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Wykaz stosowanych skrotéw:

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

ALAD - dehydrataza aminolewulinowa

ALAS - syntaza aminolewulinowa

CDKs - kinazy biatkowe zalezne od cyklin (ang. cyclin-dependent kinases)
Cl - wspotczynnik 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 dwuwarto$ciowych (ang. divalent metal transporter)
DRI - wspotczynnik redukcji dawki (ang. dose reduction index)

EDTA - kwas etylenodiaminotetraoctowy

FBS - surowica ptodéw wotowych (ang. foetal bovine serum)

FECH - ferrochelataza

FITC - izotiocyjanian fluoresceiny

H202- nadtlenek wodoru

Hb - hemoglobina

Hb02- oksyhemoglobina

HO - oksygenaza hemowa

HO2 - rodnik wodoronadtlenkowy

IRE - sekwencje reagujace na zelazo (ang. iron responsive element)

IRP - biatka regulujace jony zelaza (ang. iron regulatory protein)

JP - jodek propidyny

LDL - lipoproteiny niskiej gestosci (ang. low density lipoprotein)

NMR - spektroskopia magnetycznego rezonansu jagdrowego (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 - wydajnos¢ posiewu (ang. plating efficiency)

PplX - protoporfiryna IX

PPO - oksydaza protoporfirynowa

PS - fosfatydyloseryna

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

RR - reduktaza rybonukleotydowa

SF - frakcja komoérek przezywajgcych (ang. surviving fraction)
SOCIz2-chlorek tionylu

THF - tetrahydrofuran

TLC - chromatografia cienkowarstwowa (ang. thin layer chromatography)
UROD - dekarboksylaza uroporfirynogenowa

UROS - synteza uroporfirynogenowa

UTR - obszar nieulegajacy translacji (ang. untranslated region)

£ - molowy wspotczynnik absorpcji



1. Cel pracy

Celem niniejszej pracy byto poszukiwanie nowych chelatoréw zelaza typu
tiosemikarbazonow 0 potencjalnych zastosowaniach w terapiach
przeciwnowotworowych. W zakres pracy wchodzito w szczegdlnoSci badanie wpltywu
tytutowych zwigzkéw na komérki ze zmianami nowotworowymi oraz bez tych zmian.
Ponadto badano zastosowanie pochodnych tiosemikarbazonéw w kombinowanej terapii

ALA-PDT z chelatorami zelaza.



2. Wstep

2.1. Wprowadzenie

Choroby nowotworowe stanowiag najczestszg przyczyne $mierci XXI wieku.
Zgodnie z danymi pochodzacymi ze Slaskiego Rejestru Nowotworéw prowadzonego
przez Centrum Onkologii w Gliwicach w 2010 r. w wojewo6dztwie S$lgskim
zarejestrowano tgcznie 16940 zachorowan na nowotwory ztosliwe. W tym samym roku
liczba zgondéw z powodu tego rodzaju nowotworéw wyniosta 11752. Pordéwnujac te
dane z danymi z 1999 roku mozna zauwazy¢, ze liczba zachorowan zwiekszyta sie
0 7,6 %. Drugim z najczestszych rodzajow nowotworéw (po nowotworze ptuca) jest
nowotwor jelita grubego. Przytoczone liczby obrazujg istotno$¢ i powszechnosé
problemu. Poszukiwanie skutecznych metod w zwalczaniu choréb nowotworowych

stanowi jedno z bardziej istotnych wyzwan dla wspotczesnej nauki.

2.2. Podstawy terapii fotodynamicznej

Terapia fotodynamiczna (ang. photodynamic therapy; PDT), jako metoda
charakteryzujgca sie niskg inwazyjnoscig leczenia oraz wysokag selektywnoscig w
stosunku do zdrowych komorek, jest obecnie atrakcyjng strategig leczenia réznych
schorzen, w tym zmian nowotworowych. Istnieje rowniez mozliwo$¢ wykorzystania tej
metody w diagnostyce, gdyz zgromadzony w tkance nowotworowej fotouczulacz,
wzbudzony S$wiattem, pozwala zobrazowaé stopieri zaawansowania i miejsce
wystepowania nowotworu. lIstotg tej terapii jest wytworzenie tlenu singletowego i
wolnych rodnikéw w reakcji fotouczulacza ze $wiattem o odpowiedniej diugosci fali
[1]. Warunkiem niezbednym w reakcji fotodynamicznej jest obecnos$¢ tlenu. Osobno
kazdy z tych trzech czynnikéw: fotouczulacz, $wiatto oraz tlen, jest nietoksyczny dla
komorek, natomiast ich polgczenie prowadzi do wywotania okreslonego efektu
terapeutycznego. Obecnie najczesciej stosowanymi fotouczulaczami sg pochodne z
grupy porfiryn, chloryn, ftalocyjanin, naftalocyjanin lub teksafiryn [2-6].

