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Wykaz stosowanych skrótów:

ALA -  kwas 5-aminolewulinowy (ang. 5-aminolevulinic acid)

ALAD -  dehydrataza aminolewulinowa 

ALAS -  syntaza aminolewulinowa

CDKs -  kinazy białkowe zależne od cyklin (ang. cyclin-dependent kinases)

CI -  współczynnik kombinacji (ang. combination index)

(COCO2 -  chlorek oksalilu

CPOX -  oksydaza koproporfirynogenowa

DFO -  deferoksamina

DMEM -  medium hodowlane (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

DMF -  dimetyloformamid 

DMSO -  dimetylosulfotlenek

DMT1 -  transporter metali dwuwartościowych (ang. divalent metal transporter)

DRI -  współczynnik redukcji dawki (ang. dose reduction index)

EDTA -  kwas etylenodiaminotetraoctowy

FBS -  surowica płodów wołowych (ang. foetal bovine serum)

FECH -  ferrochelataza

FITC -  izotiocyjanian fluoresceiny

H2O2 -  nadtlenek wodoru

Hb -  hemoglobina

H b02 -  oksyhemoglobina

HO -  oksygenaza hemowa

H 0 2 -  rodnik wodoronadtlenkowy

IRE -  sekwencje reagujące na żelazo (ang. iron responsive element)

IRP -  białka regulujące jony żelaza (ang. iron regulatory protein)

JP -  jodek propidyny

LDL -  lipoproteiny niskiej gęstości (ang. Iow density lipoprotein)

NMR -  spektroskopia magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. nuclear magnetic 

resonance)

NO -  tlenek azotu

OH -  rodnik hydroksylowy

0 2" -  anionorodnik ponadtlenkowy



PBGD -  deaminaza porfobilinogenu

PDD -  diagnostyka fotodynamiczna (ang. photodynamic diagnosis)

PDT -  terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy)

PE -  wydajność posiewu (ang. plating efficiency)

PpIX -  protoporfiryna IX

PPO -  oksydaza protoporfirynowa

PS -  fosfatydyloseryna

ROS -  reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

RR -  reduktaza rybonukleotydowa

SF -  frakcja komórek przeżywających (ang. surviving fraction)

SOCI2 -ch lorek  tionylu 

THF -  tetrahydrofuran

TLC -  chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography) 

UROD -  dekarboksylaza uroporfirynogenowa 

UROS -  synteza uroporfirynogenowa

UTR -  obszar nieulegający translacji (ang. untranslated region)

£ -  molowy współczynnik absorpcji



I. Cel pracy

Celem niniejszej pracy było poszukiwanie nowych chelatorów żelaza typu 

tiosemikarbazonów o potencjalnych zastosowaniach w terapiach 

przeciwnowotworowych. W zakres pracy wchodziło w szczególności badanie wpływu 

tytułowych związków na komórki ze zmianami nowotworowymi oraz bez tych zmian. 

Ponadto badano zastosowanie pochodnych tiosemikarbazonów w kombinowanej terapii 

ALA-PDT z chelatorami żelaza.



2. Wstęp

2.1. Wprowadzenie

Choroby nowotworowe stanowią najczęstszą przyczynę śmierci XXI wieku. 

Zgodnie z danymi pochodzącymi ze Śląskiego Rejestru Nowotworów prowadzonego 

przez Centrum Onkologii w Gliwicach w 2010 r. w województwie śląskim 

zarejestrowano łącznie 16940 zachorowań na nowotwory złośliwe. W tym samym roku 

liczba zgonów z powodu tego rodzaju nowotworów wyniosła 11752. Porównując te 

dane z danymi z 1999 roku można zauważyć, że liczba zachorowań zwiększyła się

o 7,6 %. Drugim z najczęstszych rodzajów nowotworów (po nowotworze płuca) jest 

nowotwór jelita grubego. Przytoczone liczby obrazują istotność i powszechność 

problemu. Poszukiwanie skutecznych metod w zwalczaniu chorób nowotworowych 

stanowi jedno z bardziej istotnych wyzwań dla współczesnej nauki.

2.2. Podstawy terapii fotodynamicznej

Terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy; PDT), jako metoda 

charakteryzująca się niską inwazyjnością leczenia oraz wysoką selektywnością w 

stosunku do zdrowych komórek, jest obecnie atrakcyjną strategią leczenia różnych 

schorzeń, w tym zmian nowotworowych. Istnieje również możliwość wykorzystania tej 

metody w diagnostyce, gdyż zgromadzony w tkance nowotworowej fotouczulacz, 

wzbudzony światłem, pozwala zobrazować stopień zaawansowania i miejsce 

występowania nowotworu. Istotą tej terapii jest wytworzenie tlenu singletowego i 

wolnych rodników w reakcji fotouczulacza ze światłem o odpowiedniej długości fali 

[1]. Warunkiem niezbędnym w reakcji fotodynamicznej jest obecność tlenu. Osobno 

każdy z tych trzech czynników: fotouczulacz, światło oraz tlen, jest nietoksyczny dla 

komórek, natomiast ich połączenie prowadzi do wywołania określonego efektu 

terapeutycznego. Obecnie najczęściej stosowanymi fotouczulaczami są pochodne z 

grupy porfiryn, chloryn, ftalocyjanin, naftalocyjanin lub teksafiryn [2 - 6 ].

Leczenie tą metodą polega na wprowadzeniu fotouczulacza do organizmu, który 

po zaabsorbowaniu w chorej tkance zostaje naświetlony. W celu zredukowania



ewentualnych skutków ubocznych bardzo dokładnie dobiera się odpowiednią dawkę 

światła oraz czas naświetlania. Dużą zaletą PDT jest selektywność gromadzenia się leku 

w tkankach dotkniętych nowotworem. Jest to związane między innymi z budową guza -  

jego przepuszczalnym unaczynieniem, dużą przestrzenią śródmiąższową, obecnością 

makrofagów, zmniejszonym pH oraz dużą ilością kolagenu, wiążącego cząsteczki 

fotouczulacza [7], [8 ]. Ponadto komórki nowotworowe charakteryzują się zwiększoną 

ilością receptorów lipoprotein niskiej gęstości (ang. Iow density lipoprotein; LDL), 

mających powinowactwo do cząsteczek fotouczulacza [9], [10]. Połączenie 

fotobarwnika z układami lipidowymi jak np. liposomy dodatkowo zwiększa 

efektywność terapii [11], Po akumulacji w tkance nowotworowej fotouczulacz zostaje 

naświetlony i ulega dwóm typom reakcji, w których tworzące się reaktywne formy tlenu 

(ang. reactive oxygen species; ROS) wyzwalają w komórce reakcje łańcuchowe, 

powodując jej uszkodzenia, doprowadzając do zniszczenia zmienionej chorobowo 

tkanki. Na schemacie 1 przedstawiono przemiany, jakim na poziomie kwantowym 

ulega fotouczulacz po zaabsorbowaniu dawki energii. Cząsteczka fotouczulacza po 

absorpcji światła przechodzi ze stanu podstawowego So do stanu wzbudzonego Si, S2, 

itp. (w zależności od porcji pochłoniętej energii). Powrót ze stanu wzbudzonego może 

się odbyć przez przejście promieniste lub bezpromieniste. Zjawisko fluorescencji, 

wykorzystywane w diagnostyce nowotworów (ang. photodynamic diagnosis; PDD), to 

rodzaj przejścia promienistego ze stanu Si do So. Molekuła może również przejść na 

niższy stan wzbudzony poprzez przejście bezpromieniste zwane konwersją wewnętrzną, 

bądź ulec przejściu międzysystemowemu i obsadzić wzbudzony stan trypletowy [1 2 ], 
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Schemat 1

Diagram Jabłońskiego



Cząsteczka może pozostać w stanie trypletowym znacznie dłużej niż w singletowym, 

efekt ten jest podstawą reakcji fotodynamicznych [13]. Fotouczulacz w stanie 

trypletowym, w zależności od stężenia tlenu w komórce może ulec dwóm typom reakcji 

według jednego z dwóch mechanizmów [14].

Mechanizm I -  zachodzi przy obniżonym stężeniu tlenu w komórce. W 

przypadku tego mechanizmu następuje bezpośrednie oddziaływanie fotouczulacza z 

tkanką nowotworową. Skutkuje to wytworzeniem form wolnorodnikowych jak OH 

(rodnik hydroksylowy), 0 2" (anionorodnik ponadtlenkowy), czy H 0 2 (rodnik 

wodoronadtlenkowy).

Mechanizm II -  następuje w warunkach tlenowych. W tym przypadku energia 

wzbudzonego fotouczulacza zostaje przekazana bezpośrednio na tlen molekularny, 

który ulega wzbudzeniu do bardzo reaktywnej formy singletowej. Podstawowy stan 

molekuły tlenu to stan trypletowy, o niesparowanym elektronie.

Inicjacja dwóch współistniejących ze sobą mechanizmów reakcji jest podstawą 

terapii fotodynamicznej, której bezpośrednim skutkiem jest zniszczenie naczyń 

krwionośnych, stan zapalny oraz wywołanie odpowiedzi ze strony układu 

immunologicznego [15], [16]. Bezpośrednio po terapii pacjent powinien unikać 

ekspozycji na światło, przez czas zależny od rodzaju użytego fotouczulacza. 

Przedłużona wrażliwość na światło jest niewątpliwie wadą tej terapii. Związane jest to z 

niekorzystnym profilem farmakokinetycznym, jaki posiadają obecnie stosowane 

fotouczulacze o dużej masie i znacznej lipofilowości [17]. Alternatywą jest modyfikacja 

klasycznego podejścia do terapii PDT, w postaci stosowania proleków właściwych 

fotouczulaczy. W ten sposób można znacznie poprawić parametry związane z 

biodystrybucją, uwzględniając procesy wchłaniania leku oraz jego metabolizmu i 

usuwania z organizmu. Innowacyjne podejście do tradycyjnej metody zostało opisane w 

następnym rozdziale.



2.3. Modyfikacja terapii PDT -  zastosowanie kwasu 5 - aminolewulinowego

W klasycznym ujęciu terapii fotodynamicznej fotouczulacz zostaje zewnętrznie 

podany pacjentowi. Modyfikacja polega na podaniu małocząsteczkowego kwasu 5- 

aminolewulinowego (ang. 5-aminolevulinic acid; ALA), który jest prekursorem 

protoporfiryny IX (PpIX) -  właściwego fotouczulacza [18]. Ta metoda leczenia zyskała 

nową nazwę -  terapia ALA-PDT.

Pierwsza publikacja wyników dotyczących zastosowania ALA w terapii 

fotodynamicznej miała miejsce w 1987 roku [19]. W pracy tej przeprowadzono badania 

na komórkach białaczki erytroblastycznej. Rezultatem inkubacji z ALA, był wzrost 

stężenia wewnętrznie biosyntezowanej PpIX. Naświetlenie powstałego fotouczulacza 

powodowało uszkodzenie komórek nowotworowych. Kolejnym krokiem było 

przeprowadzenie testów in vivo, które potwierdziły skuteczność opisywanego proleku w 

terapii PDT [20], Wyniki dowodzące wysokiej skuteczności ALA zainteresowały 

badaczy, co skutkowało zwiększeniem intensywności i rozszerzeniem obszaru badań. 

Rezultaty dotyczące klinicznego zastosowania ALA zostały opublikowane w roku 1997 

[21]. W pracy tej opisano możliwość wykorzystania kwasu 5-aminolewulinowego w 

diagnostyce nowotworów złośliwych mózgu. Wzrost stężenia PpIX był obserwowany 

tylko w chorej tkance, co pozwalało na usunięcie guza bez ryzyka uszkodzenia 

zdrowych obszarów.

Podanie egzogennego ALA powoduje wzrost naturalnej produkcji PpIX 

omijając mechanizm negatywnego sprzężenia zwrotnego [22], Podanie proleku, który 

tworzy właściwy lek w organizmie pacjenta niesie za sobą wiele korzyści. ALA w 

odróżnieniu od innych fotouczulaczy jest samoistnie syntezowany przez organizm w 

mitochondriach, dlatego jego stosowanie jest bezpieczne dla organizmu [23]. Zbadanie 

enzymów wątrobowych po 24 godzinach od podania leku, potwierdza brak 

toksyczności [24]. ALA zostaje wchłonięty w górnych odcinkach jelita cienkiego, a po 

około 6  godzinach jest wydalony z moczem [25], Kolejnym czynnikiem 

przemawiającym na korzyść stosowania tego proleku jest brak przedłużonej 

wrażliwości na światło, ponieważ PpIX jest w krótkim czasie metabolizowana w 

organizmie [26], Wrażliwość na światło ustępuje po 24-48 godzinach [27], [28], w 

odróżnieniu od innych fotouczulaczy (np. Photofrin), dla których czas ten wynosi nawet 

do 6  tygodni [29]. Ponadto PpIX jako cząsteczka hydrofobowa wykazuje większe



powinowactwo do struktur lipidowych, dlatego jej stosowanie daje lepszy efekt 

kliniczny, niż użycie fotouczulaczy o charakterze hydrofilowym. Efekt ten związany 

jest z czasem życia molekuły tlenu w stanie singletowym, który jest znacznie dłuższy w 

rozpuszczalnikach organicznych niż w roztworach wodnych [30], [31]. Takemura i wsp. 

dowodzą, iż im dłuższy czas życia molekuły fotouczulacza w stanie trypletowym, tym 

większe prawdopodobieństwo przekazania energii cząsteczce tlenu bądź tkanki, a co się 

z tym wiąże większa efektywność terapii [32],

Oprócz zastosowania w leczeniu chorób nowotworowych, takich jak nowotwory 

skóry, płuc, przełyku, krtani, żołądka czy pęcherza moczowego [32-34], terapia ALA- 

PDT stosowana jest również w zabiegach kosmetycznych, leczeniu łuszczycy, czy 

łysienia [35], [36]. Obecnie na rynku znajduje się kilka preparatów, których 

składnikiem aktywnym jest kwas 5-animolewulinowy (Levulan) [37] lub jego estrowe 

pochodne (Metvix, Hexvix, Benzvix) (Rysunek 1) [25].

OH H3N

o Levulan O Hexvix

h3n ' 0 h3n '
©

o Metvix co Benzvix

Rysunek 1

Leki, których składnikiem aktywnym jest ALA lub jego analogii 
(stosowane w postaci chlorku)



2.4. Biosynteza hemu

Jedną z największych zalet terapii ALA-PDT jest jej selektywność w stosunku 

do komórek prawidłowych. Jest to istotna różnica w stosunku do powszechnie 

stosowanej chemio bądź radioterapii, które wyniszczają cały organizm pacjenta. Oprócz 

ogólnej opisanej wcześniej selektywności fotouczulaczy należy wspomnieć o 

selektywności specyficznej charakterystycznej dla tej konkretnej terapii. Zagadnienie to 

wiąże się z aktywnością enzymów uczestniczących w syntezie hemu, dlatego zasadnym 

wydaje się przytoczenie krótkiego opisu tego procesu.

Szlak syntezy hemu rozpoczyna się od utworzenia cząsteczki kwasu 5- 

aminolewulinowego. U ssaków zachodzi on przy udziale cząsteczki glicyny, 

bursztynylo-CoA oraz enzymu syntazy aminolewulinowej (ALAS). Następnym 

krokiem jest kondensacja dwóch cząsteczek ALA prowadząca do powstania 

porfobilinogenu, katalizowana przez dehydratazę aminolewulinową (ALAD). 

Porfobilinogen następnie ulega przekształceniu i w rezultacie z jego czterech cząsteczek 

powstaje łańcuchowa pochodna tetrapirolu. Katalizatorem tej reakcji jest deaminaza 

porfobilinogenu (PBGD). Cyklizacja prowadząca do utworzenia mostków 

metylenowych skutkuje powstaniem uroporfirynogenu III, przy udziale syntazy 

uroporfirynogenowej (UROS). Katalizatorem dekarboksylacji bocznych łańcuchów jest 

dekarboksylaza uroporfirynogenowa (UROD). Reakcja ta prowadzi do utworzenia 

cząsteczki koproporfirynogenu III. Następnym krokiem jest utworzenie sprzężonego 

układu wiązań w pierścieniach porfirynowych oraz przekształcenie łańcuchów 

bocznych. W ten sposób, przy udziale oksydazy koproporfirynogenowej (CPOX) oraz 

oksydazy protoporfirynowej (PPO) powstaje cząsteczka protoporfirynogenu IX - 

prekursora protoporfiryny IX. Następnie w obecności ferrochelatazy (FECH) molekuła 

PpIX koordynuje jon Fe2+ i powstaje hem [4CM-2], Schemat powyższych przemian 

został przedstawiony na rysunku 2 .



Rysunek 2

Schemat biosyntezy hemu

Enzymem odpowiedzialnym za rozkład hemu na biliwerdynę, tlenek węgla oraz jon 

żelaza jest oksygenaza hemowa (HO) [43]. U ssaków enzym ten posiada trzy izoformy 

HO-1, HO-2 i HO-3, jednak największą rolę odgrywa pierwszy z izomerów [44]. 

Uaktywnienie czynności HO-1 zachodzi miedzy innymi pod wpływem hemu, metali 

ciężkich, szoku cieplnego [45], reaktywnych form tlenu [46], nadtlenku wodoru (H20 2), 

czy promieniowania UV-A [47]. HO-1 jest enzymem biorącym udział w mechanizmach 

obronnych komórki uaktywniających się w odpowiedzi na terapię, dlatego jest jej 

potencjalnym celem [33], [48], [49]. Zahamowanie aktywności tego enzymu powoduje 

wzrost efektywności leczenia, ponieważ jego aktywacja następuje w wyniku stresu 

oksydacyjnego wywołanego wzbudzeniem fotouczulacza [33],



2.5. Selektywności specyficzna terapii ALA-PDT

Jak wspomniano wcześniej akumulacja fotouczulacza zachodząca selektywnie w 

chorej tkance jest kluczowa dla terapii PDT, gdyż naświetlenie nie powoduje 

uszkodzenia tkanek zdrowych. Selektywność dystrybucji PpIX między tkanką chorą i 

zdrową spowodowana jest różnicami w aktywności enzymów regulujących 

powstawanie hemu. Pierwsza wzmianka na ten temat została opublikowana w 1984 

roku [50], Od tamtego czasu powstawało wiele prac traktujących o wpływie enzymu 

FECH na selektywność gromadzenia PpIX w guzie. Mimo, że niektóre z nich 

wzbudzają spory i kontrowersje [51], większość badań wydaje się potwierdzać tezę, iż 

komórki nowotworowe charakteryzują się mniejszą aktywnością FECH, dlatego 

obserwuje się w nich wzrost stężenia PpIX [52]. Zarówno FECH, jak i zawartość 

wewnątrzkomórkowego żelaza, są kluczowe dla przemiany PpIX w hem. Przemiana ta 

z kolei jest najważniejszym etapem akumulacji PpIX w guzie [53]. Mechanizm ten 

potwierdza na przykład Ohgari i wsp., analizując znaczenie FECH w akumulacji PpIX 

w komórkach z nadekspresją tego enzymu [54], Wyniki dowodzą, że komórki takie są 

obojętne na naświetlanie, ponieważ nie wykazują zwiększonej akumulacji 

fotouczulacza. Porównanie linii komórek zdrowych i nowotworowych wykazuje, że te 

ostatnie wykazują zmniejszoną aktywność FECH, przy czym poziom PBGD jest 

porównywalny dla wszystkich linii. Zdania na temat wpływu innych enzymów szlaku 

syntetycznego hemu są podzielone. Niektórzy autorzy przypisują znaczenie 

zwiększonej aktywności UROS [55], inni sądzą, że kluczowe znaczenie ma zwiększona 

aktywność PBGD [56], Najnowsze wyniki wskazują, że powodem zwiększenia 

akumulacji PpIX w guzie jest zwiększenie ekspresji enzymów biorących udział w 

procesie tworzenia PpIX takich jak PBGD, UROS CPOX, podczas gdy zwiększenie 

ekspresji PPOX nie ma żadnego wpływu.

Ponadto komórki nowotworowe wykazują zwiększone przyswajanie ALA, 

dlatego obserwuje się w nich większe stężenie PpIX niż w komórkach normalnych [57]. 

Kolejnym czynnikiem odpowiedzialnym za akumulację PpIX w guzie jest tlenek azotu 

NO, który wraz z malejącą aktywnością ferrochelatazy, powoduje wzrost stężenia 

fotouczulacza w tkance dotkniętej nowotworem [58], NO reaguje z cząsteczkami 

zawierającymi żelazo, co prowadzi do zubożenia komórki w ten mikroelement [59]. W 

komórkach ubogich w żelazo aktywność FECH jest niska, dlatego są one bardziej 

podatne na naświetlanie wskutek zwiększonej akumulacji PpIX [54],



2.6. Czynniki wpływające na syntezę PpIX przy egzogennym dodaniu ALA

Biosynteza hemu jest niezwykle czuła na wiele czynników, z których kilka 

podlegać może jednoczesnym zmianom w celu zwiększenia stężenia PpIX w 

komórkach. Są to:

>  pH -  najbardziej sprzyjające powstawaniu PpIX jest środowisko w którym 

wartość pH ustala się w zakresie 7,0 - 7,6. W tym zakresie cząsteczki ALA 

najlepiej wnikają do komórek. Ponadto takie pH powoduje spadek aktywności 

enzymów odpowiedzialnych za syntezę hemu. Powyżej wartości pH równej 7,6 

obserwuje się również spadek żywotności komórek, co w naturalny sposób 

zmniejsza stężenie PpIX [60-62].

