano na nowe naczynia
hodowlane w liczbie 5-krotnie mniejszej, niz pasazowana hodowla w celu dalsze
propagacji. Komoérki liczono w hemocytometrze Blrkera pod mikroskopem jasnego pola
wyposazonym w kontrast fazowy. Wszelkie manipulacje zwigzane z hodowlg komérek
prowadzono pod komorg z laminarnym przeplywem powietrza wyposazong w filtry typu
Hepa w celu zapewnienia sterylnych warunkow.

Wszystkie rodzaje komérek zaréwno nowotworowe jak i komoérki kontrolne byty
wysiewane na ptytki 48-dotkowe po 2400 komérek na dotek w 2 serie po 3 powtorzenia
i traktowane roztworami opisanych powyzej badanych zwigzkéw z wariantéw 1, 2, 3
eksperymentu i osobno opisanych powyzej zwigzkéw kontrolnych o tych samych

stezeniach.
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Sposoéb przygotowania roztworéw badanych zwiazkdéw do eksperymentow w wariantach:

1.2, 3.

Badane zwigzki, tj. ECKT objete wynalazkiem oraz zwigzki kontrolne nawazono
w ilosciach: kwas nonanowy w formie soli sodowej = 0,0089¢g; PHN(C9+C7) = 0,0095; sol
sodowa PHN-O-CH2CF3 (C9+C7) = 0,0136; C9-Gluk = 0,01602g; C9-Galak= 0,01687 g;
C9-Lak = 0,2041g; PHN(C9+C7) Gluk= 0,0117g; PHN(C9+C7) -Galak= 0,01041 g;
PHN(C9+C7) —-Lak= 0,00887g; PHN-O-CH2CF3 (C9+C7) - Lak= 0,0287 g; PHN-O-
CH2CF3 (C9+C7) - Gluk= 0,0214 g; PHN-O-CH2CF3 (C9+C7) - Galak= 0,0214 g;
Glukoza = 0,009g; Galaktoza = 0,009¢.

Zwigzki rozpuszczano w 2 ml dimetylosulfotlenku (DMSO) kazdy, by uzyskac
stezenie roztworéw bazowych (poczgtkowych) 25 mM i filtrowano przez filtr 0,22 ym.
Nastepnie z tych roztwordw bazowych przygotowano serie rozcienczen w sterylnej wodzie
tak, by koncowe stezenie DMSO byto mniejsze niz 3% w pozywce (Cpuso<=3%) i by
w butelkach hodowlanych z pozywkami i komérkami kazdego z wariantow eksperymentu
i grup kontroli osiggnaé¢ stezenia koricowe zwigzkéw 0,5 mg ml™ ; 0,25 mg ml™"; 0,125 mg
ml”'; 0,0625 mg ml". Analogicznie postgpiono cukrami, ktére stanowity we wszystkich
wariantach 1, 2, 3 eksperymentu dodatkowg kontrole, z tym ze od razu rozpuszczono je

w samej wodzie.

Przeprowadzenie testow cytotoksycznosci MTT

W celu okreélenia dziatania cytotoksycznego / cytostatycznego badanych
zwigzkdw na ludzkie linie normalnych i rakowych komérek, wysiano komérki w stezeniu
2,5 x 10* komérek na cm® w pozywce hodowlanej do mikroplytek (klasa do hodowli
tkankowych, 96 dotkéw, ptaskodenne; VWR).

Nastepnie inkubowano wstepnie komorki z czterema réznymi stezeniami
badanych zwigzkdéw: 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 mg mi™ przez 24h; 72 godziny i 120 godzin
w inkubatorze do komoérek.

Po okresie inkubacji dodano odczynnik do znakowania MTT (koncowe stezenie
0,5 mg / ml) i roztwdr do solubilizacji zgodnie z protokotem producenta. Na koniec
zmierzono absorbancje probek za pomocg czytnika mikroptytek (Multiscan FC; Thermo
Fisher Scientific). Diugosé fali do pomiaru absorbancji rozpuszczonego juz formazanu, to
jest zwigzku chemicznego, kitdry byt produktem reakcji MTT wynosita 570 nm.
Referencyjna diugos¢ fali wynosita natomiast 620 nm. Wartosci IC50 (uM) obliczano na
podstawie réwnan po wykresleniu odpowiednich krzywych na podstawie uzyskanych
pomiaréw w okreslonych stezeniach. Kazdy pomiar uzyty do wykreslenia krzywej stanowit

Srednig z odmiu powtdrzen dla kazdego stezenia po okreslonym czasie inkubaciji.
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Obserwacje
Po potraktowaniu komérek wymienionymi powyzej zwigzkami, testy

cytotoksycznosci MTT wykazaly brak negatywnego wplywu zwigzkéw kontrolnych,
tj. cukréw jak i soli kwaséw ttuszczowych na komorki zaréwno rakowe jak i zdrowe, nawet
przy maksymalnych uzytych stezeniach po 24h, 72h, 120h.

Pomiary cytotoksycznosci MTT wykazaty ze mieszanina estrédw PHN(C9+C7)-Lak
dziata efektywnie na komorki linii Du145 i HTB140. Mieszaniny estréw PHN(C9+C7)-Gluk
i PHN(C9+C7)-Galak sg za$ okoto 5 do 7 krotnie mniej aktywne.