Leczenie tg metoda polega na wprowadzeniu fotouczulacza do organizmu, ktory

po zaabsorbowaniu w chorej tkance zostaje naswietlony. W celu zredukowania



ewentualnych skutkéw ubocznych bardzo doktadnie dobiera sie odpowiednig dawke
Swiatta oraz czas naswietlania. Duzg zaletg PDT jest selektywnos$¢ gromadzenia sie leku
w tkankach dotknietych nowotworem. Jest to zwigzane miedzy innymi z budowg guza -
jego przepuszczalnym unaczynieniem, duzg przestrzenig $rdédmigzszowg, obecnoscig
makrofagdw, zmniejszonym pH oraz duzag iloscig kolagenu, wigzacego czasteczKi
fotouczulacza [7], [8]. Ponadto komorki nowotworowe charakteryzujg sie zwiekszong
iloscig receptorow lipoprotein niskiej gestosci (ang. low density lipoprotein; LDL),
majacych powinowactwo do czasteczek fotouczulacza [9], [10]. Potaczenie
fotobarwnika z ukfadami lipidowymi jak np. liposomy dodatkowo zwieksza
efektywno$¢ terapii [11], Po akumulacji w tkance nowotworowej fotouczulacz zostaje
naswietlony i ulega dwém typom reakcji, w ktérych tworzace sie reaktywne formy tlenu
(ang. reactive oxygen species; ROS) wyzwalajg w komorce reakcje faficuchowe,
powodujac jej uszkodzenia, doprowadzajgc do zniszczenia zmienionej chorobowo
tkanki. Na schemacie 1 przedstawiono przemiany, jakim na poziomie kwantowym
ulega fotouczulacz po zaabsorbowaniu dawki energii. Czasteczka fotouczulacza po
absorpcji $wiatta przechodzi ze stanu podstawowego So do stanu wzbudzonego Si, Sz,
itp. (w zaleznoS$ci od porcji pochtonietej energii). Powrot ze stanu wzbudzonego moze
sie odbyC¢ przez przejscie promieniste lub bezpromieniste. Zjawisko fluorescenciji,
wykorzystywane w diagnostyce nowotworéw (ang. photodynamic diagnosis; PDD), to
rodzaj przejscia promienistego ze stanu Si do So. Molekuta moze réwniez przejsé na
nizszy stan wzbudzony poprzez przejScie bezpromieniste zwane konwersjg wewnetrzna,

badZ ulec przejSciu miedzysystemowemu i obsadzié¢ wzbudzony stan trypletowy [12],

Schemat 1
Diagram Jabtonskiego



Czasteczka moze pozosta¢ w stanie trypletowym znacznie dtuzej niz w singletowym,
efekt ten jest podstawg reakcji fotodynamicznych [13]. Fotouczulacz w stanie
trypletowym, w zaleznosci od stezenia tlenu w komdrce moze ulec dwom typom reakcji
wedtug jednego z dwoch mechanizmow [14].

Mechanizm | - zachodzi przy obnizonym stezeniu tlenu w komdrce. W
przypadku tego mechanizmu nastepuje bezposrednie oddziatywanie fotouczulacza z
tkankg nowotworowg. Skutkuje to wytworzeniem form wolnorodnikowych jak OH
(rodnik hydroksylowy), 02" (anionorodnik ponadtlenkowy), czy HO02 (rodnik
wodoronadtlenkowy).

Mechanizm Il - nastepuje w warunkach tlenowych. W tym przypadku energia
wzbudzonego fotouczulacza zostaje przekazana bezposrednio na tlen molekularny,
ktéry ulega wzbudzeniu do bardzo reaktywnej formy singletowej. Podstawowy stan
molekuty tlenu to stan trypletowy, o niesparowanym elektronie.