>  Temperatura i obecność tlenu -  w warunkach zwiększonej temperatury oraz 

dostatecznie dużej ilości tlenu komórki produkują więcej PpIX. Jest to związane 

ze wzmożeniem kinetyki reakcji tworzenia PpIX oraz efektami związanymi z 

hipoksją komórki [63-65].

> Stopień konfluencji -  największe stężenie PpIX zostaje osiągnięte przy dużej 

gęstości komórek [21]. W obrazach z mikroskopu fluorescencyjnego (Rysunek 

3) obserwuje się zwiększenie stężenia PpIX na brzegach komórek, co jest 

wynikiem jej wiązania się z białkami adhezyjnymi [6 6 ]. Skutkuje to 

zahamowaniem szlaku powstania hemu, ze względu na fakt, iż ferrochelataza 

jest związana z wewnętrzną błoną mitochondrium [67],

Rysunek 3

Komórki linii HCT116 +/+ po 24h inkubacji z 1000 |j M roztworem ALA, 
A - kontrast fazowy, B - fluorescencja PpIX, skala 100 |jm



> Postać podawanego proleku -  bardziej lipofilowe estry ALA są skuteczniejsze w 

terapii ze względu na lepsze wnikanie, a co za tym idzie dostarczenie substratów 

do reakcji syntezy PpIX [60]. Jest to związane z biodystrybucją leku, która jest 

ściśle powiązana z jego lipofilowością.

>  Skład pożywki hodowlanej; jej zubożenie w glukozę -  powoduje wzrost stężenia 

PpIX [6 8 ],

>  Rodzaj linii komórkowej -  najwięcej PpIX produkują komórki szybko dzielące 

się, o dużych rozmiarach, dużej liczbie mitochondriów oraz o zwiększonej 

aktywności enzymów odpowiedzialnych za syntezę PpIX [53], [61]. Komórki 

wolno dzielące się (np. fibroblasty) mają niską aktywność metaboliczną, co 

również wiąże się z niską aktywnością enzymów biorących udział w tworzeniu 

PpIX [69]. Komórki przewodu pokarmowego, w tym komórki jelita, wykazują 

zmniejszoną ekspresję ferrochelatazy, dlatego produkują więcej PpIX niż 

komórki innego typu [70], Potwierdzeniem są badania dotyczące zredukowania 

aktywności tego enzymu przez cząsteczkę si-RNA, co skutkuje wzrostem 

stężenia PpIX [71].

> Dostępność jonów żelaza - zastosowanie chelatorów kompleksujących jony 

żelaza powoduje wzrost stężenia PpIX [72-74], Rola żelaza w procesach 

związanych z biosyntezą PpIX zostanie opisana w następnym rozdziale.

2.7. Zastosowanie chelatorów żelaza -  terapia ALA-PDT-chelatory

Jak każda metoda leczenia terapia ALA-PDT ma również istotne ograniczenia. 

Ze względu na dość niską penetrację tkanki, może być stosowana przede wszystkim w 

leczeniu powierzchniowych zmian nowotworowych skóry [75]. Widmo PpDC 

charakteryzuje się maksimum absorpcji przy X = 407 nm (pasmo Soreta), i to ta długość 

fali jest optymalna dla wzbudzenia. Jednakże ze względu na słabe wnikanie do tkanki, 

promieniowanie poniżej 600 nm jest bardzo nieefektywne w terapii PDT. Dlatego PpIX 

zostaje wzbudzona falami dłuższymi (pasma Q), z zakresu tzw. „okna 

terapeutycznego”, czyli obszaru w którym promieniowanie jest najmniej absorbowane 

przez składniki skóry: wodę, melaninę, hemoglobinę (Hb), czy oksyhemoglobinę 

(H b02) (Rysunek 4) [76].



Ponadto biosynteza PpIX w 

tkance jest często

niewystarczająca do osiągnięcia 

stężeń przydatnych dla 

zastosowań terapeutycznych. 

Zrodził się wobec tego pomysł 

na włączenie do terapii 

związków kompleksujących 

jony żelaza. Zastosowanie 

chelatorów ma w zamyśle 

związanie żelaza, hamując tym 

samym syntezę hemu, przez co 

zwiększa się ilość PpIX w guzie.

Długość fali [nm]

Rysunek 4
Widmo absorpcji Hb02, Hb, melaniny oraz wody z 

zaznaczeniem „okna terapeutycznego” [76]

Na poniższym schemacie 2 przedstawiono biosyntezę hemu, którego substratem jest 

kwas 5-aminolewulinowy [77]. Wzbogacenie terapii w chelatory żelaza powoduje 

wzrost intensywności gromadzenia fotouczulacza w chorej tkance, a co za tym idzie 

zwiększenie efektywności leczenia. Przegląd najnowszej literatury wskazuje na rosnące 

zainteresowanie zastosowaniem chelatorów w terapii ALA-PDT [69], [77-80], Badania 

dowodzą, iż najskuteczniejszymi chelatorami wywołującymi efekt wzrostu stężenia 

fotouczulacza w guzie są takie, które charakteryzują się niską masą cząsteczkową oraz 

dużą lipofilowością, co jest związane z przechodzeniem przez błony komórkowe i 

wiązaniem wewnątrzkomórkowego żelaza [2 2 ],

ALA Protoporfiryna Hem

Schemat 2

Uproszczony schemat syntezy hemu z zaznaczeniem wpływu chelatora



2.8. Rola i metabolizm żelaza

Żelazo jest mikroelementem niezbędnym do funkcjonowania organizmu. Jako 

takie bierze udział w wielu ważnych procesach biologicznych oraz jest składnikiem 

istotnych białek jak hemoglobinia, mioglobinia oraz enzymów jak np. katalazy, 

reduktazy rybonukleotydowej, peroksydazy i cytochromów [81]. Kontrola metabolizmu 

żelaza jest bardzo istotna. Jego nadmiar może być bowiem toksyczny, a niedobór 

powoduje różnego rodzaju upośledzenia. Jony żelaza katalizują dwie bardzo ważne 

reakcje -  Fentona (a) i Habera-Weissa (b), w których powstają wolne rodniki 

powodujące uszkodzenia protein, lipidów i DNA [82],

Fe2+ + H20 2 -*  Fe5+ + OH  + O H  (a)

'O2 + H2O2 —> O2 + OH + O H  (b)

Ze względu na generowanie reaktywnych form tlenu w powyższych reakcjach 

organizmy wytworzyły mechanizm obronny związany z transportem i 

magazynowaniem tego pierwiastka w formie nietoksycznej [83]. Białkiem

odpowiedzialnym na transport żelaza jest transferryna [84], Jego magazynowaniem
2+zajmuje się ferrytyna i hemosyderyna [85], Żelazo dostarczone w diecie w formie Fe 

zostaje wchłonięte przez enterocyty dwunastnicy. Należy w tym miejscu wspomnieć, że 

duża ilość żelaza pozyskiwana jest z makrofagowego rozkładu erytrocytów. W procesie 

zachodzącym w przewodzie pokarmowym uczestniczy transporter metali 

dwuwartościowych - DMT1 (ang. divalent metal transporter) [8 6 ], W przemianie tej 

następuje utlenienie i związanie żelaza przez ferrytynę, która z kolei przekazuje je 

transferynie, zdolnej do związania dwóch atomów żelaza. Transferyna transportuje 

żelazo do komórek. Na powierzchni błony komórkowej znajdują się jej receptory, które 

wiążą kompleks transferyna-jony żelaza i na drodze endocytozy przekazują je  do 

wnętrza komórki. Spadek pH we wnętrzu pęcherzyka powoduje odłączenie się jonu 

żelaza od transferyny, która następnie w formie apotransferyny (forma bez jonów 

żelaza) zostaje wydalona z komórki, a jony żelaza są redukowane i mogą być 

wykorzystane przez organizm [82], [87] (Rysunek 5).



Dalszy metabolizm żelaza może obejmować kilka wariantów:

> włączanie do protein hemowych bądź niehemowych

> wiązanie przez ferrytynę

> wiązanie przez chelatory

> udział w potranskrypcyjnym mechanizmie regulacji komórkowego metabolizmu 

żelaza (IPR)

receptor i 
tranfeiynyj

egzocytoza

pompa
protonowa

hemowe lub
niehemowe proteiny ferrytyna 

\  /
zmienna pula DMIJ
zelaza

chelatory

transferynaz 3+ 
dwoma jonami Fe

Q apotransf eryna

Rysunek 5

Transport żelaza w komórce wg [87]

Metabolizm żelaza kontrolowany jest przez białka regulujące IRP1 i IRP2 (ang. iron 

regulatory protein), które wiążą się do sekwencji RNA określanych jako IRE (ang. iron 

responsive element), powodując zahamowanie procesów związanych z transportem i 

dostarczaniem żelaza do komórek. Niedobór żelaza powoduje wiązanie się białek 

regulacyjnych z sekwencjami IRE obecnymi w obszarach nieulegających translacji 

(ang. untranslated region; UTR) 5’ mRNA ferrytyny oraz 3’ mRNA receptora 

transferryny [81]. W przypadku, gdy żelazo jest w nadmiarze proces jest odwracalny. W 

konsekwencji odpowiedzią na niskie stężenie żelaza jest zwiększona ekspresja DMTl i 

receptora transferyny oraz zahamowanie aktywności transferryny [8 8 ]. Innym 

mechanizmem regulującym wewnątrzkomórkowy poziom żelaza jest mechanizm 

związany z syntezą hepcydyny [89],



Tiosemikarbazony są atrakcyjnym przedmiotem badań innowacyjnych terapii 

przeciwnowotworowych ze względu na ich wielopłaszczyznowe działanie. Z jednej 

strony ich kompleksy z żelazem generują wewnątrz komórki wolne rodniki, powodując 

jej zniszczenie, z drugiej, związanie żelaza pozbawia komórki ważnego składnika, 

niezbędnego do proliferacji [90]. Komórki nowotworowe, w odróżnieniu od zdrowych,

Rysunek 6

Kompleks żelaza z pochodną ketonu di-2-pirydylowego [90]

wykazują zwiększone zapotrzebowanie na żelazo, posiadając więcej receptorów 

transferyny na swej powierzchni [91]. Związanie żelaza w formie kompleksu (Rysunek 

6 ), powoduje zablokowanie transportu tego mikroelementu. Jest to również powodem 

zablokowania ekspresji ferrochelatazy, która w swej strukturze zawiera klaster [2Fe- 

2S], ponieważ jej aktywność jest ściśle powiązana z zawartością 

wewnątrzkomórkowego żelaza [92], Zaburzenie gospodarki tego metalu w organizmie 

powoduje również zatrzymanie się cyklu komórkowego na etapie interfazy Gi/S [93]. 

Do prawidłowego przebiegu cyklu komórkowego wymagany jest szereg białek i 

enzymów, których aktywność jest ściśle powiązana ze stężeniem żelaza. Interfaza cyklu 

komórkowego składa się z fazy Gi- pomiędzy końcem mitozy a rozpoczęciem syntezy 

DNA, fazy S -  obejmującej syntezę DNA, oraz fazy G2 - pomiędzy końcem syntezy 

DNA a początkiem mitozy [94], Do przebiegu tych faz niezbędne są cykliny oraz



odpowiadające im kinazy białkowe (CDKs). Ich nazwa CDKs (ang. cyclin-dependent 

kinases) pochodzi stąd, iż ich aktywność jest zależna od cyklin, które same nie 

posiadają aktywności enzymatycznej [40], Zbyt małe stężenie żelaza powoduje 

inaktywację niektórych cyklin i kinaz białkowych, co z kolei skutkuje zatrzymaniem 

cyklu komórkowego. Efekt chelatacji powoduje również zwiększenie aktywności 

genów NDRG1 oraz BNIP3, odpowiedzialnych m.in. za inicjowanie apoptozy komórek 

nowotworowych [82],

Tiosemikarbazony tworzą z jonami żelaza toksyczne kompleksy, co jest 

kolejnym, bardzo ważnym czynnikiem, powodującym degradację komórki [95]. Żelazo 

posiada zdolność występowania w dwóch formach na różnych stopniach utlenienia: 

Fe2+ oraz Fe3+, przy czym formy te są bardzo podobne strukturalnie. Kompleksy Fe2+ i 

Fe3+ z tymi sami ligandami są również niemal identyczne pod względem struktury. 

Analogie strukturalne umożliwiają uczestniczenie w wielu reakcjach redoks, które nie 

mogłyby zajść w przypadku różnic w sferze koordynacji. To właśnie zdolność do 

uczestniczenia w reakcjach redoks warunkuje biologiczną aktywność kompleksów 

tiosemikarbazonów [82]. Bezpośrednią konsekwencją jest zahamowanie aktywności 

reduktazy rybonukleotydowej (RR), która ze względu na wysoką ekspresję w 

komórkach nowotworowych jest atrakcyjnym celem chemioterapii [96]. Tworzenie 

DNA opiera się na kilkuetapowym procesie, w którym biorą udział 

deoksyrybonukleotydy. Ich synteza jest regulowana przez reduktazę, zbudowaną u 

ssaków z dwóch 

podjednostek R1 i R2, 

mających swój wkład w 

centrum aktywne enzymu.

Podjednostka R2 (Schemat

3) zawiera dwa atomy żelaza 

oraz wolny rodnik 

tyrozylowy, którego

destabilizacja, przez

reaktywne formy tlenu, 

powoduje zahamowanie 

katalitycznej zdolności

enzymu reduktazy [97], [98],

Schemat 3
Podjednostka R2 z zaznaczeniem koordynacji jonów 

żelaza (odległości w A) [98]



Badania wykazały, że samo związanie żelaza nie wystarczy by chelator okazał 

się aktywny. Dopiero połączenie efektu chelatowania żelaza oraz tworzenia 

cytotoksycznych, aktywnych kompleksów redoks pozwala na uzyskanie chelatorów o 

potencjalnej aktywności w terapiach przeciwnowotoworowych. Zdolność chelatowania 

żelaza przez tiosemikarbazony wiąże się z obecnością tzw. „miękkich” atomów 

donorowych. Tak więc obecność atomu siarki sprzyja wzrostowi aktywności 

biologicznej w porównaniu do analogów z atomami tlenu, który jest „twardym” 

donorem [82], [99].

2.10. Chelatory żelaza w terapii antynowotworowej

Związki mające zdolność kompleksowania jonów metali, w tym żelaza, są 

niezwykle skuteczne w chemoterapii komórek nowotworowych [87], [100], [101]. 

Podział tej grupy związków może zostać dokonany z uwzględnieniem różnych 

kryteriów, ponieważ do chelatorów żelaza zaliczają się siderofory, produkowane przez 

mikroorganizmy, białka, etery koronowe oraz cała gama syntetycznie wytworzonych 

związków [102], W rozdziale tym zostaną opisane najważniejsze z nich.

Tiosemikarbazony -  oprócz właściwości 

antynowotworowych posiadają szerokie spektrum 

aktywności związane z ich działaniem 

antybakteryjnym, antywirusowym oraz

przeciwgrzybiczym [82], Związki te charakteryzują 

się dużym powinowactwem nie tylko do jonów 

żelaza, ale również miedzi, kobaltu, cynku czy niklu 

[103-105]. Jak wspomniano wcześniej mechanizm działania tej grupy związków 

związany jest m. in. z zahamowaniem ekspresji RR [106] [107], Inhibicji ulega również 

topoizomeraza II [108]. Przeciwnowotworowe działanie tiosemikarbazonów związane 

jest również z zahamowaniem czynności białka MDR1 [109] oraz generowaniem 

reaktywnych form tlenu [110]. Popularnym lekiem opartym na strukturze 

tiosemikarbazonu jest Triapina (Rysunek 7). Lek ten, dopuszczony do II fazy badań 

klinicznych [111-114], właśnie uzyskał ich pozytywny wynik. Jest szczególnie 

skuteczny w zwalczaniu nowotworów białaczki, płuca oraz jajników [115]. Kombinacja 

Triapiny z innymi cytostatykami skutkuje zwiększeniem efektywności leczenia.

Rysunek 7

Triapina



Prawdopodobnym wytłumaczeniem tego 

synergistycznego działania jest fakt, iż lek ten 

hamuje procesy naprawy DNA, za którego 

zniszczenie odpowiedzialne są terapeutyki 

stosowane w leczeniu skojarzonym [115], [116]. 

Kolejnym związkiem zawierającym w swej 

strukturze układ charakterystyczny dla 

tiosemikarbazonów jest Dp44mT (Rysunek 8 ).

N

Rysunek 8

Dp44mT

N

s

N

Badania nad pochodną ketonu di-2-pirydylowego,

przeprowadzone przez autorkę niniejszej pracy, potwierdzają wysoką skuteczność w 

zwalczaniu komórek nowotworowych. Zbadano również wpływ Dp44mT na ludzkie 

komórki typu fibroblastów, które potwierdziły wcześniejsze badania dotyczące 

selektywności tego związku [93], [117], [118]. Pomimo dużej aktywności 

przeciwnowotworowej przejawiającej się w wyzwalaniu apoptozy komórek 

nowotworowych [119], badania in vivo potwierdziły, iż związek ten wykazuje 

kardiotoksyczność [93], Kolejnym krokiem była więc modyfikacja struktury wiodącej 

w celu uzyskania równie skutecznych pochodnych, z jednoczesnym 

zminimalizowaniem skutków ubocznych ich stosowania. Wstępne badania nad kolejną 

serią opartą na strukturze 2 -benzoilopirydyny potwierdziły zachowanie wysokiej 

skuteczności antynowotworowej [1 2 0 ] tej grupy związków, z jednoczesnym 

zminimalizowaniem efektów związanych z uszkodzeniem mięśnia sercowego [1 2 1 ],

Deferoksamina (DFO) (Rysunek 9) -  popularny lek stosowany w leczeniu 

chorób związanych z zaburzeniem gospodarki żelazem np. p-talasemii [123]. Ten 

bakteryjny siderofor jest sześciowiązalnym ligandem z dużym powinowactwem do 

jonów żelaza. Skuteczny w leczeniu takich nowotworów jak nerwiak płodowy i 

białaczka [124-126], z jednoczesnym zachowaniem selektywności w stosunku do 

zdrowych komórek [127]. Mechanizm antynowotworowego działania DFO nie jest do

[ 122],
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Rysunek 9

DFO



końca poznany. Tak jak w przypadku tiosemikarbazonów jest on związany z inhibicją 

aktywności RR, jednak składa się z kilku czynników. Jednym z nich jest zaburzenie 

cyklu kwasu cytrynowego, fosforylacji oksydacyjnej oraz oddychania komórkowego 

[128],

Rysunek 10
311

Aromatyczne hydrazony -

przykładem związku tego typu jest 

pochodna o nazwie 311 (Rysunek 

1 0 ), wykazująca duże powinowactwo 

do wiązania jonów żelaza skutkujące 

hamowaniem proliferacji komórek 

nowotworowych [129], [130],

Rezultatem porównania aktywności 

tej pochodnej z szeroko stosowaną DFO było zwiększenie skuteczności działania w 

stosunku do komórek nowotworowych [131]. Otrzymana struktura krystalograficzna 

oraz badania na liniach komórek nowotworowych dowodzą innego mechanizmu 

działania niż generowanie wolnych rodników [132]. Korzystna wartość współczynnika 

logP opisującego lipofilowość pochodnej 311 może być prawdopodobną przyczyną 

wysokiej aktywności tego związku. Istotny wkład w wysoką skuteczność ma również 

wpływ na czynniki regulujące cykl komórkowy [116].

Tachpyr (Rysunek 11) -  zwyczajowa nazwa 

pochodnej cis-l,3,5-triaminocykloheksanu. Badania 

przeprowadzone na komórkach nowotworu 

pęcherza moczowego dowiodły około 15 -  krotnie 

większej skuteczności w porównaniu do DFO [133].

Związek ten posiada sześć miejsc mogących 

utworzyć wiązanie koordynacyjne z jonami metali 

takimi jak żelazo, miedź czy cynk [134],

Mechanizm działania opiera się na zahamowaniu

cyklu komórkowego na etapie fazy G2, która jest szczególnie podatna na działanie 

promieniowania jonizującego, dlatego też podanie opisywanej pochodnej znacznie 

zwiększało efekty leczenia [135], Zahamowanie proliferacji komórek nowotworowych 

spowodowane było również zahamowaniem syntezy ferrytny [133], co było 

konsekwencją inicjowania szlaków śmierci apoptotycznej [136]. Apoptoza następowała 

w sposób niezależny od białka p53, co w świetle zastosowania w terapii nowotworowej

Rysunek 11

Tachpyr



jest niezwykle korzystne [137]. W odróżnieniu od 

związku 311, kompleksy tej pochodnej pirydyny z 

jonami żelaza posiadały potencjał cytotoksyczny w 

wyniku generowania reaktywnych form tlenu [116].

