Synteza i wlasciwosci D-glikozaminozydow diosgenylu

Saponiny to zré6znicowana pod wzgledem strukturalnym grupa glikozydoéw szeroko rozpow-
szechnionych w przyrodzie, gldownie w krolestwie roslin. Najczesciej spotykanymi saponinami na-
turalnymi sg saponiny triterpenoidowe i steroidowe. Wsrdod glikozydow steroidowych wyrdznia si¢
saponiny cholestanowe, furostanowe i spirostanowe. Nalezace do ostatniej klasy sa szczeg6lnie wazne
z uwagi na szerokie spektrum wlasciwosci biologicznych. Wigkszo$¢ saponin zostata wyodrgbniona
z preparatow ziotowych stosowanych w medycynie ludowej, szczegolnie w krajach Azji. W postaci
ekstraktow ziotowych, masci, réznego rodzaju naparéw sg tam stosowane CHs o
jako leki przeciw malarii, odtrutki przeciwko jadom wezy 1 owadow oraz jako " 7 O
srodki antyseptyczne, bakteriobdjcze i przeciwwirusowe. Aglikon, czyli sa-
pogening stanowi w nich m.in. diosgenina.

Fragment hydrofilowy saponin sktada si¢ zwykle z jednej lub kilku jednostek cukrowych.
Najczesciej spotykanymi sacharydami wchodzacymi w ich sktad sg D-glukoza (D-Glc) i L-ramnoza
(L-Rha).[1]

W naszym laboratorium uzyskali$my seri¢ D-glikozaminozydéw diosgenylu (Rys. 1) zawiera-
jacych jako fragmenty cukrowe reszt¢ D-glukozaminy lub D-ga-
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laktozaminy. Takie saponiny nie wystepuja w naturze. Ich synte- o

za polega na umiejetnym polaczeniu chronionej D-glikozaminy — Hom
stanowigcej donor glikozylu — z akceptorem glikozylu, tj. diosge- " °
ning. Do ostony grupy aminowej najczgsciej stosowaliSmy ostone
tetrachloroftaloilowa, a grupg odchodzaca przy anomerycznym atomie weggla byt anion halogeno-
wy.[2-5] Po uzyskaniu glikozydu, nastepnym etapem bylo usunigcie oston acetylowych i ostony

Rys. 1.

z funkcji aminowe;j.

W kolejnych etapach dokonali$my funkcjonalizacji grupy aminowej. Otrzymali$my kilkadzie-
sigt pochodnych, m.in. chlorowodorki 1 i 2, pochodne acetylowe 3 i 4, z ugrupowaniem moczniko-
wym 5+7, kilka N-alkilowych — saponiny 8+11 1 16, N, N-dialkilowych — glikozydy 12+15, 17 1 18
oraz kilkanascie N-acylowych pochodnych zwierajacych reszty aminokwaséw, m.in. D- 1 L-alaniny,
sarkozyny, L-seryny, L-treoniny czy L-proliny — saponiny 1924 (Rys. 2).
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Rys. 2.

Chlorowodorki zostaty otrzymane po sprotonowaniu grupy aminowej roztworem HCl w MeOH.
Procedury modyfikacji funkcji aminowej polegaly na jej acetylowaniu bezwodnikiem octowym,
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reakcji z komercyjnie dostepnymi izocyjanianami fenylu i 2-chloroetylu oraz redukcyjnym amino-
waniu (reakcja z aldehydem i redukcja NaBH3;CN). Natomiast do syntezy saponin z resztami ami-
nokwasow wykorzystaliémy klasyczng metode syntezy w roztworze, polegajaca na utworzeniu wig-
zania amidowego pomigdzy grupa karboksylowa aminokwasu badz hydroksykwasu a funkcja aminowa
w D-glukozaminozydzie diosgenylu.

Uzyskane saponiny zostaty w r6znym stopniu przebadane pod katem ich aktywnos$ci przeciw-
nowotworowej i/lub przeciwdrobnoustrojowej (bakterie i grzyby).