Inicjacja dwoch wspotistniejgcych ze sobg mechanizmow reakcji jest podstawg
terapii fotodynamicznej, ktorej bezposrednim skutkiem jest zniszczenie naczyn
krwiono$nych, stan zapalny oraz wywotlanie odpowiedzi ze strony ukiadu
immunologicznego [15], [16]. Bezposrednio po terapii pacjent powinien unikac
ekspozycji na Swiatto, przez czas zalezny od rodzaju uzytego fotouczulacza.
Przedtuzona wrazliwo$¢ na Swiatto jest niewatpliwie wadg tej terapii. Zwigzane jest to z
niekorzystnym profilem farmakokinetycznym, jaki posiadajg obecnie stosowane
fotouczulacze o duzej masie i znacznej lipofilowosci [17]. Alternatywa jest modyfikacja
klasycznego podejscia do terapii PDT, w postaci stosowania prolekéw wiasciwych
fotouczulaczy. W ten sposb mozna znacznie poprawi¢ parametry zwigzane z
biodystrybucja, uwzgledniajagc procesy wchianiania leku oraz jego metabolizmu i
usuwania z organizmu. Innowacyjne podejscie do tradycyjnej metody zostato opisane w

nastepnym rozdziale.



2.3. Modyfikacja terapii PDT - zastosowanie kwasu 5 - aminolewulinowego

W klasycznym ujeciu terapii fotodynamicznej fotouczulacz zostaje zewnetrznie
podany pacjentowi. Modyfikacja polega na podaniu matoczasteczkowego kwasu 5-
aminolewulinowego (ang. 5-aminolevulinic acid; ALA), ktéry jest prekursorem
protoporfiryny 1X (PplX) - wiasciwego fotouczulacza [18]. Ta metoda leczenia zyskata
nowg nazwe - terapia ALA-PDT.

Pierwsza publikacja wynikéw dotyczacych zastosowania ALA w terapii
fotodynamicznej miata miejsce w 1987 roku [19]. W pracy tej przeprowadzono badania
na komorkach biataczki erytroblastycznej. Rezultatem inkubacji z ALA, byt wzrost
stezenia wewnetrznie biosyntezowanej PplX. Naswietlenie powstatego fotouczulacza
powodowato uszkodzenie komoérek nowotworowych. Kolejnym krokiem bylo
przeprowadzenie testow in vivo, ktore potwierdzity skuteczno$¢ opisywanego proleku w
terapii PDT [20], Wyniki dowodzgce wysokiej skuteczno$ci ALA zainteresowatly
badaczy, co skutkowato zwiekszeniem intensywnosci i rozszerzeniem obszaru badan.
Rezultaty dotyczgce klinicznego zastosowania ALA zostaty opublikowane w roku 1997
[21]. W pracy tej opisano mozliwo$¢ wykorzystania kwasu 5-aminolewulinowego w
diagnostyce nowotworéw zto$liwych mozgu. Wzrost stezenia PplX byt obserwowany
tylko w chorej tkance, co pozwalalo na usuniecie guza bez ryzyka uszkodzenia
zdrowych obszardw.

Podanie egzogennego ALA powoduje wzrost naturalnej produkcji PplX
omijajgc mechanizm negatywnego sprzezenia zwrotnego [22], Podanie proleku, ktory
tworzy wiasciwy lek w organizmie pacjenta niesie za sobg wiele korzysci. ALA w
odrdznieniu od innych fotouczulaczy jest samoistnie syntezowany przez organizm w
mitochondriach, dlatego jego stosowanie jest bezpieczne dla organizmu [23]. Zbadanie
enzymow watrobowych po 24 godzinach od podania leku, potwierdza brak
toksycznos$ci [24]. ALA zostaje wchioniety w gornych odcinkach jelita cienkiego, a po
okoto 6 godzinach jest wydalony z moczem [25], Kolejnym czynnikiem
przemawiajgcym na korzy$¢ stosowania tego proleku jest brak przedtuzonej
wrazliwosci na S$wiatto, poniewaz PplX jest w krotkim czasie metabolizowana w
organizmie [26], Wrazliwo$¢ na Swiatlo ustepuje po 24-48 godzinach [27], [28], w
odroznieniu od innych fotouczulaczy (np. Photofrin), dla ktdrych czas ten wynosi nawet

do 6 tygodni [29]. Ponadto PpIX jako czasteczka hydrofobowa wykazuje wieksze



powinowactwo do struktur lipidowych, dlatego jej stosowanie daje lepszy efekt
kliniczny, niz uzycie fotouczulaczy o charakterze hydrofilowym. Efekt ten zwigzany
jest z czasem zycia molekuty tlenu w stanie singletowym, ktory jest znacznie dluzszy w
rozpuszczalnikach organicznych niz w roztworach wodnych [30], [31]. Takemura i wsp.
dowodza, iz im dtuzszy czas zycia molekuty fotouczulacza w stanie trypletowym, tym
wieksze prawdopodobienstwo przekazania energii czasteczce tlenu badz tkanki, a co sie
z tym wigze wieksza efektywnos$¢ terapii [32],