Doksorubicyna (Rysunek 12) -  szeroko 

stosowany w wielu typach nowotworów cytostatyk z 

rzędu antracyklin. Przeciwnowotworowe działanie 

tego leku jest złożone, jednak najważniejszym 

czynnikiem jest utworzenie trwałego kompleksu z 

helisą DNA [138-141]. Ze względu na dość wysoką 

kardiotoksyczność doksorubicyny najczęściej jest ona stosowana w leczeniu 

skojarzonym (np. z DFO), w którym inne leki minimalizują skutki uboczne jej 

stosowania [142], [143].

2.11. Synergia farmakologiczna

Omówione wcześniej zagadnienia dotyczące mechanizmów działania 

fotouczulaczy oraz tiosemikarbazonów dowodzą wysokiej skuteczności tych związków 

w hamowaniu proliferacji komórek nowotworowych. Połączenie dwóch lub kilku 

metod terapeutycznych bądź leków prowadzić może do synergii ich działania. Oznacza 

to, że sumaryczny efekt działania jest wyższy dla połączonej terapii niż dla każdej z 

terapii oddzielenie [144], Obecnie badania dotyczące zastosowania kombinacji leków 

cieszą się dużym zainteresowaniem, o czym świadczy rosnąca liczba publikacji 

traktujących o tym zagadnieniu (PubMed - „synergy” 13359 rekordów, „drug 

combination” 362503 rekordów). Ostatni termin jest przy tym nieco szerszy niż 

synergia i obejmować może różne typy skojarzonego działania leków. Problem synergii 

jest tak popularny ze względu na korzyści, które uzyskać możemy ze skojarzonego 

działania substancji aktywnych m.in.:

>  zwiększenie skuteczności leków, co prowadzi do wzrostu ich efektu 

terapeutycznego,

> zmniejszenie dawki z jednoczesnym utrzymaniem skuteczności,

>  zmniejszenie ewentualnej toksyczności,

>  zmniejszenie lub spowolnienie uodpornienia na lek,

Rysunek 12

Doksorubicyna



> działanie skierowane na kilka celów molekularnych, bądź kilka chorób 

równocześnie,

> wykorzystanie różnych mechanizmów działania poszczególnych leków [ 145].

Modelowanie synergii opiera się na fizykochemicznym prawie działania mas. 

Model opisujący synergię opiera się na czterech fundamentalnych równaniach 

Hendersona-Hasselbalcha, Michaelisa-Mentena, Hilla oraz Scatcharda [146], 

Podstawowym parametrem jest tzw. współczynnik kombinacji CI (ang. combination 

index) określający rodzaj interakcji farmakologicznej w jaką wchodzą dwa leki. 

Równanie łączące dawkę leków oraz efekt jej działania przybiera formę jak pokazano 

poniżej [147], [148]:

gdzie: D -  dawka leku,

fa-  ilość populacji na którą oddziałuje dana dawka, 

fu — ilość populacji na którą nie oddziałuje dana dawka,

Dm -  dawka powodująca 50 % „efekt” 

m -  współczynnik opisujący kształt krzywej dawka -  efekt.

CI dla kombinacji n leków wyrażany jest wzorem:

gdzie: D -  dawka leku,

Dx -  dawka powodująca 50 % „efekt” .

Kiedy CI < 1 obserwuje się synergię. Wartość CI = 1 oznacza efekt addytywny, 

natomiast CI > 1, antagonizm. W celu określenia czy dane połączenie terapeutyków ma 

działanie synergistyczne należy określić kształt krzywej dawka -  efekt, który pozwala 

na wyznaczenie parametru m oraz Dm. Wykres zależności efektu od stosowanej dawki 

w postaci logarytmicznej pokazany na Schemacie 4 pozwala na wyznaczenie 

powyższych parametrów [145]. Obliczenie CI jest stosunkowo proste kiedy wartości 

dawek wyrazi się w formie bezwymiarowej, wówczas poszczególne dawki mogą być 

przedstawione w dowolnych jednostkach. Obliczenia nie wymagają znajomości 

struktury leków, ich masy cząsteczkowej, ani mechanizmów ich działania. Znajomość

fu  \ D ,n )

n (D)



stosowanej dawki i efektu jej działania jest w pełni wystarczająca dla określenia typu 

oddziaływania w terapii kombinowanej. Warto w tym miejscu podkreślić empiryczny 

charakter tak sformułowanego zagadnienia synergii bądź antagonizmu, których 

wyznaczenie musi zostać określone eksperymentalnie [92], [147], Należy również 

zwrócić uwagę, iż wzrost działania wynikający z kombinacji dwóch czynników, który 

jest większy niż osobne działanie pojedynczych, nie zawsze oznacza synergizm [145].

a b

D
fe/hi = (DOm)

log (D)

log (fa I tu) * m log (D) - m log (Dm) 
(y « «x + b)

Schemat 4

a) zależność sigmoidalna dawka -  efekt,
b) zależność liniowa dawka -  efekt [145]

Istotne znaczenie w synergii odgrywa obniżenie dawki leku opisane tzw. 

współczynnikiem redukcji dawki DRI (ang. dose reduction index), który określa ilu 

krotnie można zmniejszyć dawkę leku, aby osiągnąć rezultat porównywalny do 

działania każdego leku z osobna. Pozwala to na minimalizację skutków ubocznych, z 

jednoczesnym zachowaniem skuteczności. Współczynnik DRI dla kombinacji dwóch 

leków określa wzór;

stąd;

(d \  ( d A  (d r i ), (d r i )2

D R I -
D R ,' ~ W

gdzie: D -  dawka leku, Dx -  dawka powodująca 50 % „efekt”.



W celu ustalenia maksymalnej synergii prowadzi się eksperymenty mające na celu 

określenie optymalnej proporcji łączonych terapeutyków. Leki podawane są w różnych 

proporcjach, a następnie wybiera się tę, która odpowiada maksymalnemu działaniu 

synergicznemu. Rodzaj oddziaływania może zostać przedstawiony w graficznej postaci 

poligonogramu [145],

Badanie terapii kombinowanej in vitro nie stanowi problemu - jest stosunkowo 

szybkie, tanie, powtarzalne i dokładne. Badania in vivo są trudniejsze. Natomiast 

kliniczne zastosowanie terapii kombinowanej stanowi już znacznie bardziej złożony 

problem. Przyczyną jest w tym wypadku:

> duże zróżnicowanie pacjentów pod względem płci, wieku, rasy, historii choroby 

oraz stopnia jej zaawansowania

> problemy etyczne np. w stosunku do stosowania placebo bądź dawki 

suboptymalnej (mniejszej od standardowo przyjętej)

> brak możliwości nieograniczonego manipulowania dawką śmiertelną

2.12. Rola białka p53 w biochemii nowotworów

Białko p53 pełni niezwykle ważną rolę w ludzkim organizmie. Proteina ta jest 

kodowana przez gen supresorowy TP53, pełniący funkcje związane z hamowaniem 

nadmiernej proliferacji, regulacją cyklu komórkowego oraz naprawą DNA [149]. 

Mutacje w genie TP53 powodują powstawanie różnych rodzajów nowotworów. Nazwa 

białka p53 pochodzi od jego masy cząsteczkowej, a dokładnie od wzorca o masie 53 

kDa, którego migracja w przyłożonym polu elektrycznym odbywa się analogiczne. W 

rzeczywistości masa p53 jest nieco mniejsza, a różnica związana jest z jego specyficzną 

budową. Najważniejsza funkcja p53 związana jest z indukowaniem apoptozy, będącej 

odpowiedzią komórki na uszkodzenia nici DNA, stres oksydacyjny oraz sygnały 

związane z różnymi mutacjami. W zależności od stopnia uszkodzeń białko p53 

wyzwala w komórce mechanizmy naprawcze lub, w przypadku zbyt rozległych mutacji, 

uruchamia szlaki apoptotycznej śmierci komórki [150]. Wszystkie wymienione procesy 

mające na celu zahamowanie szlaków związanych z powstawaniem nowotworu są 

wyzwalane przez cały szereg genów, których aktywacja zachodzi pod wpływem p53. 

Do genów tych należą: CDKN1A i GADD45, związane z zahamowaniem cyklu
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Schemat 5

Struktura pierwszorzędowa p5 3 [151]

komórkowego oraz naprawą DNA, oraz geny związane z inicjowaniem procesów 

apoptozy, takie jak BAX, CD95, DR5/KILLER, NOXA, PIG3, PUMA i inne [151]. 

Struktura pierwszorzędowa p53, przedstawiona na Schemacie 5, uwzględnia podział na 

poszczególne domeny odpowiedzialne za różne procesy. N-terminalny koniec proteiny 

odpowiada za wyzwalanie apoptozy poprzez oddziaływanie z różnymi białkami [152], 

Domena wiążąca DNA, jak jej nazwa wskazuje, steruje procesami związanymi z 

przyłączeniem do helisy DNA, natomiast C-terminalny koniec pełni funkcje 

regulatorowe m. in. związane z przybieraniem aktywnej postaci tetrameru [153-155], 

W wielu pracach zostały przedstawione badania dowodzące zwiększonego stężenia 

białka p53 w komórkach dotkniętych nowotworem [156], [157], W komórkach 

prawidłowych poziom p53 jest utrzymywany na stałym, niskim poziomie, a samo 

białko związane jest w postaci nieaktywnego kompleksu przez białko MDM2 [151]. 

Liczne doniesienia wskazują, iż aktywność opisywanej proteiny jest zahamowana w 

komórkach dotkniętych mutacją nowotworową. Przywrócenie aktywności przez 

niektóre związki powoduje zahamowanie proliferacji komórek nowotworowych [158]. 

W pierwszej fazie badań klinicznych znajdują się związki o nazwie nutliny, które 

poprzez wiązanie się z MDM2 hamują jego interakcję z p53 [159]. Innymi związkami 

mającymi podobne działanie są spiro-oksindole, powodujące zaburzenia w kompleksie 

p53-MDM2 [160]. Z kolei związek o nazwie RITA zapobiegał tworzeniu się 

wspomnianych kompleksów poprzez interakcję z p53 [161]. Istnieje jeszcze kilka 

związków mających działanie powodujące aktywację p53 [162], [163], jednak 

szczególną uwagę należy zwrócić na antybiotyk o nazwie aktynomycyna D. Obecnie 

lek ten został dopuszczony do stosowania, a jego działanie związane jest z uwalnianiem 

białek RPL11 i RPL5, wiążących białko MDM2 [164], Interakcja z białkiem p53 

zachodzi również w przypadku PpIX (Rysunek 3), co skutkuje wywoływaniem 

apoptozy w komórkach poddanych terapii PDT [165]. Najnowsze badania wskazują



analogię w indukowaniu apoptozy przez białko p53 oraz jego pochodną p73 [166], 

Podobieństwo strukturalne tych dwóch protein warunkuje przejmowanie niektórych 

funkcji w komórce, w tym procesów związanych z wyzwalaniem szlaków śmierci 

apoptotycznej [167]. Obecnie badania nad tym mało poznanym homologiem białka 53 

cieszą się dużym zainteresowaniem czyniąc go nowym celem terapii 

antynowotworowej. Mutacje w genie kodującym białko p73 zachodzą o wiele rzadziej 

niż w TP53 [168], Wspomniane wcześniej nutliny, aktywujące białko p53 poprzez 

interakcję z MDM2, aktywują również p73, co prowadzi do apoptotycznej śmierci 

komórek linii nowotworu jelita grubego pozbawionej genu kodującego p53 [169], 

Badania te dowodzą, iż mechanizmy śmierci zachodzące w komórce są niezależne od 

p53. Odkryto również inne związki działające w sposób analogiczny [170], [171]. W 

świetle wyników wskazujących na fakt, iż 50 % nowotworów powstaje w wyniku 

mutacji w genie TP53 poszukiwanie związków aktywujących białko p73 oraz 

indukujących tym samym apoptozę stanowi nowy, obiecujący cel współczesnej terapii 

przeci wnowotworowej.

2.13. Mechanizmy śmierci komórkowej oraz wybrane sposoby ich detekcji

Rozważając procesy jakim ulega komórka w kontekście terapii 

przeciwnowotworowej wyróżniamy pięć rodzajów śmierci komórkowej: apoptoza, 

autofagia, nekroza, katastrofa mitotyczna oraz starzenie [172].

Apoptoza jest naturalnym procesem polegającym na usunięciu uszkodzonych, 

martwych bądź nieprawidłowych komórek. Jak dotąd ten rodzaj śmierci komórkowej 

został najlepiej poznany. Pierwsza praca na ten temat została opublikowana w 1972 

roku [173], natomiast 30 lat później została przyznana Nagroda Nobla za badania 

dotyczące tego zjawiska. Morfologiczny obraz komórek apoptotycznych (Rysunek 13) 

[174], [175] przedstawia charakterystyczne cechy jak:

1 ) obkurczenie jąder i kondensacja chromatyny

2 ) obkurczenie komórek

3) występowanie pęcherzyków na powierzchni błony

4) występowanie ciałek apoptotycznych [176]



Rysunek 13

Zmiany apoptotyczne w komórkach linii A -  HCT116 wg [174], B - CI80-13S wg [175]

Proces apoptozy zachodzi wg kilku ścieżek. Pierwsza z nich to tzw. zewnętrzny szlak 

apoptozy zachodzący pod wpływem receptorów błonowych. W komórce zostają 

pobudzone receptory z rodziny TNF [177], uaktywnione są również niektóre białka z 

rodziny kaspaz oraz białka adaptorowe [178]. Komórka może również wejść na drogę 

apoptozy przez tzw. wewnętrzny szlak związany z mitochondrium, który zachodzi m.in. 

pod wpływem stresu oksydacyjnego oraz reaktywnych form tlenu [179], [180], W 

szlaku tym kanaliki mitochondrium ulegają rozluźnieniu, co prowadzi do uwolnienia 

szeregu białek m. in. cytochrom c oraz białek z rodziny Bcl-2 [181]. Ponadto rozróżnia 

się jeszcze kilka szlaków aktywowanych np. czynnikami stresu [182], bądź 

zwiększonym stężeniem ceramidów w komórce [172], Ponadto w procesie apoptozy 

następuje zniszczenie takich białek jak aktyna bądź miozyna, co ostatecznie prowadzi 

do degeneracji DNA przez nukleazy [183]. Apoptoza, w odróżnieniu od nekrozy nie 

powoduje stanu zapalnego, ponieważ powstające ciałka apoptotyczne są szybko 

fagocytowane [184], Dotyczy to pojedynczych komórek, a nie, jak w przypadku 

nekrozy, większej ich liczby bądź całej tkanki. W przypadku gdy równowaga w 

organizmie zostaje zaburzona, np. poprzez wystąpienie zmian nowotworowych, 

wówczas proces apoptozy może ulec zahamowaniu, przez co komórki neoplastyczne 

nie zostają wyeliminowane.



Nekroza jest procesem patologicznym, prowadzącym do wywołania stanu 

zapalnego. Komórka ulegająca nekrozie pęcznieje, po czym błona komórkowa ulega 

rozerwaniu i następuje całkowite zniszczenie struktur komórkowych [183]. 

Morfologiczny obraz zmian charakterystycznych dla nekrozy został przedstawiony na 

rysunku 14. Zdjęcie A przedstawia charakterystyczne pęcznienie komórki, której treść 

zaczyna wyciekać, o czym świadczy duża ilość pęcherzyków o różnych rozmiarach 

obecnych na błonie [185]. Na zdjęciu B przedstawiono obraz komórek linii HCT116 

uzyskany przy użyciu mikroskopu elektronowego z rozróżnieniem komórki w stanie 

apoptozy oraz nekrozy [186],

Rysunek 14

Zmiany nekrotyczne w komórkach linii A -  HeLa wg [185], B -  HCT116 wg [186]

Przerwanie ciągłości błony komórkowej skutkuje spadkiem poziomu ATP oraz 

zwiększeniem stężenia niektórych jonów, jak np. Ca2+ co prowadzi do uruchomienia 

szlaków wiodących do destrukcji komórki [187], [188], Na schemacie 6  przedstawiono 

podstawowe różnice w zmianach morfologicznych komórki ulegającej apoptozie i 

nekrozie [189]. Ostatni etap (1C i 2C) zaliczany jest przez autorów do nekrozy. 

Pozostałości komórki następnie zostają fagocytowane, jednakże w przypadku szlaku 

nekrotycznego wiąże się to z wystąpieniem stanu zapalnego. Fagocytoza komórki, 

której śmierć nastąpiła w wyniku apoptozy przebiega w sposób bardziej łagodny, 

najczęściej powstałe ciałka apoptotyczne zostają usunięte przez makrofagi lub 

sąsiadujące komórki [189], [190].
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Schemat 6

Różnice w morfologii komórki w stanie NEKROZY 
(1A -  pęcznienie, IB -  wakuolizacja, zwiększona przepuszczalność błony, tworzenie 

pęcherzyków, 1C -  kurczenie, rozpad jąder) oraz APOPTOZY 
(2A -  obkurczenie, kondensacja chromatyny, 2B -  tworzenie uwypukleń na błonie, rozpad 

jąder, 2C -  rozpad na ciałka apoptotyczne) wg [ 189]

Kolejny szlak, któremu może ulec uszkodzona komórka to tzw. katastrofa 

mitotyczna. Niektórzy naukowcy klasyfikują ten rodzaj śmierci jako apoptozę bądź 

nekrozę, prowadzące do zaburzeń mitozy [191-193], Konsekwencją tego rodzaju 

śmierci jest zahamowanie podziałów komórkowych. Morfologiczny obraz komórki 

przedstawia duże komórki z jednym dużym jądrem, bądź z kilkoma mniejszymi, jednak 

klasyfikacja tylko na podstawie obserwacji morfologii jest niezwykle trudna [194], 

[195]. W odróżnieniu od typowej apoptozy w przypadku śmierci mitotycznej nie 

obserwuje się pęknięć nici DNA oraz aktywacji niektórych kaspaz [196], [197],



Autofagia jest rodzajem śmierci komórkowej zachodzącym m. in. w wyniku 

niedoboru czynników wzrostowych oraz pod wpływem różnego rodzaju uszkodzeń. 

Proces ten mający na celu wyeliminowanie niepotrzebnych bądź uszkodzonych 

składników komórki jest zaliczany do drugiego typu zaprogramowanej śmierci komórki 

i występuje naturalnie w większości tkanek. Tak jak w przypadku apoptozy autofagia 

również jest kontrolowana przez białka z rodziny Bcl-2[198]. W wyniku tego procesu 

zbędne składniki zostają otoczone podwójną błoną tworząc autofagosom, który po 

połączeniu z lizosomem przekazuje mu są zawartość, która następnie zostaje zniszczona 

przez hydrolizę [192], Na rysunku 15 [194] zostały przedstawione podstawowe różnice 

w morfologii komórek będących w stanie A -  apoptozy, B -  nektozy, C -  katastrofy 

mitotycznej oraz D -  autofagii. Na zdjęciu D zobrazowano charakterystyczną 

wakuolizację, będącą wynikiem utworzenia autofagosomów.

Rysunek 15

Morfologia charakterystyczna dla A -  apoptozy linii HeLa, B -  nekrozy linii CT26, C -  
katastrofy mitotycznej linii HCT116, D -  autofagii komórek nerwowych wg [194]

Wszystkie wymienione dotychczas rodzaje śmierci komórkowej są wynikiem 

różnych zaburzeń bądź uszkodzeń, ostatni rodzaj jest jednak przypadkiem szczególnym, 

ponieważ dotyczy naturalnego procesu starzenia. Proces ten jest związany ze 

skracaniem telomerów, czyli końcowych fragmentów chromosomów 1199]. W 

przypadku komórek nowotworowych proces ten ulega zaburzeniu w wyniku działania 

enzymu telomerazy, która powoduje odbudowanie telomerów i umożliwia 

nieskończoną liczbę podziałów komórkowych [200], Należy jednak wspomnieć, że 

proces starzenia może być również wywołany przez czynniki powodujące uszkodzenia i 

wtedy stanowi rodzaj programowanej śmierci komórki, chroniącej organizm przed 

mutacjami [2 0 1 ].



Uniwersalnym przyrządem pozwalającym ocenić rodzaj szlaku śmierci, na jaki 

weszła komórka jest mikroskop elektronowy. Szczegółowa analiza morfologii komórki 

dostarcza cennych informacji o rodzaju programowanej śmierci komórki. Dodatkowo 

istnieje wiele różnych testów wykorzystujących techniki mikroskopii fluorescencyjnej, 

cytometrii przepływowej oraz elektroforezy.

Jedną z popularnych metod detekcji apoptozy jest test z aneksyną V sprzężoną z 

barwnikiem fluorescencyjnym -  izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) [202], [203], 

Komórka nieuszkodzona charakteryzuje się asymetrycznym rozmieszczeniem 

fosfolipidów błonowych np. fosfatydyloseryny (PS) w warstwie zewnętrznej i 

wewnętrznej [204], Na skutek uszkodzeń PS ulega przemieszczeniu do zewnętrznej 

warstwy błony, co pozwala na rozpoznanie i usunięcie nieprawidłowej komórki na 

drodze fagocytozy. PS ma zdolność do wiązania się z aneksyną -  białkiem błonowym 

wykazującym duże powinowactwo do ujemnie naładowanych fosfolipidów, jakim jest 

PS [205], Sprzężenie aneksyny z FITC pozwala na detekcję komórek apoptotycznych 

za pomocą technik fluorescencyjnych [203], Dodatkowo stosuje się kontrbarwienie przy 

pomocy jodku propidyny (JP), który wnika do komórek z uszkodzoną błoną [206]. 