W najszerszym zakresie zostal zbadany chlorowodorkek 2-amino-2-deoksy-B-D-glukopiranozydu
diosgenylu (1). Badania przeciwnowotworowe chlorowodorku 1 i saponiny S polegaly na okresle-
niu ich wptywu na limfocyty wyizolowane z krwi pacjentow cierpigcych na chioniaka a leczonych
2-chlorodeoksyadenozyng (2-CDA, kladrybina). Obie saponiny wykazuja cytotoksyczno$¢ wobec
tych limfocytow.[2]

Kolejne badania in vitro 1 in vivo dla 1 przeprowadziliSmy na szczepach (referencyjnych
1 szpitalnych) bakterii Gram-dodatnich, ustalajac minimalne st¢zenie hamujace w 50% 1 90%
(MICsy i 99) oraz minimalne stezenie bakteriobdjcze (MBCsg199). Badania prowadziliSmy dla szcze-
pOw metycylino- i wankomycyno-opornych (MR 1 VR) oraz metycylino- i wankomycyno-wrazliwych
(MS 1 VS) gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus) 1 paciorkowca katlowego (Enterococcus
faecalis). Jako zwiazki kontrolne stosowali$émy ogdlnodostepne antybiotyki, m.in. imipenem, dok-
sycykling, erytromycyne, cyprofloksacyng. Wyniki badan dla saponiny 1 sg poréwnywalne z re-
zultatami uzyskanymi dla wzorcowych antybiotykdéw. Zaobserwowali$my réwniez, ze stosowanie 1
z wankomycyng oraz daptomycyng prowadzi do uzyskania efektu synergistycznego wobec szcze-
pOw metycylino- i wankomycyno-wrazliwych (FIC w granicach 0,312+0,458). Nie zaobserwowali-
$my efektu antagonistycznego.[6]

Biorgc pod uwagg rezultaty synergizmu przeprowadziliSmy badania in vivo na albinotycznym
szczepie wsobnym myszy BALB/c. Jako antybiotyk referencyjny wybrali§my wankomycyng. Naj-
wicksze bakteryjne zahamowanie uzyskalismy dla tkanki zakazonej gronkowcem lub paciorkowcem,
ktéra zostata potraktowana mieszaning naszej saponiny i antybiotyku.[6]

Otrzymane saponiny badali§my réwniez pod katem zwalczania drobnoustrojéw jakimi sg
grzyby. Te aktywno$¢ badaliSmy na szczepach referencyjnych gatunkéw zaliczanych do drozdza-
kow Candida albicans 1 Candida tropicalis.[4,5] Wobec Candida najlepsza aktywno$¢ wykazata
saponina 1 (MIC = 0,5 1 2 pg/ml, odpowiednio dla C. tropicalis i C. albicans). W nastepnej kolej-
nosci sg trzy N,N-dialkilowe saponiny 12+15 o kroétkich tancuchach weglowych (1+3 atoméw we-
gla) z MIC = 1+4 pg/ml. Znacznie stabsze rezultaty otrzymali$my dla N, N-dialkilowych pochod-
nych o dluzszych tancuchach weglowych (4+6 atoméw wegla), a saponiny N-monoalkilowe 8+11
nalezy uzna¢ za mato aktywne. Aktywno$¢ rzgdu 4 pg/ml wobec C. albicans wykazywatla takze
wiekszos$¢ pochodnych zawierajgcych reszty aminokwasowe — 19+24.