Oprécz zastosowania w leczeniu choréb nowotworowych, takich jak nowotwory
skory, ptuc, przetyku, krtani, zotgdka czy pecherza moczowego [32-34], terapia ALA-
PDT stosowana jest rdwniez w zabiegach kosmetycznych, leczeniu tuszczycy, czy
tysienia [35], [36]. Obecnie na rynku znajduje sie kilka preparatéw, ktérych
skladnikiem aktywnym jest kwas 5-animolewulinowy (Levulan) [37] lub jego estrowe

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

™ H3N
o Levulan O Hexvix
han' 0 han'
©
0 Metvix 0 Benzvix
Rysunek 1

Leki, ktorych sktadnikiem aktywnym jest ALA lub jego analogii
(stosowane w postaci chlorku)



2.4. Biosynteza hemu

Jedng z najwiekszych zalet terapii ALA-PDT jest jej selektywnos$é w stosunku
do komorek prawidtowych. Jest to istotna rdéznica w stosunku do powszechnie
stosowanej chemio badz radioterapii, ktére wyniszczajg caty organizm pacjenta. Opréocz
0og6lnej opisanej wczesniej selektywnosci fotouczulaczy nalezy wspomnie¢ o
selektywnosci specyficznej charakterystycznej dla tej konkretnej terapii. Zagadnienie to
wigze sie z aktywnoscig enzymdw uczestniczagcych w syntezie hemu, dlatego zasadnym
wydaje sie przytoczenie krotkiego opisu tego procesu.

Szlak syntezy hemu rozpoczyna sie od utworzenia czasteczki kwasu 5-
aminolewulinowego. U ssakdéw zachodzi on przy udziale czasteczki glicyny,
bursztynylo-CoA oraz enzymu syntazy aminolewulinowej (ALAS). Nastepnym
krokiem jest kondensacja dwoOch czasteczek ALA prowadzaca do powstania
porfobilinogenu, katalizowana przez dehydrataze aminolewulinowg (ALAD).
Porfobilinogen nastepnie ulega przeksztatceniu i w rezultacie z jego czterech czgsteczek
powstaje tancuchowa pochodna tetrapirolu. Katalizatorem tej reakcji jest deaminaza
porfobilinogenu (PBGD). Cyklizacja prowadzaca do utworzenia mostkéw
metylenowych skutkuje powstaniem uroporfirynogenu Ill, przy udziale syntazy
uroporfirynogenowej (UROS). Katalizatorem dekarboksylacji bocznych tancuchow jest
dekarboksylaza uroporfirynogenowa (UROD). Reakcja ta prowadzi do utworzenia
czasteczki koproporfirynogenu Ill. Nastepnym krokiem jest utworzenie sprzezonego
uktadu wigzan w pierécieniach porfirynowych oraz przeksztatcenie tancuchow
bocznych. W ten sposéb, przy udziale oksydazy koproporfirynogenowej (CPOX) oraz
oksydazy protoporfirynowej (PPO) powstaje czasteczka protoporfirynogenu IX -
prekursora protoporfiryny IX. Nastepnie w obecnosci ferrochelatazy (FECH) molekuta
PplX koordynuje jon Fe2+ i powstaje hem [4CM-2], Schemat powyzszych przemian

zostat przedstawiony na rysunku 2.