Komórki emitujące czerwoną fluorescencję określa się jako nekrotyczne (Rysunek 16 

B), natomiast te które emitują zieloną barwę pochodzącą od FITC uznaje się za komórki 

w stanie apoptozy (Rysunek 16 A) [207]. Barwienie JP pozwala wykluczyć błąd 

związany z zawyżoną emisją FITC spowodowaną wiązaniem się aneksyny do komórek 

nekrotycznych, których błona uległa rozerwaniu [208].
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Rysunek 16

Komórki linii C6 barwione A -  aneksyną V, B -  jodkiem propidyny [207]



Kolejną metodą detekcji komórek będących w stanie apoptozy jest tzw. metoda 

TUNEL, w której pocięte fragmenty DNA są wykrywane przy użyciu mikroskopii 

fluorescencyjnej lub cytometrii przepływowej. Do oznaczenia wykorzystuje się enzym 

terminalnej transferazy [209], [210]. Metoda ta pozwala na obrazowanie komórek 

apoptotycznych oraz jak wspomniano wcześniej pozwala odróżnić apoptozę od 

katastrofy mitotycznej, w przypadku której nie obserwuje się pęknięć nici DNA [196], 

[200]. Do popularnych metod detekcji apoptozy należą również elektroforeza w żelu 

stosowana w technice Western biot, pozwalająca na rozdzielenie poszczególnych 

fragmentów DNA [211].



3. Badania własne

3.1. Przeprowadzone syntezy

Głównym celem prac syntetycznych niniejszej rozprawy była próba otrzymania 

8-hydroksy-chinaldyno-7-karbaldehydu (3), jako substratu do dalszych syntez 

właściwych tiosemikarbazonów. W tym celu zaplanowano wieloetapową syntezę z 

kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowego (1), poprzez przekształcenie go w 

chlorek kwasowy (2) a następnie redukcję do aldehydu. Nieoczekiwanie okazało się, że 

produkt ostatniego etapu syntezy jest wysoce nietrwały i ulega rozkładowi podczas 

syntezy. Przeprowadzono szereg prób w różnych warunkach w obecności 

tri-tertbutoksyglinowodorku litu jako reduktora. W każdym przypadku otrzymywano 

produkty rozkładu lub ślady aldehydu rozkładające się podczas wyizolowania. 

Planowaną strategię syntezy przedstawiono na schemacie 7.

Schemat 7
Synteza 8-hydroksy-chinaldyno-7-karbaldehydu

Wszystkie otrzymane związki zostały poddane analizie z wykorzystaniem technik 

chromatografii cienkowarstwowej (ang. thin layer chromatography; TLC) oraz 

spektroskopii magnetycznego rezonansu jądrowego (ang. nuclear magnetic resonance; 

NMR). Interpretacja widm 'i ł  NMR została umieszczona w rozdziale 5.2. Dalsze 

modyfikacje podejmowano we współpracy, wykorzystując reakcje McFaydena-



Stevensa z tosylohydrazyną jako reduktorem [212], jednak nie przyniosły one 

oczekiwanych rezultatów [213], Docelowy produkt powstawał tylko w śladowych 

ilościach lub ulegał rozkładowi podczas prób wyizolowania.

W niniejszej pracy badaniom poddawano także szereg tiosemikarbazonów 

zaprojektowany i otrzymany w ramach badań prowadzonych w Zakładzie Chemii 

Organicznej, Instytutu Chemii UŚ, w szczególności w ramach pracy doktorskiej 

wykonywanej przez mgr. inż. Macieja Serdę [214], Poza naszym laboratorium związki 

te jako analogi triapiny poddawane są badaniom szerokiego spektrum działania 

biologicznego w kilku ośrodkach biologiczno-medycznych w tym Uniwersytetu Sydney 

oraz Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Pochodne 4 -  47, 52 oraz 59 -  75 

zostały otrzymane i zaprojektowane w ramach pracy doktorskiej mgr. inż. Macieja 

Serdy, który dostarczył próbki związków z przeznaczeniem do badań prowadzonych w 

ramach niniejszej pracy. Pochodne 48 -  51 oraz 53 -  58 zostały otrzymane i 

zaprojektowane w laboratorium prof. Desa Richardsona z Uniwersytetu w Sydney. 

Pochodne 48 -  50 oraz 53 zostały zsyntezowane przez autorkę pracy.

3.1.1. Synteza kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowego

Pierwszy etap obejmował syntezę kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7- 

karboksylowego (1), z wykorzystaniem reakcji Kolbego-Schmidta polegającej na 

działaniu gazowym CO2 na sól potasową 8 -hydroksy-chinaldyny [215], Otrzymano 

żółty, krystaliczny osad z 2 0  % wydajnością.

3.1.2. Synteza chlorku kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowego

Chlorek kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowego (2) został otrzymany 

na dwa sposoby z wykorzystaniem chlorku tionylu [216], [217] oraz chlorku oksalilu 

[218], Wygenerowany chlorek, w postaci cielistego osadu, ze względu na swą wysoką 

reaktywność został bezpośrednio użyty w następnym etapie bez wyodrębniania.



3.1.3. Próba syntezy 8-hydroksy-chinaldyno-7-karbaldehydu

Próba syntezy 8-hydroksy-chinaldyno-7-karbaldehydu (3) została prowadzona 

przy użyciu tri-tertbutoksyglinowodorku litu [219]. Powstały produkt reakcji poddano 

analizie z wykorzystaniem 2,4-dinitrofenylohydrazyny, która dała wynik negatywny. Ze 

względu na wysoką reaktywność użytego reduktora reakcja była prowadzona w niskiej 

temperaturze (-78 °C). Niestety w tych warunkach reakcja nie zachodziła, a podniesienie 

temperatury prowadziło do dekarboksylacji substratu.

3.1.4. Synteza pochodnych tiosemikarbazonu

Tiosemikarbazony zostały otrzymane w reakcji kondensacji ketonu di-2- 

pirydylowego lub 2-benzoilopirydyny z odpowiednim tiosemikarbazydem [95], [220]. 

Schemat 8  przedstawia opisywane reakcje.

R=C,N R2=NHCH3, N(CH3)2, NHC2H5
N(C2Hs)2, NHPh, NCHjPh

Schemat 8
Synteza tiosemikarbazonów

W rezultacie otrzymano szereg pochodnych z dobrymi wydaj nościami. Struktury 

przedstawiono w tabeli 1 .

Nr pochodnej Struktura Wydajność Wydajność lit. 
[90], [95]

48
(Bp4mT) R = C, R2 = NHCH3 85 % 92%

49
(Bp44mT) R = C, R2 = N(CH3)2 80% 86%

50
(Bp4eT) R = C, R2 = NHC2H5 83 % 91 %

53
(Dp4mT) R = N, R2 = NHCH3 65% 67%

Tabela 1
Wydajności syntezy tiosemikarbazonów



3.2. Pomiary elektronowych widm absorpcji i emisji

W celu poznania własności spektralnych badanych związków przeprowadzono 

pomiary widm absorpcji i emisji. Widma zostały zmierzone dla związków 17, 25 i 46 

różniących się strukturalnie, oraz pochodnych 48 -  51, 54, 56 -  58, 60 będących 

analogami tiosemikarbazonu opartego na strukturze ketonu 2 -benzoilopirydyny i di-2 - 

pirydyny. Związki 17, 25, 46 oraz 60 zostały wybrane ze względu na badania dotyczące 

ich wpływu na zwiększenie efektu terapii PDT (rozdział 3.6.). Pozostałe pochodne 

charakteryzowały się wysoką aktywnością antynowotworową, dlatego poznanie ich 

własności absorpcji i emisji promieniowania może zostać wykorzystane do dalszych 

badań. Pomiary widm absorpcji zostały przeprowadzone dla różnych stężeń związku, 

natomiast widma emisji dla stężenia pozwalającego obserwować największe natężenie 

fluorescencji. Poniżej przedstawiono przykładowe widmo absorpcji dla różnych stężeń 

związku 57 (Wykres 1). Dla reszty związków otrzymano analogiczne widma.

----------- 1-10-4 M

----------0,510-4 M

----------- 0,2510-4 M

.............  0,125-10-4 M

350

długość fali [nm]

Wykres 1

Widmo absorpcji pochodnej 57



W celu ilościowego określenia wartości absorpcji wyznaczono molowe współczynniki 

absorpcji £  korzystając ze wzoru:

£  = — -  [M - 1 -cm _1],

gdzie:

A -  absorbancja [j.u.], 

c -  stężenie [M],

1 -  grubość warstwy roztworu [cm] [2 2 1 ],

W tabelach 2 i 3 zostały zebrane wartości £  wyznaczone dla stężenia równego 10' 4 M 

oraz wartości długości fali, dla których występowało maksimum absorpcji i emisji.

Nr

związku Struktura
£

[ M W 1]

Absorpcja

k

[nm]

Emisja

^ m a x

[nm]

17

(MS 168)
OH

s

N N N > 

- 0

1,25 • 10 

(300nm) 

1 ,0 2  • 10 3 

(348nm)

300,

348
455

25

(MS46)

s

1,90 • 103 

(312nm) 

1,34 • 103 

(358nm)

312,

358
456

46

(MS 193) c
OH

'  S

0 ^

1,40 • 10 

(284nm) 

1,13 ■ 103 

(336nm)

284,

336
-

Tabela 2

Własności spektralne pochodnych 17, 25 i 46



POCHODNE 2-BENZOILOPIRYDYNY ORAZ KETONU DI-2-PIRYDYNY

R2

\ A / ' v kH

O

Nr

związku R1,R2
£

[ M W 1]

Absorpcja

[nm]

Emisja

^max

[nm]

48

(Bp4mT) R1 = C, R2 =NHCH3 1,83 • 103 346 438

49

(Bp44mT) R1 = C, R2  = N(CH3)2 1,15 • 1 0 3 338 396

50

(Bp4eT) R1 = C, R2 = NHC2H5 1,90 • 103 346 390

51

(Bp44eT) R1 = C, R2 = N(C2H5)2 1,39 • 103 338 380

54

(Dp44mT) R1 = N, R2 = N(CH3)2

1,42 • 10 

(278nm) 

1,49- 103 

(344nm)

278,

344
390

56

(Dp44eT) R1 = N, R2 = N(C2H5)2 1,51 ■ 103 344 394

57

(Dp4pT) R1 = N, R2 = NHPh 2,44 • 103 354 420

58

(Dp4mT4pT) R1 = N, R2 = NCH3Ph 1,69 • 103 346 410

60

(MS 154)

R1 = N,
R2 =

“ Y _ A “ Q

coO00 344 -

Tabela 3

Własności spektralne pochodnych 48 - 51, 54, 56 - 58, 60



Dane zebrane w tabelach 2 i 3 dowodzą, iż otrzymane widma absorpcyjne 

prawdopodobnie wskazują na występowanie przejść elektronowych typu n —* n* oraz n 

—> 7t* [222], [223], Molowe współczynniki absorpcji wahały się w granicach od 

1,02 • 103 do 2,44 • 103. Pochodna 8 -hydroksy-chinazoliny (17) oraz 7-hydroksy- 

chinazoliny (25) posiadały bardzo podobne widmo absorpcyjne z dwoma pikami z 

zakresu 300 -  358 nm. Widmo fluorescencji, przesunięte w kierunku dłuższych fal, było 

niemal identyczne dla tych dwóch pochodnych. Na wykresie 2 zostało przedstawione 

przykładowe widmo absorpcji i emisji zmierzone dla pochodnej 25. Intensywność pasm 

emisji została odpowiednio zmniejszona w celu zobrazowania kształtu oraz położenia 

poszczególnych pasm. Charakterystyczne przesunięcie Stokesa obrazuje pasmo emisji 

występujące przy 456 nm z różną intensywnością w zależności od długości fali 

wzbudzenia.

270 320 370 420 470 520 570

długość fali [nm]

Wykres 2

Absorpcja i emisja pochodnej 25

Długości fali przy których występowało maksimum absorpcji dla pozostałych 

pochodnych wahały się w zakresie 278 -  354 nm. Niektóre pochodne posiadały jedno 

pasmo absorpcji (pochodne 48 -  51, 56 -  60), natomiast pozostałe dwie pochodne, tak 

jak w przypadku analogów 7 i 8 -hydroksychinoliny dwa pasma (pochodne 46 i 54). 

Większość związków po wzbudzeniu odpowiednią długością fali generowały widma 

fluorescencji przy stężeniu 10' 4 M. Natomiast związki 46 oraz 60 nie posiadały widma



emisji pomimo wielokrotnego rozcieńczania roztworów, których końcowe stężenie
o

wynosiło 10' M.

Jako że rozdział ten jest poświęcony własnościom spektralnym związków 

badanych w ramach przygotowania niniejszej pracy, na wykresie 3 prezentowane jest 

widmo absorpcji PpIX. Pasmo Soreta występuje przy 407 nm, natomiast pozostałe 

cztery pasma Q są położone w zakresie 500 -  650 nm. Głównymi przejściami w 

widmach absorpcyjnych porfiryn są przejścia elektronowe tc —► n* [224], [225]. 

Charakterystyczne piki emisji PpIX, występujące przy 638 nm oraz mniejszy przy 702 

nm (A-wzb = 407 nm), zostały przedstawione na wykresie 4 ilustrującym nałożenie widm 

absorpcji i emisji. Tak jak w przypadku wykresu 2 intensywność pasm emisji została 

odpowiednio zmniejszona.

Wykres 3

Widmo absorpcji PpIX

----- absorpcja

-----  emisja

Wykres 4

Absorpcja i emisja PpIX

długość fali [nm]



3.3. Testy cytotoksyczności

3.3.1. Test MTS

Test MTS jest kolorymetryczną metodą detekcji żywych, proliferujących 

komórek. Barwną substancją jest żółty 3-(4,5-dimetylotioazol-2-yl)-5-(3- 

karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-2H-tetrazol inaczej zwany solą błękitu 

tetrazolowego, która jest przekształcana przez żywe komórki w czerwono-purpurowy 

formazan. Przemiana ta zachodzi w metabolicznie czynnych komórkach przy udziale 

enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej. Ilość wytworzonego formazanu jest 

proporcjonalna do ilości żywych komórek. Odczyty absorbancji przy długości fali 

charakterystycznej dla formazanu pozwalają na określenie stopnia przeżywalności 

komórek -  a w konsekwencji na wyliczenie wartości IC50 -  stężenia powodującego 

50 % zahamowanie wzrostu populacji komórek. W tabelach 4 - 1 3  zostały 

przedstawione struktury wszystkich badanych pochodnych wraz z otrzymanymi 

wartościami IC50 dla trzech linii komórkowych: HCT116 +/+, HCT116 -/- oraz NHDF.
o >

Wartości IC50 rzędu 10‘ |jM zostały wyróżnione czcionką pogrubioną.

Wyniki dotyczące analogów chinoliny zostały przedstawione w tabeli 4. 

Spośród związków tej serii najbardziej aktywna okazała się pochodna 5. Związek ten 

wykazywał swoistą specyficzność, gdyż wartość IC50 wynosiła około 10' 2 |iM dla linii 

HCT116 +/+, podczas gdy w przypadku linii HCT116 -/- osiągnięcie tego samego 

efektu było możliwe dopiero przy zastosowaniu ponad 1 0  razy większego stężenia. 

Porównując do linii komórek prawidłowych, dla których IC50 wynosiło około 10 jiM, 

można stwierdzić, że badana pochodna oznacza się również wysoką selektywnością. 

Analog pochodnej 5 zawierający w swej strukturze atom wodoru zamiast grupy 

metylowej na terminalnym atomie azotu (pochodna 4) wykazywał brak aktywności w 

przypadku obu linii HCT116. Również pochodna 6 , z atomem wodoru i grupą etylową, 

wykazywała dość słabą aktywność. Można więc wnioskować, że obecność dwóch grup 

metylowych połączonych z terminalnym atomem azotu ma istotny wpływ na aktywność 

pochodnych z tej serii. Wysoką selektywnością w stosunku do komórek prawidłowych 

oraz aktywnością w przypadku linii nowotworowych odznaczały się również pochodne 

9 i 13.



Nr
związku R HCT116+/+ 

IC50 [|iM]
HCT116 -/- 

IC50 [pM]
NHDF 

IC50 [MM]

4.
MS 20

NH >25 >25

5.
MS2

'N ' 10,69 ■ 10 3 
+  1,12 ■ 10 3

0,13
±0,06

10,58
±4,07

6.
MS33

'NH 17,6
±2,98

15,87
± 2,00

7.
MS 164

/  \  
N O

W
1,49

± 0,02
1,56 

± 1,12
3,27

± 0,88

8.
MS45

HN- /  \ 22,34
±5,18

21,39
±5,69

9.
MS 139

-3
N—

/

/  \  _ y
------N N-------- '

\ ___ /

■ O ^ C  /

■*0 ^ 7

/ " A  _ / N = \  

W " X J

26,16 • 10 
± 0,97 ■ 10 3

35,09 ■ 10 3 
+ 2,61 ■ 10-3

14,49
±2,25

10.
MS 163

1,44
±0,69

3,55 
± 1,23

9,62 
± 1,80

11.
MS 165

42,24 ■ 10 
± 3,15 ■ 10

-3
-3

85,10 ■ 10 
±36,80 ■ 10

,-3
-3

32,53 • 10 
+ 7,16 • 10-3

12.
MS 180

0,39
±0,15

0,27
±0,16

-331,46 • 10 
± 8,17 • 10 3

13.
MS 179

87,70 ■ 10’3 
±43,86 ■ 10’3

0,48
±0,15

9,44
±3,84

Tabela 4

Struktury i aktywności analogów chinoliny (pochodne 4-13)



Pochodna 9 posiadająca grupę metylową oraz pierścień cykloheksanu przyłączone do 

terminalnego atomu azotu, jest wyraźnie bardziej aktywna od pochodnej 8 z atomem 

wodoru oraz aromatycznym pierścieniem benzenu. Brak zdelokalizowanego wiązania n 

oraz obecność grupy metylowej ma istotny wpływ zarówno na selektywność jak i 

aktywność tych analogów. W przypadku pochodnej 13 istotna jest obecność dwóch 

atomów azotu w aromatycznym pierścieniu. Pojedynczy atom azotu, bądź jego brak 

powodował utratę selektywności, pomimo iż wszystkie analogii wykazywały aktywność 

na liniach komórek nowotworowych. Pochodne 7 i 10 przejawiały podobny poziom 

aktywności, sięgający kilku |_iM w przypadku komórek HCT116 oraz nieco więcej w 

przypadku NHDF. Wartości IC5o dla pochodnej 11 wynosiły od około 0,03 -  0,08 |iM 

dla wszystkich linii, podczas gdy pochodna 12 wykazywała podobny, choć nieco 

mniejszy, poziom aktywności. Powyższa analiza została przedstawiona na wykresie 5 

przedstawiającym zależność aktywności (wartości IC50) na poszczególnych liniach od 

rodzaju analogu chinoliny. Dodatnie wartości słupków na wykresie oznaczają wartości 

IC50 powyżej 1, ujemne poniżej 1 , które obrazują związki o wysokiej aktywności.

Wykres 5
Aktywność analogów chinoliny w stosunku do komórek linii



prezentow ane w  tabeli 5.

S t r u k t u r a  w io d ą c a  -  p o c h o d n e  8 -h y d r o k s y -c h in o l in y

N \

OH

a A/  N 
H

Nr
związku R HCT116+/+ 

IC50 [|iM]
HCT116 - / -  

IC50 [MM]
NHDF 

IC50 [|iM]

14.
MS19

'N H 1,33 
+ 0,35

2,21 
+ 0,90 >25

15.
MSI

''h 2,98 • 10‘3 
+ 0,18 • 10 3

2,69 • 10 3 
+ 0,56 • 10 3

11,07 
+ 4,31

16.
MS29

JH 1,57 
+ 0,87

1,06 
+ 0,26 >25

17.
MS 168

/  -- N

\

\
O

3,84 • 10‘3 
± 1,46 • 10 3

16,77 • 10‘3 
+ 5,58 • 10 3

10,64 
+ 3,48

18.
MS44

24,97 
+ 4,29

20,87 
+ 3,22 -

19.
MS 142

y o

3,11 
+ 1,92

4,35 
+ 1,35

5,36 
+ 1,99

20.
MS 166

/
..........N

Y_
W
/

9,25 
+ 1,42

8,83 
+ 0,63

15,79 
+ 4,63

21.
MS 167

.......V _ / “ 0
4,18 

+ 1,46
4,67 

+ 2,04
8 ,88  

+ 1,07

22.
MS181

/  \  
..........N N

w
N= \

- i )  ^------- N

50,45 • 10 3 
+28,14 • 10 3

5,01 
+ 2,55

12,14 
+ 3,58

Tabela 5
Struktury i aktywności analogów 8-hydroksy-chinoliny (pochodne 5-22)



Spośród pochodnych 8-hydroksy-chinoliny najbardziej aktywny okazał się związek 15. 

Wartości IC50 w przypadku obu linii komórek nowotworowych wynoszą około 3 • 10'3 

pM. Jednocześnie pochodna ta nie wykazuje aktywności w stosunku do linii 

prawidłowych fibroblastów. Wartość IC50 dla linii NHDF wynosi około 11 (jM czyli 

jest około 3,5 tysiąca razy większa od wartości dla linii nowotworu jelita (Wykres 6). 