Podobne testy wykonalismy dla D-galaktozaminozydéw. Zmiana konfiguracji atomu wegla
C-4 w pierscieniu cukrowym wptynela niekorzystnie na aktywnos¢ chlorowodorku 2 w poréwnaniu
z jego odpowiednikiem D-gluko, hamuje on wzrost obydwu grzybéw w mniejszym stopniu (dla C.
tropicalis MIC = 4 png/ml a dla C. albicans zaledwie 64 ng/ml). Jedynie wyniki dla N,N-dialkilo-
wych pochodnych (dietylo i dipropylo) serii D-gluko 13 i 14 oraz serii D-galakto 17 i 18 sg porow-
nywalne (MIC ~ 4 pg/ml). Z kolei saponiny zawierajgce ugrupowania ureidowe (zwiazki 6 i 7) na-
lezy uzna¢ za nieaktywne.

Chlorowodorek D-gluko 1 oraz cztery N,N-dialkilowe pochodne o krotkich tancuchach (12+15)
testowaliSmy dodatkowo na szpitalnych szczepach grzyboéw gatunku non-albicans Candida.[7] Re-
zultaty porownywalismy do wzorcowych $rodkow przeciwgrzybiczych, m.in. amfoterycyny B, klo-
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trimazolu, flukonazolu, itrakonazolu. Gatunek C. glabrata (odporny na flukonazol i itrakonazol)
okazat si¢ by¢ podatnym na saponiny 1, 12 i 13, ktéore hamowaty wzrost grzyba w 90% przy steze-
niu 4 pg/ml i nizszym. Az 4 saponiny (1 i 12+14) wykazaly silng aktywno$¢ wobec gatunku C. pa-
rapsilosis.

Do badan przeciwbakteryjnych uzylismy po kilka szczepéw referencyjnych bakterii Gram-ujem-
nych, m.in. Escherichia coli 1 Klebsiella pneumoniae oraz Gram-dodatnich, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus 1 S. epidermidis.[4,5]

O ile wszystkie glikozydy okazaty si¢ nieaktywne w stosunku do bakterii G(-), to wobec bak-
terii G(+) wigkszo$¢ N-alkilowych i N, N-dialkilowych saponin cechuje si¢ do$¢ r6zng aktywnoscig.
Najaktywniejszymi okazaly si¢ pochodne N-etylowa (8) i N-propylowa (9), zar6wno w serii D-gluko
jak 1 D-galakto. Pochodne N, N-dialkilowe 12 1 13 wykazujg stabsza aktywnos$¢ od chlorowodorku 1
(MIC = 8+16 ug/ml), a saponiny 14 1 15 lepsza.[4] O ile pochodne alkilowe serii D-galakto zacho-
wywaly si¢ w podobny sposob do D-gluko, to nie mozna tego powiedzie¢ o chlorowodorkach oby-
dwu serii.[5] Otdéz, chlorowodorek 2 cechuje si¢ brakiem aktywnosci wobec bakterii G(+). Wsrod
saponin serii D-galakto warto zwrdci¢ uwage na aktywnos$¢ pochodnej 6, zawierajacej przy atomie
wegla C-2 fragment chloroetylomocznikowy (MIC = 2+8 pg/ml).

Analizujac wyniki aktywno$ci pochodnych 19+24, zawierajacych reszty aminokwaséw, oka-
zuje si¢ ze najwyzszg aktywnos$¢ wykazuje pochodna N-(D-alanylowa) (19), nieco stabszg N-sarkozylo-
wa (21), N-(L-alanylowa) (20) i N-(L-prolilowa) (24), a jeszcze stabszg pochodne zawierajace reszty
L-hydroksyaminokwasow, tj. N-(L-serylowa) (22) i N-(L-treonylowa) (23).[8]

Dodatkowo dla saponin 1, 12+15 i 19+24 badalismy ich aktywnos$¢ hemolityczng na ludzkich
erytrocytach. Minimalne st¢zenie powodujace hemolize (MHC) zostato ustalone jako najnizsze stg-
zenie, ktore powoduje przynajmniej 10+£0,5% hemolizy. Wyniki badan hemolitycznych pokazaty,
ze wymienione saponiny przy ich mikrobiologicznie aktywnych stezeniach sg nietoksyczne dla
ludzkich krwinek czerwonych.[7,8]
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