Mieszaniny ECKT na bazie fluorowanych monomeréw PHN-O-CH2-CF3(C9+C7)-
Galak wykazywaty znacznie wickszg aktywno$¢ biologiczng wzgledem linii Du145, niz
estry na bazie niefluorowanych monomeréw PHN(C9+C7)-Galak oraz niz estry
referencyjne na bazie kwasu nonanowego.

Zaréwno mieszaniny estréw PHN(C9+C7)-Lak jak i PHN-O-CH2-CF3(C9+C7)-Lak
wykazaty toksycznos¢ w poréwnaniu do grupy zwigzkéw kontrolnych jakg byty cukry, oraz
mieszaniny niemodyfikowanych monomeréw PHN(C9+C7)-Galak i PHN(C9+C7)-Gluk.

Diuzsza ekspozycja komoérek na dziatanie ECKT objetych wynalazkiem, do trzech
i pieciu dni wzmacniata dziatanie tych zwigzkoéw, pozwalajgc na uzycie mniejszych stezen
by uzyskaC wiekszy efekt cytotoksyczny. Badane zwigzki hamowaty wzrost zaréwno
komérek linii zdrowych jak i nowotworowych, jednak na komérki rakowe dziataty one przy
nizszych stezeniach.

Wyniki cytotoksyczno$ci z przeprowadzonych eksperymentéw in vitro zebrano

i przedstawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Przedstawienie cytotoksyczno$ci za pomoca wartosci minimalnego stezenia
hamujacego (IC50) dla zwigzkéw kontrolnych — estréw glukozy, galaktozy i laktozy na
bazie kwasu nonanowego oraz objetych wynalazkiem mieszanin estréw cukrowych
kwasow ttuszczowych glukozy, galaktozy i laktozy na bazie mieszaniny monomerow
PHN(C9+C7), oraz na bazie mieszaniny fluorowanych monomeréw PHN-O-CH2-CF3
(C9+C7).
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kontroln

y)

C9-Lak
(zw.
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0
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0

Nie
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Nie
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no

500

761

499

631

Zestawienie z Tabeli 1 wskazuje, ze wartosci stezen IC50 dla ECKT powstatych na
monomeréw  PHN(C9+C7)

bakteryjnego sg mniejsze niz ich odpowiedniki na bazie samego kwasu nonanowego.

bazie mieszaniny niemodyfikowanych pochodzenia
Ponadto wartoéci IC50 dla ECKT posiadajacych fluorowane monomery PHN(C9+C7)
pochodzenia bakteryjnego sa jeszcze mniejsze niz dla tych ktdére sg niefluorowane.

Wskazuje to, ze modyfikacja zwieksza cytotoksycznos¢ ECKT.
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wynalazku estrow cukrowych kwasow tuszczowych.
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zestawiono dodatkowo cytotoksycznosci

stosowanych i opisanych w literaturze.

Tabela 2. Zestawienie cytotoksyczno$ci réznych estréw cukrowych kwasow ttuszczowych

ECKT zwigzkami konkurencyjnymi dla obecnie

znanych jako srodki do zastosowania w leczeniu i profilaktyce choréb nowotworowych

dtugosci fancucha:
C7/C14/C19-

Zwigzek IC/EC 50 [uM] | Linia komdérkowa Odnosénik literaturowy
Ester C8-
laktozowy >2000
Ester C12-
laktozowy 1069/376 Calu-3 / Caco-2 (rak | S. Lucarini et al., Pharmaceutics,
Ester C16- jelita grubego) vol. 10, no. 3, pp. 1-18, 2018
laktozowy) 122/60
Ester C14-
laktozowy 261/112
(2:r§?tgilﬁéltotrioza 23/3,6 Hep-G2 (rak V. Castell, M. Ferrer, G. Perez, F.
D watroby)/ Hela (rak |J. Plou, and A. Ballesteros, vol. 39,
(C12) (dodecylo) a- 23 L .
D-maltoza szyjki macicy) pp. 35-39, 2005
gitsﬁn%ﬁ'g'f' 4148 S. Okabe et al., Japanese J.
trehalza BALB/3T3 i KATO I gggcggéq%é‘éo" 90, no. 6, pp.
(C12) dodecylo- 03 — )
beta-D-maltorioza
Zwigzki
fluoroweglowe,
triazole 1198
zawierajgce estry . E. D. Oldham et al., Chem. Cent.
C8H17 B-D- Jurkat (biataczka) | ;" y01°9 o 1. pp. 1-12, 2015
glukozowe
C16H33 B-D-
glukoza 24
glukopiranozydy
wraz z
fluorowanymi 190-600 X. Lietal., New J. Chem., vol. 32,
tancuchami C14- no. 12, pp. 2169-2179, 2008
C19; liczba at. .
Fluoru: F9-F17 B16F10 (czerniak
Fluorowane gluko-/ myszy)
galakto- X. Li et al., Colloids Surfaces B
/maltopiranozydy o | 25-250 Biointerfaces, vol. 73, no. 1, pp.

65-74, 2009
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