Wartości IC50 dla pochodnych 14 i 16 utrzymywały się na poziomie kilku mikromoli w 

przypadku linii nowotworowych, natomiast dla linii NHDF wartość ta przekraczała 25 

pM. Porównując aktywności pochodnych 14 -  16, jak również 4 - 6 ,  nasuwa się 

wniosek, iż obecność dwóch grup metylowych na terminalnym atomie azotu na istotny 

wpływ na aktywność związku. Kolejnym ciekawym analogiem jest pochodna 17 o 

podobnych, nieznacznie wyższych, wartościach IC50 w przypadku linii bez zmian oraz 

ze zmianami nowotworowymi. W wyniku porównania związków 7 i 17 z 

podstawnikiem morfoliny nasuwa się wniosek, iż modyfikacja w postaci przyłączenia 

grupy hydroksylowej w pozycji 8 pierścienia chinoliny skutkowała przeszło 300 -  

krotnym wzrostem aktywności w przypadku linii HCT116 +/+ oraz 60 -  krotnym dla 

linii HCT116 Poziom aktywności na linii NHDF zmienił się z wartości 3 pM na 10 

pM, co w świetle dużej toksyczności w stosunku do linii nowotworowych znacznie 

polepszyło selektywność pochodnej 17. Związki 15 i 17 posiadają cechy które 

predestynują je do dalszych badań. Interesującym związkiem z tej serii jest również

100

0,01

0,001

18 19 20 21 | 2 2

nr pochodnej

■  HCT116+/+

■  HCT116 -/-

■  NHDF

Wykres 6
Aktywność analogów 8-hydroksy-chinoliny w stosunku do komórek linii 

HCT116 +/+, HCT116 -/- oraz NHDF



pochodna 22, której wartość IC50 wynosi około 0,05 pM dla linii HCT116 +/+, 5 pM 

dla linii HCT116 -/- oraz około 12 pM dla linii NHDF. Stukrotna różnica w aktywności 

względem dwóch linii nowotworowych może wskazywać, że mechanizm działania 

związku 22 jest związany z aktywnością białka p53. Analogiczne zależności 

obserwowane były w przypadku pochodnej 13. Specyficzne oddziaływanie ze 

szczególnym rodzajem nowotworu, z jednoczesnym zachowaniem znikomej 

toksyczności w stosunku do zdrowych komórek jest bardzo korzystną cechą, pożądaną 

w dalszych badaniach. Pozostałe pochodne 19 -  21 wykazywały średni poziom 

aktywności, który był porównywalny dla wszystkich linii. Porównując wyniki 

aktywności dla pochodnych 9 i 19 oraz 11 i 21 stwierdza się, iż w tym przypadku 

obecność grupy hydroksylowej znacznie pogarsza aktywność związków 19 i 21. 

Pochodna 18, podobnie jak 8, została uznana za nieaktywną dlatego, tak jak w 

przypadku innych nieaktywnych związków, nie została poddana testom na 

porównawczych liniach komórek bez zmian nowotworowych.

W wyniku kondensacji 7-hydroksy-8-karbaldehydu chinoliny z odpowiednim 

tiosemikarbazydem powstała kolejna seria pochodnych, której wyniki aktywności 

zostały przedstawione w tabeli 6 .

S t r u k t u r a  w io d ą c a  - p o c h o d n e  7 -h y d r o k s y -c h in o l in y

HO
HR N

11 N

s

Nr
związku R HCTl 16 +/+ 

IC50 [pM]
HCTl 16 -/-  
IC50 [pM]

NHDF 
IC50 [HM]

23.
MS 162 ' ' nh2 21,18 ± 5,18 >25 -

24.
MS48

/
IZ

\ 15,17 + 2,39 7,78 ± 1,92 >25

25.
MS46 20,75 ± 5,34 >25 >25



Nr
związku R HCT116+/+ 

IC50 [jiM]
HCT116 -/- 
IC50 [jiM]

NHDF 
IC50 [pM]

26.
MS47

NH

>25 >25 >25

27.
MS161

/  \  
N O

\ __ /
20,09 ± 0,28 19,84 ±4,87 >25

28.
MS49

H N - /  \ 16,28+1,69 18,62 + 2,79 14,94 ± 1,61

29.
MS 138

/
18,99 + 0,54 18,89 + 3,65 9,18 + 3,68

30.
MS 176

/  \  
N N

\ __ /
12,46 + 2,08 12,54 ± 1,69 8,48+1,66

31.
MS 159

/  \  /
IM N-------- '

\ ___ /
20,20 + 0,26 20,33 + 0,86 12,14 + 4,17

32.
MS 160

/  \  
N N

\ ___/ \ / 7,45 + 0,66 8,88 + 2,53 10,08 ± 1,23

33.
MS 177

/  \  
N N

\ ___/ \ / 9,15 ± 1,19 6,84 + 5,48 10,12 + 2,71

34.
MS 178

/  \  
N N 

\ _______/ \  /
10,09 + 0,70 9,44+1,35 9,56 ± 1,44

Tabela 6
Struktury i aktywności analogów 7-hydroksy-chinoliny (pochodne 23-34)

W tej serii układ chinoliny zawierał grupę hydroksylową w pozycji 7, natomiast grupa 

tiosemikarbazydu została podstawiona w pozycji 8. Ta modyfikacja negatywnie 

wpłynęła na aktywność osiąganą przez badane związki. Wszystkie pochodne 

przedstawione w tabeli 4 można uznać za nieaktywne, bądź słabo aktywne zarówno 

względem komórek nowotworowych jak i prawidłowych (Wykres 7). IC50 najbardziej 

aktywnej pochodnej 33 wynosiło niecałe 7 |iM (dla linii HCT116 -/-). Podstawienie



grupy tiosemikarbazydu w pozycję 8 pierścienia chinoliny najprawdopodobniej 

pogarszało zdolność chelatowania jonów metali. W przypadku analogów tej serii 

odległość pomiędzy dwoma sąsiednimi atomami azotu tiosemikarbazydu, a atomem 

azotu pierścienia chinoliny wynosi 3 atomy węgla. W  przypadku podstawienia grupy 

tiosemikarbazydu w pozycję 2 pierścienia chinoliny odległość ta wynosi 2 atomy węgla,

i to właśnie takie rozmieszczenie strukturalne okazało się najkorzystniejsze dla 

tworzenia kompleksów z jonami metali.

Wykres 7
Aktywność analogów 7-hydroksy-chinoliny w stosunku do komórek linii 

HCT116 +/+, HCT116 -/- oraz NHDF

Wysokie aktywności uzyskane dla analogów chinoliny oraz jej modyfikacji w 

postaci podstawienia grupy hydroksylowej w pozycji 8 zainspirowały syntezę kolejnej 

grupy związków opartych na strukturze chinoksaliny. Analogii mające w pierścieniu 

dodatkowy atom azotu wraz z wartościami IC50 dla trzech linii komórkowych, zostały 

przedstawione w tabeli 7.



N R
H

Nr
związku R HCTl 16+/+ 

IC50 [pM]
HCTl 16 -/- 
IC50 [pM]

NHDF 
IC50 [pM]

35.
MS 185

/  \  
N O

W
2,03 + 1,24 5,84 + 1,65 11,62 + 1,76

36.
MS 187

/ \  
N N

\ / 3,92 + 0,74 2,24+1,47 9,61+0,90

37.
MS 188

/  \  
N N

\ / 9,40 + 0,79 9,41 + 1,04 7,13 + 0,82

38.
MS 189

/  \  
N N

\ ___/ \ / 5,73 + 0,75 8,49 + 3,05 15,81+5,08

39.
MS 190

40.
MS 186

/

y

1,24 + 0,45

6,15 + 1,28

1,02 + 0,54

8,72+1,64

0,50 + 0,21

2,73 ± 1,77

Tabela 7
Struktury i aktywności analogów chinoksaliny (pochodne 35-40)

Wyniki aktywności uzyskane dla tej grupy pochodnych są niezwykle interesujące. 

Obecność drugiego atomu azotu w pierścieniu ma bowiem decydujący wpływ na 

aktywność tych pochodnych. Wyniki dla pochodnych chinoliny 11 -  13 wskazują ich 

wysoką aktywność. Uległa ona drastycznemu pogorszeniu w przypadku pochodnych 36 

-  38. Modyfikacja pierścienia chinoliny polegająca na dodaniu heteroatomu wpłynęła 

na utratę toksyczności na wszystkich badanych liniach komórkowych. Sytuacja była 

podobna w przypadku porównania pochodnych 9 i 39. Pochodna 9 wykazywała wysoką 

aktywność w stosunku do linii nowotworu jelita z jednoczesnym zachowaniem 

selektywności w stosunku do fibroblastów. Wartość IC50 dla pochodnej 39 z atomem 

azotu w pozycji para w stosunku do heteroatomu chinoliny wynosiła około 1 pM, więc



zaobserwowano około 30 -  krotny spadek aktywności w porównaniu do aktywności 

pochodnej 9. Selektywność uległa drastycznemu pogorszeniu, pochodna 39 

wykazywała słabą toksyczność w stosunku do komórek prawidłowych. Prawdopodobną 

przyczyną utraty aktywności dla serii pochodnych chinoksaliny może być wpływ 

wolnej pary elektronowej dodatkowego atomu azotu, utrudniającej tworzenie 

kompleksu z jonem metalu. Wyniki powyższej analizy zostały przedstawione na 

wykresie 8.

100

V

■ HCT116+/+

■ HCT116-/-

NHDF

35 36 37 38 39 40

0,1

nr pochodnej

Wykres 8
Aktywność analogów chinoksaliny w stosunku do komórek linii



Jako jedyna z pojedynczym pierścieniem spośród wszystkich zbadanych serii 

wyróżniała się grupa pochodnych fenolu. Wyniki dla związków tego rodzaju są 

prezentowane w tabeli 8.

S t r u k t u r a  w io d ą c a  - p o c h o d n e  f e n o l u

Nr
związku

R HCT116+/+ 
IC50 biM]

HCT116 -/- 
IC50 [|JM]

NHDF 
IC50 [jiM]

41.
MS 192

/  \  N O 15,39 ±1,66 16,44 ±3,11 >25

42.
MS191

6,94 ± 2,30 8,86 + 1,46 13,52 + 4,76

43.
MS 194 O 9,66 + 2,50 10,59 ± 1,19 18,41 + 1,91

44.
MS 195

45.
MS141

46.
MS 193

47.
MS 196

/  \

w N" \ _ /

/

10,88 + 0,65

>25

10,69+1,03

>25

rM
V
r

N

V

A
N

y
\

N

J

>25

>25

>25

>25

>25

>25

>25

Tabela 8
Struktury i aktywności analogów fenolu (pochodne 41-47)



Wszystkie pochodne z tej serii wykazywały słabą aktywność na wszystkich badanych 

liniach komórkowych. Wyniki dowodzą, że obecność dwóch pierścieni, bądź co 

bardziej prawdopodobne, obecność heteroatomu może mieć istotny wpływ na 

aktywność pochodnych tiosemikarbazonu. Wartość IC50 najbardziej aktywnej 

pochodnej 42 wynosiła prawie 7 |iM na linii HCT116 +/+. W większości przypadków 

aktywności analogów z tej grupy przedstawione w postaci IC50 wynosiły kilkanaście 

jiM (pochodne 41, 43 i 44) na liniach komórek nowotworowych. Dla pozostałych 

związków przekraczały 25 |iM. Wyniki zostały przedstawione na wykresie 9.

100

10 II II
1  f -1
mmi

41 42 43 44 45 46 47

■ HCT116+/+

■ HCT116-/-

■ NHDF

0,1

nr pochodnej

Wykres 9

Aktywność analogów fenolu w stosunku do komórek linii

Wcześniej prezentowane wyniki aktywności odnosiły się do związków 

zaprojektowanych, syntezowanych i opatentowanych w grupie prof. Jarosława 

Polańskiego. Kolejna seria analogów 2-benzoilopirydyny została opisana wcześniej w 

zespole prof. Desa Richardsona z Uniwersytetu w Sidney. Związki te posiadają wysoką 

aktywność biologiczną (Tabela 9) oraz selektywność [90], [121], [122], [226].



S t r u k t u r a  w io d ą c a  - p o c h o d n e  2 -b e n z o il o p ir y d y n y

r ^ i
R

H

O
Nr

związku R HCTl 16 +/+ 
IC50 [|JM]

HCTl 16 -/-  
IC50 [|iM]

48.
Bp4mT

\
Z

I
/////

13,10 103± 2,72 10’3 16,62 • 10’3 + 4,35 • 10'3

49.
Bp44mT

' ' N 1,41 • 10 3 ± 0,32 ■ 10‘3 2,75 ■ 10'3 ± 0,77 ■ 10'3

50.
Bp4eT

>IH
6,14 • 10 3 + 1,25 • 10 3 54,34 ■ 10 3 ± 24,82 • 10 3

51.
Bp44eT

/
.........N

\ _
3,21 • 10’3 ± 0,37 • 10 3 9,91 • 10 3 ± 0,71 ■ 10 3

Tabela 9

Struktury i aktywności analogów 2-benzoilopirydyny (pochodne 48-51)

Otrzymane wartości IC50 potwierdziły wcześniejsze badania prowadzone przez zespół 

prof. Richardsona. Aktywność pochodnych z tej serii waha się od 1,41 • 10'3 do 

16,62 ■ 10~3 (iM. Pochodna 50 wykazywała dość słabą aktywność (w porównaniu do 

reszty analogów) na linii HCTl 16 -/-. Dla związków tych nie zostały określone 

toksyczności względem linii zdrowych komórek, ponieważ dane pochodzą z publikacji 

[90]. Seria pochodnych 2-benzoilopirydyny jest jednym z najbardziej aktywnych 

szeregów badanych w niniejszej pracy. Swoista specyficzność w stosunku do zdrowych 

komórek, jak i wysoka aktywność stwierdzona na trzech liniach komórek 

nowotworowych czyni te związki niezwykle interesującym obiektem do dalszych 

badań.



Modyfikacja związana ze zmianą położenia heteroatomu w pierścieniu 

benzoiłopirydyny miała na celu sprawdzenie wpływu pozycji atomu azotu na 

aktywność pochodnych tej serii. Struktura pochodnej 4-benzoilopirydyny wraz 

z aktywnością na liniach komórkowych HCT116 +/+ oraz -/- zostały przedstawione w 

tabeli 1 0 .

4 -b e n z o il o p ir y d y n o -t io s e m ik a r b a z o n

Nr
związku Struktura HCT116 +/+ 

IC50 [pM]
HCT116 -/- 

IC50 [pM]

5 2 .
MSI 13

r ^ x ,  ^ nh

H >25 >25

Tabela 10

Struktura i aktywność pochodnej 4-benzoilopirydyny (pochodna 52)

Pochodna 4-benzoilopirydyny okazała się nieaktywna na badanych liniach komórek 

nowotworowych. Wartość IC50 w przypadku obu linii wynosiła ponad 25 |iM. 

Prawdopodobną przyczyną jest brak możliwości chelatowania jonów żelaza. Związanie 

jest to z uczestnictwem atomu azotu z pierścienia w tworzeniu wiązania 

koordynacyjnego ligandu z jonem metalu. Na schemacie 9 zostały przedstawione 

schematyczne wiązania koordynacyjne pomiędzy 

jonem metalu, a atomem siarki i azotu łańcucha 

tiosemikarbazonu. W tworzeniu kompleksu 

uczestniczyć może również atom heterocyklicznego 

azotu. Jednak w przypadku pozycji 4 (N4) wiązanie 

nie może zostać utworzone ze względów 

sterycznych. Struktury krystalograficzne

kompleksów tiosemikarbazonu opisane dla takich 

metali jak żelazo, mangan, nikiel czy miedź wydają 

się potwierdzać powyższą hipotezę [83], [96],

Schemat 9
Wiązania koordynacyjne 

pomiędzy jonem Fe a S, N, N2



[103], [227], [228]. Otrzymane wyniki były przyczyną zaniechania dalszych badań 

dotyczących tej serii. Należy jednak podkreślić, że uzyskane wyniki stanowią dobre 

uzasadnienie dla proponowanego mechanizmu działania badanych związków, który 

opiera się na tworzeniu kompleksów żelaza. Związki posiadające cechy strukturalne 

utrudniające powstanie takich kompleksów okazują się nieaktywne.

Kolejna seria dotyczy analogów ketonu di-2-pirydylowego (Tabela 11). 

Pochodne 53 -  58 są kontynuacją badań grupy prof. Richardsona nad analogami 2- 

benzoilopirydyny. Związki te zostały szeroko opisane w pracach [95], [117], [120], 

[229], [230]. Pozostałe pochodne 59 -  64 to wynik prac syntetycznych prowadzonych 

przez mgr. Macieja Serdę.

Struktura wiodąca -  pochodne ketonu di-2-pirydylowego

H

0

Nr
związku R HCT116 +/+ 

IC50 [ \ i M ]

HCT116 -/- 
IC50 [pM]

NHDF 
IC50 [|j M]

53.
Dp4mT 'NH

0,27
±0,04

2,37
±0,97 -

54.
Dp44mT

"'"N 1,42 • 10'3 
± 0,13 • 10 3

5,27 • 10 3 
± 1,59 ■ 10‘3

15,38
±5,06

55.
Dp4eT

''NH 51,76 • 10 3 
+ 7,30 • 10 3

0,30
±0,07 -

56.
Dp44eT

r ~-----N

v _

2,27 • 10 3 
± 0,22 • 10 3

12,97 • 10 3 
± 3,22 • 10'3 -

57.
Dp4pT

H N ---------
30,13 ■ 10'3 
± 4,99 • 10'3

64,53 • 10 3 
±25,92 • 10 3 -



Nr
związku R HCTl 16+/+ 

IC50 [pM]
HCTl 16 -/- 
IC50 [pM]

NHDF 
IC50 [pM]

58.
Dp4m4p

T H  > 11,26 ■ 10 3 
± 2,55 • 10 3

8,13 • 10 3 
+ 0,64 • 10'3

59.
MS 155

/  \  .......N 0
W

13,80 • 10 3 
+ 5,37 ■ 10’3

14,09 • 10 3 
+ 5,78 ■ 10 3

60.
MS 154 ...w ~ 0

0,81 ■ 10 3 
± 0,13 • 10 3

0,76 ■ 10 3 
+ 0,07 • 10 3

1,73 • 10 3 
+ 0,71 • 10’3

61.
MS 199 ...< K " >

2,06 • 10 3 
+ 0,88 • 10 3

9,16 ■ 10 3 
+ 1,41 • 10 3

0,16 
+ 0,04

62.
MS200

/  \  /N=\ 
...W ~ V Y

37,81 • 10‘3 ± 3,05 • 10 3
31,28 • 10 3 
+ 3,22 • 10'3

13,85 • 10 3 
+ 0,03 • 10 3

63.
MS104

A A ^ ~ *...N N--'
\ - J

3,91 + 0,63
4,43 + 0,36 -

64.
MS 153

a a  _ /...N N--'
\_/

19,84 • 10 3 
± 1,77 • 10 3

39,95 • 10 3 
± 3,44 • 10 3 -

Tabela 11
Struktury i aktywności analogów ketonu di-2-pirydylowego (pochodne 53-64)

Otrzymane wyniki aktywności dla pochodnych tej serii dowodzą, iż związki 

zawierające w swej strukturze układ podwójnego pierścienia ketonu di-2 -pirydylowego 

odznaczają się wysoką aktywnością biologiczną. Wszystkie związki przedstawione w 

tabeli 11 posiadały wartość IC50 poniżej 4 pM, przy czym zdecydowana większość 

wykazywała poziom aktywności rzędu nanomoli (Wykres 10). Aktywność pochodnych 

z serii Dp (53 -  58) na liniach komórek nowotworowych była bardzo wysoka -  wartość 

IC50 dla najbardziej aktywnego analogu (54) wynosiła około 1 • 1 0 '3 pM dla linii 

HCTl 16 +/+. Związek ten posiadał w swej strukturze dwie grupy metylowe na 

terminalnym atomie azotu, co potwierdza wcześniejsze wyniki wysokiej aktywności 

oraz selektywności dla związków tego rodzaju (pochodne 5, 15, 49). Zastąpienie jednej 

grupy metylowej atomem wodoru (pochodna 53) spowodowało około 200 -  krotny



spadek aktywności (wzrost IC50) dla linii HCT116 +/+ oraz 450 - krotny dla linii 

HCT116 Podobna sytuacja występowała dla pochodnych 4 oraz 14. Porównanie 

pochodnych 55 i 56 nasuwa wniosek, iż obecność dwóch grup etylowych jest bardziej 

korzystne z punktu widzenia aktywności biologicznej. Selektywność związków 53 -  58 

została opisana w pracach [118], [130], Pochodna 54 jako jedyna została wybrana do 

testów na linii NHDF, a otrzymane wyniki potwierdziły wyniki zawarte w cytowanych 

pracach.

oin
U

l HCT116+/+

I HCT116-/- 

1 NHDF

nr pochodnej

Wykres 10
Aktywność analogów ketonu di-2-pirydylowego w stosunku do komórek linii

Związki z serii MS (pochodne 59 -  64), oprócz analogu 63 posiadały niskie wartości 

IC50 rzędu nanomoli (wysokie aktywności). Pochodna 60 jest najbardziej aktywnym 

związkiem ze wszystkich 72 zbadanych. Wartość IC50 w przypadku obu linii
o

nowotworowych wynosi około 0,8 • 10" pM. Jednak tak jak w przypadku pozostałych 

pochodnych nie wykazuje selektywności w stosunku do komórek prawidłowych. 

Porównując pochodne 60 -  62 można stwierdzić, iż wraz ze wzrostem ilości atomów 

azotu w aromatycznym pierścieniu podstawnika maleje aktywność. Co ciekawe, jedynie 

pochodna 61 odznaczała się niską toksycznością w stosunku do linii NHFD, która w 

przypadku związków 60 i 62 była znacznie wyższa. Porównanie pochodnych 63 i 64 

nasuwa wniosek, iż wpływ grupy hydroksylowej podstawnika wpływa negatywnie na 

aktywność tych związków.



Na wykresie 11 przedstawiono zależność frakcji komórek przeżywających (linii 

HCT116 +/+, HCT116 -/- oraz NHDF) od stężenia dla najbardziej aktywnej pochodnej

120

100

80

60

40

20

111 JF .1
11" imwHi111 rrppi

I HCT116+/+ 

I HCT116-/- 

NHDF

0,0001 0,0005 0,001 0,005 0,01 

stężenie [uM ]

0,1 10

Wykres 11
Przeżywalność komórek linii HCT116 +/+, HCT116 -/- oraz NHDF po 96 godzinnej

inkubacji z pochodną 60

Wszystkie wartości IC50 zostały obliczone w programie GraphPad Prism w oparciu o 

dopasowanie do funkcji dawka -  efekt dla związków działających hamująco na 

proliferację. Przekład takiej krzywej został przedstawiony na wykresie 12.

Krzywa dawka -  efekt dla linii HCT116 +/+ po 96 godzinnej 
inkubacji ze związkiem 60



Aktywności związków opartych na strukturze (3,3-dimetylobut-l-yno)-benzenu 

na dwóch liniach komórek nowotworowych przedstawiono w Tabeli 12.

S tr uk tu ra  w io d ą c a  - po chodne  (3 ,3-dim ety lo bu t -1 -y n o )-be n z e n u

R

H

Nr
związku R HCTl 16 + /+  

IC50 [pM]
HCTl 16 -/- 

IC50 [mM]

65.
SM22 ' ' n h 2 - >25

6 6 .
MSI 12 '  '  'N '  "" 

H
>25 >25

67.
SM25

' 'N H

- >25

6 8 .
SM24 - >25

Tabela 12

Struktury i aktywności analogów (3 ,3-d im etylobut-l-yno)-benzenu  (pochodne 65-68)

Wszystkie pochodne (3,3-dimetylobut-l-yno)-benzenu nie wykazywały aktywności 

względem komórek nowotworowych. Niska aktywność na linii HCTl 16 -/- była 

powodem, iż zaniechano dalszą analizę na komórkach bez nokautu genu kodującego 

białko p53. Obecność potrójnego wiązania w strukturze tiosemikarbazonu 

prawdopodobnie usztywnia cząsteczkę, która traci tym samym możliwość chelatowania 

żelaza. Także brak heteroatomu w pierścieniu prawdopodobnie ma istotny wkład w 

brak aktywności przeciwnowotworowej.



Ostatnia seria pochodnych dotyczy kompleksów z jonami rutenu oraz cynku 

(Tabela 13).

K o m p l e k s y  z  r u t e n e m  i  c y n k i e m

Nr związku Struktura ligandu HCT116 -/- 
IC50 [mM]

69.
SM3-Ru

>25

70.
SM8-Ru >25

71.
MSlOO-Ru Br- /

N------NH

/  \
>25

72.
MS91-Ru

/
N------NH

h------ NH2

\  /  /
Cl Cl

>25

73.
MS97Ru

N------NH

c i_ \  /-* >25

ci

74.
MS96-Ru

ci-
\  /

/
N------NH

A >25

75.
MS96-Zn

ci
N------NH

r \
>25

ci

Tabela 13
Struktury i aktywności kompleksów z rutenem i cynkiem (pochodne 69-75)



Dane zebrane w tabeli 13 dowodzą, iż kompleksy pochodnych tiosemikarbazonu z 

jonami rutenu oraz cynku nie wykazują aktywności względem linii HCT116 -/-. 

Struktury krystalograficzne pochodnych 69 -  74 zostały przedstawione w pracach

[231], [232],

Rysunek 17

A - pochodna 70 w postaci kompleksu [RuH(CO)(SM8)(PPh3)2] [231],
B -  pochodna 71 w postaci kompleksu [RuCl(CO)(MS100)(PPh3)2] [232]

Struktury kompleksów przedstawione na rysunku 17 wskazują na S, N - donorowy 

charakter ligandu, podobnie tak w przypadku kompleksów z żelazem (rysunek 6). 

Pomimo braku aktywności na liniach komórek nowotworowych związki te dostarczają 

cennych informacji na temat struktury utworzonych kompleksów. Ponadto związki te 

mogą znaleźć zupełnie inne zastosowanie np. jako katalizatory w utlenianiu pierwszo i 

drugorzędowych alkoholi [233] lub redukcji ketonów [234],



3.3.2. Test klonogenności

W celu określenia tzw. toksyczności przewlekłej badanych związków w 

stosunku do linii komórek nowotworowych przeprowadzono test klonogenności. Test 

ten ilustruje zdolność komórek do tworzenia kolonii, po wcześniejszym zaaplikowaniu 

testowanego związku. Pozwala stwierdzić czy dany związek hamuje rozwój komórek 

oraz czy niszczy systemy odpowiedzialne za naprawę uszkodzeń DNA, a więc czy 

posiada zdolność do regeneracji i dalszej proliferacji [235]. Komórki, które po 

zaaplikowaniu badanej substancji zachowały zdolność do wytworzenia klonów, 

posiadają tak zwany potencjał klonogenny. Wykonanie oznaczenia polegało na podaniu 

komórkom badanego związku, dziewięciodniowej inkubacji, a następnie zliczeniu 

powstałych kolonii. Za kolonię uznawano klaster liczący co najmniej 50 komórek, 

odpowiadający 6 podziałom mitotycznym. Pomiar weryfikowało przy użyciu 

mikroskopu odwróconego za pomocą 

którego liczono komórki w koloniach 

uznanych za wątpliwe (Rysunek 18). Ze 

względu na losową śmierć w wyniku 

różnych uszkodzeń nie wszystkie posiane 

komórki utworzyły kolonie, dlatego dla 

komórek kontrolnych obliczono tzw. 

wydajność posiewu (ang. plating efficiency;

PE);

P E  = —
V

gdzie: Lk - liczba wytworzonych na szalce kolonii,

Lo - liczba posianych komórek.

Następnie korzystając z PE obliczono frakcję komórek przeżywających (ang. surviving 

fraction; SF). SF dla komórek kontrolnych przyjęto za równe 1.

U

Rysunek 18

A -  kolonia licząca więcej niż 50 
komórek, B -  kolonia wątpliwa

SF  =
( L0 P E )

Oznaczenia zostały przeprowadzone dla wybranych pochodnych 2-benzoilopirydyny 

oraz ketonu di-2-pirydyny, których struktury wraz z wartościami IC50 dla linii HCT116 

+/+, użytej w teście klonogenności, zostały zebrane w tabeli 14. Pochodne 49, 51 i 56 

zostały wytypowane do opisywanego testu ze względu na fakt, iż są to jedne z



najbardziej aktywnych związków przebadanych w ramach przygotowania niniejszej 

pracy. Pochodne 55 i 53, posiadające niższą aktywność, zostały wybrane w celu 

porównania z ich bardziej aktywnymi analogami. Ze względu na znaczną różnicę w 

aktywnościach opisywanych pochodnych, wyniki zostały przedstawione na dwóch 

wykresach 13 i 14.

POCHODNE 2-BENZOILOPIRYDYNY ORAZ KETONU DI-2-PIRYDYNY

H

R2

A s

O

Nr
R1,R2 HCTl 16+/+ SF dla

związku IC50 [pM] c -  0,02 pM

49

(Bp44mT)
R1 = C, R2 =

N(CH3)2

1,41 • 10' 3 

±0,32 • 10' 3
1,39 • 10-4

56 R1 =  N, R2 = 2,27 ■ 10-3
6 ,0 0 • 1 0 '2(Dp44eT • H20 ) N(C2H5) 2 ± 0 ,2 2  • 1 0 '3

51

(Bp44eT)
R1 =C , R2 =

N(C2H5) 2

3,21 • 10' 3 

±0,37 • 10' 3
1,24 • 1 0 '1

55 R1 = N, R2 = 51,76 • 10 3 2,04 • 1 0 '1(Dp4eT) NHC2H5 ± 7,30- 10 ' 3

53 R1 = N, R2 = 0,27 5,85 • 1 0 '1(Dp4mT) NHCH3 ±0,04

Tabela 14

Struktury, aktywności oraz współczynnik SF dla pochodnych 49, 56, 51, 55, 53

Otrzymane wartości współczynnika SF dobrze korelują z wartościami IC50 (Tabela 14). 

W przypadku najbardziej aktywnych pochodnych (49, 56 i 51) nie udało się 

wyhodować koloni dla stężeń powyżej 0,2 pM, dlatego pomiary prowadzono w zakresie
-3

obejmującym stężenia od 10' do 0,02 pM. W przypadku najbardziej aktywnej 

pochodnej 49 przy stężeniu 0,01 pM obserwowano drastyczny spadek proliferacji 

komórek. Sytuacja była odmienna w przypadku związków mniej aktywnych. Pomiary 

dla pochodnych 55 i 53 prowadzono w szerszym zakresie stężeń, nawet do 2 pM.



Niskie stężenia (poniżej 5 • 10' pM) wymagały posiewu niewielkiej ilości komórek. 

Dopiero stężenie około 1 pM powodowało istotny spadek żywotności komórek. Wyniki 

obrazują wykresy 13 i 14.

stężenie [ | iM ]

Wykres 13
Zależność frakcji przeżywającej (SF) od stężenia dla pochodnych 49, 51 i 56

stężenie [| iM ]

Wykres 14
Zależność frakcji przeżywającej (SF) od stężenia dla pochodnych 53 i 55



W celu zobrazowania morfologii komórek po inkubacji z badanymi związkami 

wykonano zdjęcia w świetle przechodzącym. Do badań zostały wybrane dwa związki - 

najbardziej aktywna pochodna 60 oraz pochodna 46 uznana za nieaktywną. Stężenia 

związków (związek 60 -  2 • 103 pM, związek 46 -  25 pM) dobrano na podstawie 

przeprowadzonego wcześniej testu MTS. Obrazy morfologii komórek w przypadku 

pochodnej 60 zostały zarejestrowane w dwóch punktach czasowych 24 i 96 godzin. W 

przypadku pochodnej 46 nie obserwowano istotnej różnicy w morfologii komórek po 

czasie 24 i 96 godzin. Na rysunku 19 przedstawiono zmiany morfologiczne komórek 

linii HCT116 +/+ po inkubacji z pochodnymi 60 i 46. Zdjęcie 19 A wykonane po 24 

godzinach inkubacji przedstawia cechy charakterystyczne dla apoptozy; (strzałki) 1 

obkurczenie jąder i kondensacja chromatyny, 2 obkurczenie komórek, 3 występowanie 

pęcherzyków na powierzchni błony. Nie obserwowano jednak występowania 

charakterystycznych ciałek apoptotycznych. Po 96 godzinnej inkubacji obraz

Rysunek 19

Zmiany morfologiczne w komórkach linii HCT116 +/+; A -  24 h z pochodną 60, 
B -  96 h z pochodną 60, C -  96 h z pochodną 46, D -  kontrole, skala 100 pm



morfologiczny uległ drastycznej zmianie. Komórki wykazywały już znaczny stopień 

degeneracji, były zaokrąglone, a treść komórkowa przedostała się na zewnątrz błony 

komórkowej (zdjęcie 19 B, strzałka 4). W przypadku obrazów uzyskanych dla 

pochodnej 46 (zdjęcie 19 C) nie zaobserwowano istotnych różnic w morfologii 

komórek inkubowanych z opisywaną pochodną oraz komórek kontrolnych (zdjęcie 19 

D). W obu przypadkach komórki zachowały swój pierwotny kształt, były adherentne 

oraz dobrze zachowane.

W celu bardziej dokładnego określenia mechanizmu śmierci, jakiemu ulegają 

komórki po 96 - godzinnej inkubacji z badanymi związkami wykonano barwienie 

jodkiem propidyny. W oznaczeniu tym wykorzystuje się zdolność JP do wiązania z 

DNA, które zachodzi tylko w przypadku komórek z uszkodzoną błoną [236], 

Maksimum absorpcji JP występuje przy 535 nm, natomiast widmo emisji 

charakteryzuje się maksimum dla długości fali równiej 617 nm. Rezultaty przedstawia 

rysunek 20.

Rysunek 20
Zmiany morfologiczne oraz barwienie JP komórek linii 

HCTl 16+/+;
A, B -  pochodna 60, C, D -  pochodna 46, E, F -  kontrole, 

skala 100 (jm



Otrzymane zdjęcia dowodzą, iż po 96 godzinach inkubacji ze związkiem 60 (Zdjęcia 20 

A i B) komórki wykazywały cechy typowe dla nekrozy lub później apoptozy. Błona 

komórkowa uległa rozerwaniu o czym świadczy czerwona fluorescencja (Zdjęcie 20 B). 

W przypadku komórek inkubowanych z pochodną 46 (Zdjęcia 20 C i D) oraz komórek 

kontrolnych (Zdjęcia 20 E i F) nie obserwowano powyższych zmian, a komórki nie 

emitowały czerwonej barwy. Obrazy morfologii komórek po 24 - godzinnej inkubacji z 

pochodną 60 nasuwają wniosek, iż komórki wstąpiły na apoptotyczny szlak śmierci. 

Jednak brak charakterystycznych ciałek apoptotycznych oraz wyniki barwienia JP dla 

96 -  godzinnej inkubacji, nie dają jednoznacznych wyników. Na podstawie testów 

przeprowadzonych w niniejszej pracy można wysunąć przypuszczenie, iż komórki po

24 godzinach inkubacji ulegają apoptozie, jednakże dłuższe czasy powodują całkowite 

zniszczenie komórki, która traci integralność błony. Przeprowadzone wcześniej testy 

cytotoksyczności zostały wykonane po 96 godzinach inkubacji ze związkiem. W 

wyniku przeprowadzonych testów oceny morfologii oraz barwienia JP stwierdza się, iż 

taki czas inkubacji w przypadku pochodnej 60 powoduje degradację komórki. W 

przypadku pochodnej 46, która nie wykazywała toksyczności w stosunku do linii 

komórek HCT116 +/+ otrzymane obrazy morfologii oraz test z barwieniem JP 

potwierdzają obojętność tej pochodnej w stosunku do badanej linii komórkowej.

3.5. Mechanizm działania -  generowanie reaktywnych form tlenu

W celu określenia mechanizmu działania badanych związków przeprowadzono 

test określający generowanie reaktywnych form tlenu. W teście tym wykorzystuje się 

acetylowaną pochodną 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCFDA). W reakcji 

odszczepienia grup acetylowej oraz utlenienia przez wewnątrzkomórkowe esterazy 

powstaje pochodna 2',7'-dichlorofluoresceiny (DCF) emitująca zieloną fluorescencję, 

będącą indykatorem ROS [237-239]. Maksimum absorpcji barwnika występuje w 

zakresie 492 -  495 nm, natomiast emisja jest obserwowana dla długości fali z zakresu 

517 -  527 nm. Test został przeprowadzony dla najbardziej aktywnej pochodnej 60 w 

stężeniu 10" pM. Czas inkubacji komórek ze związkiem został skrócony do 24 godzin, 

w oparciu o wcześniej przeprowadzone test oceniające morfologię komórek. W 

przypadku 96 -  godzinnego czasu inkubacji komórki wykazywały już znaczny stopień 

degeneracji, a obserwacja ROS nie byłaby możliwa. W celu porównania z kontrolą 

negatywną i pozytywną zastosowano również barwienie komórek niczym nie



traktowanych, oraz komórek inkubowanych 10 minut ze 100 |jM roztworem H2O2. 

Rezultaty przedstawiono na rysunku 21.

Rysunek 21
Generowanie ROS - komórki linii HCT116 +/+;

A, B -  pochodna 60, C, D -  H20 2, E, F -  kontrole, 
skala 100 pm

Otrzymane zdjęcia dowodzą, iż po 24 godzinach inkubacji ze związkiem 60 (Zdjęcia 21 

A i B) komórki emitują zieloną fluorescencję, która świadczy o generowaniu ROS. 

Komórki traktowane H2O2 (Zdjęcia 21 C i D) również wykazują cechy świadczące o 

utworzonych reaktywnych formach tlenu. Sytuacja jest odmienna w przypadku 

komórek kontrolnych (Zdjęcia 21 E i F), które nie emitują zielonej barwy. Otrzymane 

rezultaty są zgodne z wynikami uzyskanymi w zespole prof. Richardsona dla analogów 

ketonu di-2-pirydylowego [103], [117]. Mechanizm działania tego typu pochodnych jest 

w dużej mierze związany z generowaniem reaktywnych form tlenu.



3.6. Badania nad wpływem chelatorów na zwiększenie efektu terapii PDT

3.6.1. Kinetyka powstawania PpIX po egzogennym podaniu ALA

W celu wyznaczenia maksymalnego stężenia PpIX w komórkach 

przeprowadzono eksperymenty dla różnych czasów inkubacji z ALA. Rodzaj linii 

komórkowej, ilość komórek oraz czas ich wzrostu zostały wyznaczone we 

wcześniejszych eksperymentach opierając się na doniesieniach literaturowych. Wyniki 

są prezentowane na wykresie 15, przedstawiającym zależność intensywności 

fluorescencji PpIX od czasu inkubacji z ALA.

Wykres 15

Kinetyka powstawania PpIX

Interpretacja otrzymanych wyników pozwoliła wyznaczyć najbardziej efektywny czas 

inkubacji komórek z ALA, który wynosi około 24 h. Dłuższe czasy nie powodowały 

wzrostu stężenia PpIX w komórkach. W czasie pomiarów sprawdzano żywotność 

komórek przy pomocy testu MTS. Przez cały okres trwania pomiaru (74 h) komórki 

wykazywały aktywność enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej, co powodowało 

zmianę zabarwienia medium świadczącą o obecności formazanu. Brak surowicy nie 

powodował zahamowania proliferacji komórek. Zmiany intensywności fluorescencji w 

czasie prawdopodobnie świadczą o zależności powstawania PpIX od fazy cyklu 

komórkowego. Pomiary zostały przerwane po zaobserwowaniu niewielkiego spadku



intensywności fluorescencji oraz osiągnięciu maksymalnego stopnia konfluencji. 

Powyższe wyniki dotyczą stężenia ALA równego 1000 |jM, które zostało wybrane po 

przeprowadzeniu wcześniejszych eksperymentów z różnymi stężeniami. Wyniki są 

prezentowane na wykresach 16 i 17 przedstawiających widma fluorescencji PpIX w 

wybranych punktach czasowych (6 i 24 h) dla różnych stężeń ALA:
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Wykres 16
Intensywność fluorescencji PpIX po 6 h inkubacji z ALA
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Wykres 17

Intensywność fluorescencji PpIX po 24 h inkubacji z ALA



Eksperymenty prowadzono w medium pozbawionym surowicy oraz czerwieni 

fenolowej. Wskaźnik fenolowy został wykluczony ze względu na możliwość absorpcji 

promieniowania wzbudzającego PpIX. Obecność surowicy wygasza sygnał 

fluorescencji z powodu wiązania się PpIX z jej białkami [66], Poniższe wykresy (18 i 

19) przedstawiają wpływ surowicy na intensywność sygnału pochodzącego od 

fluorescencji PpIX.
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Wykres 18
Intensywność fluorescencji PpIX po inkubacji z ALA w medium bez surowicy

Wykres 19
Intensywność fluorescencji PpIX po inkubacji z ALA w medium z surowicą



Na wykresach zostały wyszczególnione punkty czasowe 3, 24 i 74 h. Porównując 

intensywności sygnału po 24 h widać, że w przypadku braku surowicy wartość wynosi 

około 530 j.u., podczas gdy dodanie surowicy pozwoliło na osiągnięcie jedynie około 

330 j.u. i brak wzrostu fluorescencji przez niemal cały czas trwania pomiarów. 

Znaczący wzrost został zarejestrowany dopiero po upływie przeszło 70 h, kiedy 

większość białek surowicy została już związana, a proliferujące komórki wytworzyły 

kolejną porcję PpIX. Sytuacja była odmienna w przypadku pomiarów prowadzonych w 

medium bez surowicy. Znaczący wzrost został osiągnięty po około 24 h i pozostawał na 

tym poziomie, aż do czasu, gdy komórki pozbawione czynników wzrostowych zaczęły 

obumierać. Przyjęty model postępowania pozwala łatwo obserwować badane zjawiska, 

jednocześnie eliminując wpływ dodatkowych zmiennych.

Eksperymenty dotyczące kinetyki powstawania PpIX zostały przeprowadzone w 

warunkach zredukowanego natężenia światła. Liczne doniesienia literaturowe 

udowadniają wpływ promieniowania na fotowybielenie PpIX [240-243]. Spadek 

intensywności emisji jest spowodowany oddziaływaniem kwantów światła z cząsteczką 

fotouczulacza. Przeprowadzono eksperyment potwierdzający ten fakt. W tym celu 

płytka zawierająca 100 |iM roztwór PpIX w DMSO została poddana działaniu 

promieniowania pochodzącego z żarówki halogenowej. Eksperyment miał charakter 

czysto poglądowy, dlatego nie podaje się dawek promieniowania tylko czas ekspozycji 

PpIX na działanie światła białego. Wyniki są prezentowane na Wykresie 20.
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Wykres 20
Fotowybielenie PpIX



Przeprowadzony eksperyment potwierdził zasadność prowadzenia badań w warunkach 

zredukowanego natężenia światła, nie przekraczającego około 50 lx. Powyższy wykres 

dowodzi, iż po 5 minutach fluorescencja próbki zawierającej 100 pM PpIX spada mniej 

więcej o połowę. Dalsze naświetlanie nie powoduje już tak znaczącego spadku jak w 

pierwszych minutach naświetlania.

3.6.2. Morfologia komórek po inkubacji z ALA oraz lokalizacja powstałej PpIX

Prowadzenie eksperymentu w medium bez surowicy, dostarczającej komórkom 

czynników wzrostowych, wymagało kontrolowania morfologii komórek w czasie 

inkubacji z ALA. Ponadto, jak wspomniano, w trakcie eksperymentu sprawdzano 

żywotność komórek przy pomocy testu MTS. Na rysunku 22 (zdjęcie A) przedstawiono 

morfologiczny obraz komórek, które wykazywały żywotność i brak cech świadczących

o ich degradacji. Potwierdzeniem był test na aktywność enzymu dehydrogenazy 

mitochondrialnej. Dobry stan komórek świadczy również o braku toksyczności ciemnej 

egzogennie podanego ALA oraz powstałej endogennie PpIX.

Ponadto wykonano barwienie komórek po 24 -  godzinnej inkubacji ze 1000 pM 

roztworem ALA w celu określenia lokalizacji PpIX. Jądra zostały wybarwione 

barwnikiem DAPI, który ma zdolność przenikania przez nieuszkodzone błony 

komórkowe i wiązania się do DNA [244], Maksimum absorpcji DAPI występuje przy 

358 nm, natomiast maksimum emisji przy 461 nm. Mitochondria barwiono 

odczynnikiem MitoTracker® Orange CMTMRos, którego widmo absorpcji 

charakteryzuje się maksimum występującym przy 554 nm, natomiast maksimum emisji 

obserwuje się przy 576 nm. Powstała endogennie PpIX została wzbudzana długością 

fali z zakresu uwzględniającego jej maksimum absorpcji (407 nm), natomiast emisja 

występowała przy 638 nm. Rezultaty barwienia przedstawia rysunek 22. Zdjęcie 22 B, 

obrazuje jądra komórkowe, które nie wykazują cech świadczących o uszkodzeniach (np. 

kondensacji chromatyny, rozpadu lub obkurczenia). Zdjęcie 22 C przedstawia czerwoną 

emisję PpIX. Na zdjęciu B+C przedstawiono nałożenie obrazów emisji jąder oraz PpIX, 

które wskazuje, że powstały fotouczulacz znajduje się w obszarze pozajądrowym. 

Zdjęcie 22 D przedstawia zieloną fluorescencję wybarwionych mitochondriów. 

Nałożenie zdjęć D i B świadczy o mitochondrialnej lokalizacji PpIX, co jest 

potwierdzeniem jej endogennej syntezy [245-247].



Komórki linii HCT116 +/+;
A- po 24 godzinnej inkubacji z ALA 

B -  DAPI, C -  PpIX, D -  MitoTracker, 
skala 100 |jm

3.6.3. Wpływ chelatorów na powstawanie PpIX

W celu określenia wpływu badanych związków na powstawanie PpIX w 

komórkach przyprowadzono eksperymenty dla różnych czasów inkubacji z 1000 pM 

roztworem ALA oraz różnych stężeń czterech wybranych pochodnych: 17, 60, 25 oraz 

46. Związki te zostały wybrane w oparciu o ich wcześniej wyznaczone aktywności na 

liniach komórek nowotworowych oraz prawidłowych. Pochodna 60 jest najbardziej 

aktywnym związkiem spośród wszystkich 72 zbadanych, jednak wykazuje toksyczność 

również na linii NHDF. Pochodna 17 posiada również wysoką aktywność, ale 

dodatkowo odznacza się wysoką selektywnością w stosunku do zdrowych komórek. 

Pochodne 25 i 46 posiadają IC50 powyżej 25 pM. Pomiary prowadzono w krótszym 

zakresie czasowym od 3 do około 50 godzin, w oparciu o wcześniejsze pomiary 

kinetyki z samym ALA. Dodatkowo związkiem referencyjnym była DFO, ponieważ 

związek ten powoduje wzrost stężenia PpIX dla wielu linii komórek nowotworowych

[68], [112], [113]. Stężenia wybranych pochodnych zostały dobrane w oparciu o 

wyznaczone wartości IC50. Wybrana wartość była ograniczona z góry, gdyż w



przypadku aktywnych pochodnych wyższe stężenia powodowały śmierć komórek. 

Stężenie DFO było porównywalne do stężenia badanych związków.
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Wykres 21
Wpływ pochodnej 60 oraz DFO na powstawanie PpIX w komórkach linii HCTl 16+/+
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Wykres 22
Wpływ pochodnej 17 oraz DFO na powstawanie PpIX w komórkach linii HCTl 16+/+



Wykres 23
Wpływ pochodnej 46 oraz DFO na powstawanie PpIX w komórkach linii HCT116+/+

Wykres 24

Wpływ pochodnej 25 oraz DFO na powstawanie PpIX w komórkach linii HCT116+/+

Na osi odciętych oznaczono procent intensywności fluorescencji PpIX w stosunku do 

kontroli, jaką były komórki traktowane samym 1000 (iM roztworem ALA. Powyższe 

wykresy (21 -  24) wskazują na brak wpływu badanych związków na zwiększone



powstawanie PpIX w komórkach linii HCT116 +/+. W przypadku aktywnych 

pochodnych stężenie wynosiło od 0,8 • 10'3 do 8 • 10‘3 pM, więc zgodnie ze 

stechiometrią reakcji chemicznej tak małe stężenie substratów powoduje utworzenie 

niewielkiej ilości kompleksu z żelazem. Stężenie to wydaje się niewystarczające aby 

wpływ chelatorów na cykl syntezy hemu był zauważalny. Większe stężenie 

powodowało śmierć komórek. W przypadku nieaktywnych pochodnych najwyższe 

stężenie wynosiło 50 pM, jednakże również nie obserwowano wzrostu stężenia PpIX. 

Stosowany związek referencyjny - DFO w stężeniu 50 pM, tak jak w przypadku reszty 

związków, nie zwiększał stężenia fotouczulacza. Prawdopodobnym wyjaśnieniem jest 

więc wpływ ferrochelatazy, której ekspresja w komórkach badanej linii jest obniżona

[70], [71]. Obserwacje przyniosły dość nieoczekiwany rezultat w świetle licznych 

doniesień dotyczących wpływu chelatorów żelaza na hamowanie syntezy hemu poprzez 

kompleksowanie jonów żelaza. Przeprowadzone badania wskazują, że w przypadku 

linii HCT116 +/+ przy badanych stężeniach chelatorów mechanizm ten nie jest 

obserwowany. Dodatkowo dla wszystkich badanych związków zostały zmierzone 

widma fluorescencji przy wzbudzeniu X = 407 nm, w celu wykluczenia ewentualnego 

nakładania się ich widm z widmem PpIX. Wykres 25 wskazuje na brak interferencji 

pików pochodzących od badanych związków z pikami PpIX.

Wykres 25
Widma emisji badanych związków X*x = 407 nm



Badania nad terapią kombinowaną rozpoczęto od opracowania optymalnej 

dawki, czasu inkubacji oraz kolejności podawania poszczególnych składowych. W 

rezultacie najefektywniejsza okazała się metoda z jednoczesnym podaniem ALA i 

tiosemikarbazonu, połączona z 24 godzinną inkubacją zakończoną naświetleniem 

komórek. Badania zostały prowadzone dla różnych stężeń czterech pochodnych: 17, 60,

25 oraz 46, których wpływ na szlak syntezy hemu został zbadany we wcześniejszych 

testach. Tak jak w przypadku poprzednich badań stężenia związków zostały wybrane w 

oparciu o wyznaczoną wartość IC50. Stężenie roztworu ALA wynosiło 1000 |iM. 24 

godziny po naświetleniu frakcja komórek przeżywających została oznaczona przy 

pomocy testu MTS. Następnie korzystając z programu CompuSyn wyznaczono 

współczynnik CI oraz DRI dla dawek powodujących 90 % zahamowanie proliferacji 

komórek. Wykresy (24 -  27) przedstawiają zależności frakcji komórek, w których 

proliferacja została zahamowana w odpowiedzi na terapię (fa), od stosowanej dawki 

chelatora (czerwony kwadrat), dawki promieniowania wzbudzającego PpIX (niebieskie 

koło -  PDT) lub kombinacji tych dwóch czynników (zielony trójkąt -  C_PDT). Zgodnie 

z założeniami zagadnienia synergii dawka jest wartością bezwymiarową.

0 PDT

□ 17
Łi C_PDT

Wykres 24

Krzywa dawka -  efekt dla pochodnej 17



O PDT

□ 60
C PDT

Wykres 25

Krzywa dawka -  efekt dla pochodnej 60

O PDT

□ 46
C PDT

Wykres 26

Krzywa dawka -  efekt dla pochodnej 46
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Wykres 27

Krzywa dawka -  efekt dla pochodnej 25

O PDT

□ DFO
C_PDT

Wykres 28

Krzywa dawka -  efekt dla DFO



Na podstawie powyższych wykresów obliczono wartość współczynnika kombinacji 

(CI). Na wykresie 29 przedstawiono zależność CI dla poszczególnych pochodnych od 

frakcji komórek, których proliferacja została zahamowana w odpowiedzi na terapię (fa). 

Wartości CI < 1 wskazują na synergię, CI = 1 oznacza addytywność, natomiast CI > 1, 

antagonizm.

Wykres 29

Zależność CI od fa

Powyższe wyniki wskazują, że połączenie działania naświetlonej PpIX i pochodnych 17

i 60 przyniosło efekt synergii, która była najsilniejsza w przypadku pierwszej 

pochodnej. Analogi uznane za nieaktywne wykazywały słabą synergię (pochodna 46) 

bądź antagonizm (pochodna 25). Związek referencyjny DFO wykazywał efekt działania 

addytywnego. Wyniki są przedstawione również w postaci poligonogramu, który 

schematycznie przedstawia rodzaj oraz siłę danego oddziaływania (Schemat 10). 

Zielona kreska oznacza synergię, czerwona antagonizm, czarna addytywność. Grubość 

kreski odpowiada za siłę oddziaływania. Rezultat połączenia działania PpIX i 

pochodnej 17 przyniósł niezwykle interesujący wynik. Badana pochodna 

tiosemikarbazonu wykazuje bowiem, oprócz wysokiej aktywności anty nowotworowej, 

wysoką selektywność w stosunku do zdrowych komórek.



Schemat 10
Poligonogram

Korzystając z programu CompuSyn wyliczono również ilu krotnie można zmniejszyć 

dawkę chelatora (współczynnik DRI) w terapii kombinowanej dla uzyskania takiego 

samego efektu 90 % skuteczności, w porównaniu do stosowania samego chelatora 

(Tabela 15).

Pochodna CI, 
fa = 0,9

DRI, dla chelatora 
fa = 0,9

Rodzaj
oddziaływania

17 0,08 61507,5 Synergia

60 0,47 2,16 Synergia

46 0,95 3,84 Synergia

25 6,06 0,20 Antagonizm

DFO 1,01 0,99 Addytywność

Tabela 15

Współczynnik kombinacji (CI) oraz redukcji dawki (DRI) dla pochodnych 
17, 60, 46, 25 oraz DFO



4. Podsumowanie

Przeprowadzone eksperymenty pozwoliły na opisanie tiosemikarbazonowych 

chelatorów o najwyższej kiedykolwiek opisanej w literaturze aktywności 

przeciwnowotworowej. Jednym z najbardziej interesujących aplikacji takich związków 

może być ich synergiczne zastosowanie w kombinowanej terapii ALA-PDT-chelator. 

W ramach przygotowania niniejszej pracy zaplanowano oraz przeprowadzono próby 

wieloetapowej syntezy 8-hydroksy-chinaldyno-7-karbaldehydu. Redukcja otrzymanego 

kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowego przy użyciu tri- 

tertbutoksyglinowodorku litu nie przyniosła oczekiwanych rezultatów, ze względu na 

wąski zakres energii aktywacji tego procesu. Wysoka temperatura powodowała rozkład 

lub całkowitą dekarboksylację produktu, natomiast zbyt niska nie prowadziła do reakcji 

substratu. Przeprowadzono ponadto syntezy 4 znanych pochodnych tiosemikarbazonu w 

reakcjach kondensacji ketonu di-2-piry dylowego lub 2-benzoilopirydyny z 

odpowiednim tiosemikarbazydem.

W następnym etapie przeprowadzono pomiary elektronowych widm absorpcji i 

emisji 12 pochodnych tiosemikarbazonu. Widma absorpcji zostały zmierzone dla kilku 

stężeń w celu sprawdzenia liniowości prawa Lamberta-Beera. Na ich podstawie 

wyznaczono molowe współczynniki absorpcji. Ponadto zmierzono widma fluorescencji 

dla stężeń odpowiadających maksymalnej emisji.

W ramach badania aktywności pochodnych tiosemikarbazonu przeprowadzono 

test cytotoksyczności (test MST) dla 62 pochodnych zsyntezowanych przez mgr. inż. 

Macieja Serda (doktoranta Zakładu Chemii Organicznej UŚ) oraz 10 pochodnych 

otrzymanych przez zespół prof. Desa Richardsona (Uniwersytet w Sydney). Łącznie 

zbadano 72 związki w większości na dwóch liniach komórkowych HCT116 typu 

dzikiego oraz z nokautem genu kodującego białko p53. Dla większości związków, które 

wykazywały znaczącą aktywność przeciwnowotworową test MTS został wykonany na 

komórkach prawidłowych typu fibroblastów w celu określenia ich selektywnego 

działania. Wszystkie otrzymane wyniki zostały poddane analizie zależności dawka -  

efekt przy użyciu oprogramowania GraphPad Prism.

W celu potwierdzenia toksyczności najbardziej aktywnych pochodnych 

przeprowadzono test klonogenności pozwalający określić tzw. toksyczność przewlekłą 

badanego związku. Test został przeprowadzony dla wybranych 5 pochodnych o



wysokiej aktywności antynowotworowej. Wyniki potwierdziły wysoką skuteczność 

badanych związków w zwalczaniu komórek nowotworowych, utrzymującą się pomimo 

usunięcia czynnika powodującego uszkodzenia.

Dla najbardziej aktywnej pochodnej 60 zostały przeprowadzone badania 

oceniające morfologię komórek po inkubacji ze związkiem oraz przeprowadzono test z 

barwieniem wskazujący prawdopodobny rodzaj śmierci komórkowej. Opisywane 

badania zostały również przeprowadzone dla pochodnej 46 celem porównania związku 

aktywnego z nieaktywnym.

Ponadto przeprowadzono test określający prawdopodobny mechanizm działania 

najbardziej aktywnego związku 60. W tym celu wykonano test pozwalający na detekcję 

reaktywnych form tlenu. Otrzymane wyniki potwierdzają mechanizm działania zgodny 

z tym, określonym przez zespół prof. Richardsona dla analogów ketonu di-2- 

pirydylowego, czyli potwierdzający generowanie ROS.

W ramach badań nad wpływem chelatorów na zwiększenie efektu terapii PDT 

przeprowadzono szereg testów uwzględniających kinetykę powstawania protoporfiryny 

IX po egzogennym dodaniu kwasu 5-aminolewulinowego w komórkach linii HCT116 

+/+ bez dodania chelatora oraz z jego dodaniem. Wykonano również testy określające 

rodzaj oddziaływania występującego po jednoczesnym podaniu pochodnej 

tiosemikarbazonu, ALA oraz naświetleniu. Testy dotyczące kinetyki powstawania PpIX 

bez dodania chelatora zostały przeprowadzone w oparciu o wcześniej ustalony protokół 

postępowania uwzględniający długie czasy inkubacji oraz brak surowicy w medium 

hodowlanym. W ramach potwierdzenia braku toksyczności powstałej endogennie PpIX 

(bez naświetlania) oraz jej lokalizacji w komórce przeprowadzono testy określające 

morfologię komórek po 24-godzinnej inkubacji z ALA oraz test z barwieniem. Ponadto 

przeprowadzono testy kinetyki powstawania PpIX wewnątrz komórek traktowanych 

ALA oraz pochodną tiosemikarbazonu. Jako związku referencyjnego użyto DFO. 

Obserwacje nie potwierdzają wyników licznych doniesień dotyczących wpływu 

chelatorów żelaza na hamowanie syntezy hemu poprzez kompleksowanie jonów żelaza. 

W przypadku badanych związków oraz DFO ten mechanizm na linii HCT116 +/+ 

prawdopodobnie nie zachodzi. Przeprowadzono również badania dotyczące połączenia 

działania tiosemikarbazonów oraz naświetlanej PpIX. Testy zostały przeprowadzone dla 

4 związków. Pochodne 17 i 60 (związki aktywne) oddziaływały w sposób synergiczny, 

natomiast pochodne uznane za nieaktywne (25 i 46) wykazywały słabą synergię bądź 

antagonizm. Dodatkowo testy zostały przeprowadzone dla DFO, wykazującej efekt



działania addytywnego. W przypadku pochodnej 17 wynik jest niezwykle interesujący, 

ponieważ badana pochodna wykazuje, oprócz wysokiej aktywności 

przeciwnowotworowej (rzędu nanomoli), wysoką selektywność. Zwiększenie 

efektywności terapii PDT przy tak niskim stężeniu oraz braku toksyczności w stosunku 

do zdrowych komórek predestynują pochodną 17 do dalszych badań.



5. Część eksperymentalna

5.1. Sprzęt i czynności wstępne

5.1.1. Pomiary instrumentalne

Widma LH NMR rejestrowano na spektrometrze Bruker Biospin model Avance 

III 400 MHz FT-NMR, przy częstotliwości 400 MHz.

Widma absorpcyjne i emisyjne zostały zarejestrowane na spektofotometrach U- 

2900 i F-7000 (Hitachi) oraz czytniku płytek wielodołkowych Synergy4 (Bio-Tek).

Do oceny morfologii komórek niezbędnej do prowadzenia hodowli korzystano z 

mikroskopu odwróconego Olympus CKX31.

Liczba komórek niezbędna po posiewów była ustalana za pomocą licznika 

komórek TC 10 (Bio-Rad).

Obrazy komórek wybarwionych uzyskano przy pomocy mikroskopu 

fluorescencyjnego 01ympusIX81 zaopatrzonego w kamerę Hamamatsu C l0600 oraz 

komorę inkubacyjną.

Ponadto korzystano ze standardowego wyposażenia pracowni chemicznych oraz 

biologicznych niezbędnego do prowadzenia syntez oraz utrzymania hodowli 

komórkowej.

5.1.2. Przygotowanie rozpuszczalników do syntez

Bezwodny dimetyloformamid (DMF) przygotowano przez umieszczenie go nad 

sitami molekularnymi. Sita zostały wcześniej wygrzane palnikiem gazowym w 

atmosferze zredukowanego ciśnienia.

Bezwodny tetrahydrofuran (THF) przygotowano przez kilkudniowe ogrzewanie 

z mieszaniną benzofenonu i potasu w atmosferze argonu.

5.1.3. Odczynniki używane do syntez

POCH S.A .: aceton, chlorek wapnia bezwodny, chloroform, dichlorometan, 

DMF, etanol, eter dietylowy, n-heptan, jod, kwas octowy 99,5 %, kwas solny 35-38 %,



metanol, octan etylu, octan sodu bezwodny, propan-2-ol, wodorotlenek potasu, 

wodorotlenek sodu, THF, toluen.

Sigma -  Aldrich: 2-benzoilopirydyna, deuterowany chloroform, 4,4-dimetylo-

3-tiosemikarbazyd, deuterowany dimetylosulfotlenek (DMSO), 4-etylo-3- 

tiosemikarbazyd, 8-hydroksy-2-metylochinolina, keton di-2-pirydylowy, 4-metylo-3- 

tiosemikarbazyd, tri-tertbutoksyglinowodorek litu.

5.1.4. Odczynniki używane do badań in vitro

Buforowany roztwór soli fizjologicznej - PBS bez jonów Ca2+ i Mg2+ 

(Immunią), DMSO, kwas 5-animolewulinowy (Sigma), etanol (POCH), fiolet 

krystaliczny (POCH), gentamycyna (Roth), jodek propidyny (Clontech), nadtlenek 

wodoru (POCH), odczynnik do barwienia jąder DAPI (Molecular Probes), odczynnik 

do detekcji reaktywnych form tlenu H2DCFDA (Invitrogen), odczynnik do barwienia 

mitochondrium MitoTracker® Orange CMTMRos (Molecular Probes), odczynnik do 

testu MTS - CellTiter 96 AQueous One Solution Celi Proliferation (Symbios), pożywka 

hodowlana Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F12 (DMEM) z czerwienią fenolową, 

bez czerwieni fenolowej (Sigma-Aldrich), protoporfiryna IX (Sigma), surowica płodów 

wołowych - FBS (ang. foetal bovine serum) (Gibco, Invitrogen), trypsyna r-r EDTA 

(Immunią).

5.1.5. Linie komórkowe wykorzystane w eksperymentach

Doświadczenia zostały przeprowadzone na linii HCT116 typu dzikiego oraz 

linii z unieczynnieniem genu kodującego białko p53 wyizolowane z guza okrężnicy. 

Ponadto wykorzystano komórki prawidłowe NHDF typu fibroblastów wyizolowane ze 

skóry. Wszystkie linie zostały pozyskane z banku ATCC.

5.1.6. Hodowla komórek

Komórki hodowano w pożywce DMEM F12, zawierającej 12 % surowicy 

płodów wołowych w przypadku linii HCT116, oraz 15 % surowicy płodów wołowych, 

nieinaktywowanej w przypadku linii NHDF. Pożywka zawierała również antybiotyk w



standardowych ilościach 100 jjL gentamycyny/200 mL pożywki. Hodowle komórkowe 

przechowywane były w inkubatorach o stałej zawartości CO2 (5 %) i wilgotności (95 

%). Temperatura wnętrza cieplarki wynosiła 37 °C. W celu utrzymania hodowli 

komórki pasażowano przy użyciu 0,25 % roztworu trypsyny. Doświadczenia na 

komórkach in vitro prowadzone były w warunkach sterylnych.

5.2. Przeprowadzone syntezy

Ta część badań została przeprowadzona w Zakładzie Chemii Organicznej 

Instytutu Chemii UŚ.

5.2.1. Kwas 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowy (1)

Mieszaninę 10 g (62,8 mmola) 8-hydroksy-2-metylochinoliny rozpuszczonej w 

45 mL toluenu i 3,75 g (62,8 mmola) wodorotlenku potasu umieszczono w kolbie 

zaopatrzonej w aparat Dean-Starka i ogrzewano pod chłodnicą zwrotną przez 24 

godziny. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej dodano 33 mL DMF, a aparat Dean- 

Starka zastąpiono kolumną destylacyjną połączoną z chłodnicą. Ogrzewano do 

oddestylowania większości toluenu, a następnie po osiągnięciu temperatury 140 °C za 

pomocą kapilary przepuszczano CO2. Oddestylowanie toluenu kontynuowano aż 

temperatura mieszaniny osiągnęła 150 - 160 °C. W takiej temperaturze przepuszczano 

C 02 przez 2 godziny. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej i odłączeniu strumienia 

CO2, dodano 82 mL wody i zobojętniono stężonym kwasem solnym do pH około 7. 

Następnie ekstrahowano octanem etylu, a otrzymaną fazę wodną zakwaszono do pH =

4.2. Powstały żółty osad odsączono i dwukrotnie krystalizowano z propan-2-olu i 

suszono pod zmniejszonym ciśnieniem w temperaturze 100 °C. Wydajność reakcji 20 % 

[249],

*H NMR (DMSO_d6, 400 MHz) 5 [ppm]: 2,81 (s, 3H), 7,21 (d, IH, J =  8,58 Hz), 

7,72 (d, IH, /  = 8,45 Hz), 7,87 (d, IH, J = 8,56 Hz), 8,54 (d, IH, J  = 8,48 Hz).

5.2.2. Chlorek kwasu 8-hydroksy-chinaIdyno-7-karboksyIowego (2)

Metoda I - Mieszaninę 0,6 g (3 mmola) kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7- 

karboksylowego rozpuszczonego w 20 mL bezwodnego DMF i 0,26 mL (3,5 mmola) 

chlorku tionylu (SOCI2) ogrzewano przez 4 godziny w kolbie zaopatrzonej w chłodnicę



zwrotną w temperaturze 60 - 70 °C. Całość aparatury zabezpieczono przed dostępem 

wilgoci. Następnie odparowano nadmiar SOCI2 oraz DMF otrzymując cielisty, 

krystaliczny osad, który bez oczyszczalnia wykorzystano w następnym etapie reakcji.

Metoda II - 0,25 g (1,23 mmola) kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7- 

karboksylowego rozpuszczono w 25 mL bezwodnego dichlorometanu. Całość 

umieszczono w łaźni z lodem i stopniowo wkraplano 1 mL (11,65 mmola) chlorku 

oksalilu (COCl)2, po czym kontynuowano mieszanie na łaźni przez 1 godzinę. 

Mieszaninę reakcyjną pozostawiono do ogrzania do temperatury pokojowej. Po około 2 

godzinach osad zmienił barwę na cielistą i został użyty bez oczyszczania do następnego 

etapu reakcji.

5.2.3. Próby otrzymania 8-hydroksy-chinaldyno-7-karbaIdehydu (3)

0,29 g (1,3 mmola) chlorku kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowego 

rozpuszczono w 25 mL bezwodnego THF po czym dodano 0,31 g (1,3 mmola) tri- 

tertbutoksyglinowodorku litu rozpuszczonego w 5 mL bezwodnego THF. Kolbę 

umieszczono w łaźni z mieszaniną etanolu i ciekłego azotu (-78 °C) i kontynuowano 

mieszanie przez 3 godziny. Po tym czasie mieszaninę wylano do rozkruszonego lodu i 

odsączono.

5.2.4. 2-benzoilopirydyIo-4-metylo-3-tiosemikarbazon (48 - Bp4mT)

Mieszaninę 0,157 g (0,86 mmola) 2-benzoilopirydyny rozpuszczonej w 1 mL 

alkoholu etylowego, 0,090 g (0,86 mmola) 4-metylo-3-tiosemikarbazydu 

rozpuszczonego w 2 mL wody i 2 krople stężonego kwasu octowego ogrzewano przez 3 

godziny w kolbie zaopatrzonej w chłodnicę zwrotną. Po wystudzeniu wypadł żółty osad 

2-benzopirydylo-4-metylo-3-tiosemikarbazonu, który dwukrotnie krystalizowano z 

etanolu i eteru dietylowego. Wydajność reakcji 85 %.

'H NMR (DMSO.d6, 400 MHz) 8 [ppm]: 3,05 (d, 3H, J = 4,63 Hz), 7,36 (dt, 1H), 

7,46 - 7,48 (m, 3H), 7.60 - 7.66 (m, 3H), 8.00 - 8,05 (td, 1H), 8,87 - 8,89 (m, 1H).



Mieszaninę 0,915 g (5 mmola) 2-benzoilopirydyny rozpuszczonej w 7,5 mL 

alkoholu etylowego, 0,595 g (5 mmola) 4,4-dimetylo-3-tiosemikarbazydu 

rozpuszczonego w 7,5 mL wody i 3 krople stężonego kwasu octowego ogrzewano przez 

3 godziny w kolbie zaopatrzonej w chłodnicę zwrotną. Po wystudzeniu wypadł żółty 

osad 2-benzopirydylo-4,4-dimetylo-3-tiosemikarbazonu, który dwukrotnie 

krystalizowano z etanolu i eteru dietylowego. Wydajność reakcji 80 %.

*H NM R (DMSO_d6, 400 MHz) 8 [ppm]: 3,33 (s, 3H), 3,38 (s, 3H), 7,36 (d, 1H, 

J = 8,07 Hz), 7,48 - 7,55 (dd, 4H), 7.59 - 7.62 (dd, 2H), 8.00-8,05 (td, 1H), 8,89 (d, 1H, 

J  = 4,22 Hz).

5.2.6. 2-benzoilopirydylo-4-etylo-3-tiosemikarbazon (50 - Bp4eT)

Mieszaninę 0,40 g (2,16 mmola) 2-benzoilopirydyny rozpuszczonej w 1,5 mL 

alkoholu etylowego, 0,26 g (2,16 mmola) 4-etylo-3-tiosemikarbazydu rozpuszczonego 

w 3,5 mL wody i 2 krople stężonego kwasu octowego ogrzewano przez 3 godziny w 

kolbie zaopatrzonej w chłodnicę zwrotną. Po wystudzeniu wypadł żółty osad 2- 

benzopirydylo-4-etylo-3-tiosemikarbazonu, który dwukrotnie krystalizowano z etanolu i 

eteru dietylowego. Wydajność reakcji 83 %.

'H NMR (DMSO_d6, 400 MHz) 5 [ppm]: 1,14 - 1,18 (t, 3H), 3,59 - 3,66 (m, 2H), 

7,34 - 7,37 (dt, 1H), 7,44 - 7,48 (m, 3H), 7.59 - 7.65 (m, 3H), 8.00 - 8,04 (td, 1H), 8,75 - 

8,78 (t, 1H).

5.2.7. Di-2-pirylylo-4-metylo-3-tiosemikarbazon (53 - Dp4mT)

Mieszaninę 0,645 g (3,5 mmola) ketonu di-2-pirydylowego rozpuszczonego w 5 

mL alkoholu etylowego, 0,366 g (3,5 mmola) 4-metylo-3-tiosemikarbazydu 

rozpuszczonego w 5 mL wody i 3 krople stężonego kwasu octowego ogrzewano przez 3 

godziny w kolbie zaopatrzonej w chłodnicę zwrotną. Po wystudzeniu wypadł żółty osad

4-metylo-3-tiosemikarbazonu, który dwukrotnie krystalizowano z etanolu i eteru 

dietylowego. Wydajność reakcji 65 %.



'H NMR (DMSO.d6, 400 MHz) 5 [ppm]: 3,07 (d, 3H, J = 4,60 Hz), 7,46 - 7,60 

(m, 3H), 7,94 - 8,02 (m, 2H), 8.24 (d, IH, J  = 7,96 Hz), 8,57 - 8,59 (dq, IH), 8,83 - 8,84 

(dq, IH).

5.3. Pomiary elektronowych widm absorpcji i emisji

Ta część badań oraz kolejne zostały wykonane w Zakładzie Fizyki Ciała Stałego 

Instytutu Fizyki UŚ.

5.3.1. Widma absorpcyjne

Elektronowe widma absorpcyjne zarejestrowano przy pomocy spektrofotometru 

U-2900 wyposażonego w lampę deuterową oraz wolframową o zakresie spektralnym 

190 -  1100 nm i monochromator z siatką dyfrakcyjną o wysokiej rozdzielczości. 

Pomiary prowadzono dla kilku różnych stężeń: 0,125 ■ 10'4, 0,25 • 10~4, 0,5 ■ 10'4, 10'4 

M w temperaturze pokojowej. Szybkość skanowania wynosiła 1200 nm/min, krok 2 

nm, szerokość szczeliny 1,50 nm, zakres spektralny 200 -  750 nm. Roztwory zostały 

przygotowane w chloroformie bezpośrednio przed eksperymentem. Interpretacja 

otrzymanych wyników została przygotowana przy użyciu oprogramowania UV- 

Solution.

5.3.2. Widma emisyjne

Elektronowe widma emisyjne zarejestrowano przy pomocy spektrofotometru F- 

7000 wyposażonego w lampę ksenonową o mocy 150 W i monochromator z siatką 

dyfrakcyjną o wysokiej rozdzielczości. Pomiary prowadzono dla różnych stężeń 

związku w chloroformie (w zależności od rodzaju pochodnej) w temperaturze 

pokojowej. Stężenia zostały wybrane ze względu na otrzymanie maksymalnego 

natężenia fluorescencji. Szybkość skanowania wynosiła 1200 nm/min, krok 2 nm, 

szerokość szczeliny ekscytacji 5 nm, szerokość szczeliny emisji 5 nm, zakres spektralny 

200 -  750 nm. Interpretacja otrzymanych wyników została przygotowana przy użyciu 

oprogramowania FL-Solution.



5.4.1. Test MTS

Ustalenie toksyczności badanych związków zostało przeprowadzone w oparciu 

o test MTS. W tym celu komórki zostały wysiane na 96-dołkowe płytki w ilości 3500 

komórek/dołek. Po 24 godzinnej inkubacji wzrastające stężenia badanych związków 

zostały podane na płytki (3 -  10 dołków na stężenie), a komórki poddano 96 - godzinnej 

inkubacji. Roztwory wyjściowe zostały przygotowane w DMSO, a następnie 

rozcieńczone medium hodowlanym, tak aby stężenie DMSO nie przekroczyło 0,2 %. 

Komórki w medium hodowlanym zostały przyjęte jako kontrole. Po 96 godzinach 

został przeprowadzony test MTS, polegający na dodaniu 20 pL barwnika (CellTiter 

96® AQue0us One Solution) do dołków zawierających 100 uL medium bez czerwieni i 

godzinnej inkubacji. Po tym czasie zmierzono absorbancję powstałego formazanu przy 

długości fali 490 nm, za pomocą czytnika płytek wielodołkowych Synergy4. Wyniki, 

jako średnia z minimum 3 powtórzeń zostały przedstawione w formie wartości IC50, 

która została wyliczona w programie GraphPad Prism 5.

5.4.2. Test klonogenności

W celu ustalenia tzw. toksyczności przewlekłej badanych związków komórki 

linii HCTl 16 +/+ zostały wysiane na szalki o średnicy 3 cm w ilości 85 000 

komórek/szalkę. Po 24 godzinach wzrastające stężenia badanych związków zostały 

podane na szalki. Roztwory zostały przygotowane w sposób analogiczny jak w teście 

MTS. Po 96-godzinnej inkubacji komórki zostały zebrane, zliczone i wysiane na szalki 

o średnicy 6 cm w odpowiednich, wzrastających ilościach. Po dziewięciodniowej 

inkubacji powstałe kolonie zostały utrwalone 96 % roztworem etanolu, wybarwione 0,4 

% roztworem fioletu krystalicznego w soli fizjologicznej, a następnie zliczone. Wyniki, 

jako średnia z minimum 3 powtórzeń zostały przedstawione w formie wartości SF.



Komórki linii HCT116 +/+ zostały wysiane na płytki 8-dołkowe (Lab-Tek) 

przeznaczone do hodowli preparatów mikroskopowych w ilości 10 000 komórek/dołek. 

Po 48 godzinnej inkubacji dodano wzrastające stężenia badanych związków a komórki 

poddano 96 - godzinnej inkubacji. Roztwory zostały przygotowane w sposób 

analogiczny jak w teście MTS. Komórki w medium hodowlanym zostały przyjęte jako 

kontrole. Po 96 godzinach dołki przeznaczone do barwienia zostały przepłukane PBS, a 

następnie dodano do nich roztwór jodku propidyny (1 pg/mL) i inkubowano 15 minut w 

temperaturze pokojowej. Po tym czasie komórki przepłukano PBS i obserwowano w 

świetle przechodzących oraz po wzbudzeniu filtrem przepuszczającym promieniowanie 

z zakresu 600 -  640 nm.

5.6. Mechanizm działania -  generowanie reaktywnych form tlenu

Komórki linii HCT116 +/+ zostały wysiane na płytki 8-dołkowe (Lab-Tek) 

przeznaczone do hodowli preparatów mikroskopowych w ilości 11 000 komórek/dołek. 

Po 48 godzinnej inkubacji dodano 10'2 pM roztwór pochodnej 60 a komórki poddano 24 

- godzinnej inkubacji. Roztwór został przygotowany w sposób analogiczny jak w teście 

MTS. Komórki w medium hodowlanym zostały przyjęte jako kontrole. Dodatkowo jako 

pozytywną kontrolę przyjęto komórki traktowane 100 pM roztworem H2O2 

(inkubowane 10 minut). Po 24 godzinach dołki przeznaczone do barwienia zostały 

przepłukane PBS, a następnie dodano do nich roztwór H2DCFDA (5 pM) i inkubowano 

20 minut w temperaturze 37 °C. Po tym czasie komórki przepłukano PBS i 

obserwowano w świetle przechodzących oraz po wzbudzeniu filtrem przepuszczającym 

promieniowanie z zakresu 517 -  527 nm.



5.7. Badania nad wpływem chelatorów na zwiększenie efektu terapii PDT

5.7.1. Kinetyka powstawania PpIX

Komórki linii HCTl 16 +/+ zostały wysiane na płytki 96-dołkowe (Corning) 

przeznaczone do pomiarów fluorescencji oraz hodowli komórkowej w ilości 17 000 

komórek/dołek. Po 48 godzinnej inkubacji komórki przepłukano PBS, a następnie 

dodano 1000 pM roztwór ALA w medium DMEM bez surowicy i czerwieni fenolowej. 

Komórki kontrolne zawierały czyste medium hodowlane. Pomiary prowadzono w 

zakresie czasowym od 3 do 74 godzin, odczytując fluorescencję PpIX co 3 godziny za 

pomocą czytnika płytek wielodołkowych Synergy4. Długości fali wzbudzenia wynosiła 

407 nm, maksimum fluorescencji PpIX występowało przy 638 nm. Roztwory zostały 

przygotowane bezpośrednio przed eksperymentem, a pomiary prowadzono w 

warunkach zredukowanego natężenia światła. Wyniki są średnią z 4 powtórzeń.

5.7.2. Morfologia komórek po inkubacji z ALA oraz lokalizacja powstałej PpIX

Komórki linii HCTl 16 +/+ zostały wysiane na płytki 8-dołkowe (Lab-Tek) 

przeznaczone do hodowli preparatów mikroskopowych w ilości 11 000 komórek/dołek. 

Po 48 godzinnej inkubacji dodano 1000 pM roztwór ALA w medium DMEM bez 

surowicy i czerwieni fenolowej. Po 24 - godzinnej inkubacji wykonano barwienie jąder 

oraz mitochondrium. Jądra zostały wybarwione barwnikiem DAPI (4 pg/mL) i 

inkubowane 30 min w temperaturze 37 °C. Mitochondria barwiono barwnikiem 

MitoTracker® Orange CMTMRos (0,1 pM), a inkubacja wynosiła 30 min w 

temperaturze 37 °C. Po odpowiednim czasie inkubacji komórki zostały przepłukane 

PBS, a następnie obserwowane w świetle przechodzących oraz po wzbudzeniu 

odpowiednimi filtrami (PpIX max. emisji 638nm, MitoTracker max. emisji 576 nm, 

DAPI max. emisji 461 nm)



5.7.3. Wpływ chelatorów na powstawanie PpIX

Komórki linii HCT116 +/+ zostały wysiane na płytki 96-dołkowe (Corning) 

przeznaczone do pomiarów fluorescencji oraz hodowli komórkowej w ilości 17 000 

komórek/dołek. Po 48 godzinnej inkubacji komórki przepłukano PBS, a następnie 

dodano 1000 pM roztwór ALA z odpowiednim stężeniem chelatora w medium DMEM 

bez surowicy i czerwieni fenolowej. Komórki kontrolne zawierały 1000 pM roztwór 

ALA. Płytki zawierały również komórki traktowane samym medium hodowlanym. Po 

odpowiednim czasie inkubacji dokonywano kolejnych pomiarów fluorescencji PpIX 

przy długości fali wzbudzenia 407 nm za pomocą czytnika płytek wielodołkowych 

Synergy4. Roztwory zostały przygotowane bezpośrednio przed eksperymentem w 

medium DMEM bez surowicy, czerwieni fenolowej oraz w warunkach zredukowanego 

natężenia światła. Wyniki są średnią z 5 powtórzeń.

5.7.4. Synergiczne działanie tiosemikarbazonów i ALA

Komórki linii HCT116 +/+ posiano na szalki o średnicy 3cm (Nunc) w ilości 

150 000/szalkę. Po 24 - godzinnej inkubacji dodano roztwory chelatora o różnym 

stężeniu w medium bez czerwieni fenolowej oraz surowicy i inkubowano kolejne 24h. 

Po tym czasie medium zostało usunięte, komórki przepłukano PBS, a następnie dodano 

1000 pM roztwór ALA z odpowiednim stężeniem chelatora w medium DMEM bez 

surowicy i czerwieni fenolowej. Komórki kontrolne zawierały 1000 pM roztwór ALA. 

Płytki zawierały również komórki traktowane samym medium hodowlanym. Po 24 h 

inkubacji medium zostało zastąpione PBS, a komórki naświetlono światłem czerwonym 

w dawce 1,14 (0,5 min, odległość 2 cm), 2,28 (1 min, odległość 2cm), 4,56 (2 min, 

odległość 2cm) oraz 9,12 (4 min, odległość 2cm) J/cm2. Następnie PBS zostąpiono 

standardowym medium hodowlanym z surowicą. Po 24h inkubacji frakcja 

przeżywająca komórek została określona przy pomocy testu MTS opisanego powyżej. 

Roztwory zostały przygotowane bezpośrednio przed eksperymentem, a pomiary 

prowadzono w warunkach zredukowanego natężenia światła. Wyniki są średnią z 3 

powtórzeń. Rodzaj oddziaływania (synergia, antagonizm) zostały określone przy użyciu 

oprogramowania CompuSyn.
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