Rysunek 2
Schemat biosyntezy hemu

Enzymem odpowiedzialnym za rozkfad hemu na biliwerdyne, tlenek wegla oraz jon
zelaza jest oksygenaza hemowa (HO) [43]. U ssakéw enzym ten posiada trzy izoformy
HO-1, HO-2 i HO-3, jednak najwieksza role odgrywa pierwszy z izomerow [44].
Uaktywnienie czynnos$ci HO-1 zachodzi miedzy innymi pod wpltywem hemu, metali
ciezkich, szoku cieplnego [45], reaktywnych form tlenu [46], nadtlenku wodoru (H20 2),
czy promieniowania UV-A [47]. HO-1 jest enzymem biorgcym udziat w mechanizmach
obronnych komorki uaktywniajacych sie w odpowiedzi na terapie, dlatego jest jej
potencjalnym celem [33], [48], [49]. Zahamowanie aktywnosci tego enzymu powoduje
wzrost efektywnosci leczenia, poniewaz jego aktywacja nastepuje w wyniku stresu

oksydacyjnego wywotanego wzbudzeniem fotouczulacza [33],



2.5. SelektywnoSci specyficzna terapii ALA-PDT

Jak wspomniano wczesniej akumulacja fotouczulacza zachodzaca selektywnie w
chorej tkance jest kluczowa dla terapii PDT, gdyz naswietlenie nie powoduje
uszkodzenia tkanek zdrowych. Selektywno$¢ dystrybucji PplX miedzy tkanka chorg i
zdrowg spowodowana jest roznicami w aktywnosci enzymow regulujgcych
powstawanie hemu. Pierwsza wzmianka na ten temat zostata opublikowana w 1984
roku [50], Od tamtego czasu powstawato wiele prac traktujgcych o wpltywie enzymu
FECH na selektywno$¢ gromadzenia PplX w guzie. Mimo, ze niektére z nich
wzbudzajg spory i kontrowersje [51], wiekszo$¢ badan wydaje sie potwierdzaé teze, iz
komérki nowotworowe charakteryzujg sie mniejszg aktywnoscia FECH, dlatego
obserwuje sie w nich wzrost stezenia PplX [52]. Zarbwno FECH, jak i zawarto$é
wewnatrzkomaérkowego zelaza, sg kluczowe dla przemiany PplX w hem. Przemiana ta
z kolei jest najwazniejszym etapem akumulacji PplX w guzie [53]. Mechanizm ten
potwierdza na przyktad Ohgari i wsp., analizujgc znaczenie FECH w akumulacji PpIX
w komorkach z nadekspresja tego enzymu [54], Wyniki dowodzg, ze komorki takie sg
obojetne na naswietlanie, poniewaz nie wykazujg zwiekszonej akumulacji
fotouczulacza. Poréwnanie linii komérek zdrowych i nowotworowych wykazuje, ze te
ostatnie wykazujg zmniejszong aktywnos$¢ FECH, przy czym poziom PBGD jest
porownywalny dla wszystkich linii. Zdania na temat wptywu innych enzyméw szlaku
syntetycznego hemu sg podzielone. Niektérzy autorzy przypisujag znaczenie
zwiekszonej aktywnosci UROS [55], inni sgdzg, ze kluczowe znaczenie ma zwiekszona
aktywno$s¢ PBGD [56], Najnowsze wyniki wskazujg, ze powodem zwiekszenia
akumulacji PplX w guzie jest zwiekszenie ekspresji enzymoéw biorgcych udziat w
procesie tworzenia PplX takich jak PBGD, UROS CPOX, podczas gdy zwigkszenie
ekspresji PPOX nie ma zadnego wptywu.

Ponadto komorki nowotworowe wykazujg zwiekszone przyswajanie ALA,
dlatego obserwuje sie w nich wieksze stezenie PplX niz w komoérkach normalnych [57].
Kolejnym czynnikiem odpowiedzialnym za akumulacje PpIX w guzie jest tlenek azotu
NO, ktéry wraz z malejacg aktywnoS$cig ferrochelatazy, powoduje wzrost stezenia
fotouczulacza w tkance dotknietej nowotworem [58], NO reaguje z czasteczkami
zawierajacymi zelazo, co prowadzi do zubozenia komérki w ten mikroelement [59]. W
komadrkach ubogich w zelazo aktywno$¢ FECH jest niska, dlatego s one bardziej

podatne na naswietlanie wskutek zwiekszonej akumulacji PplX [54],



2.6. Czynniki wplywajace na synteze PplX przy egzogennym dodaniu ALA

Biosynteza hemu jest niezwykle czuta na wiele czynnikéw, z ktérych kilka
podlega¢ moze jednoczesnym zmianom w celu zwiekszenia stezenia PplX w
komorkach. Sg to:

> pH - najbardziej sprzyjajgce powstawaniu PplX jest Srodowisko w ktorym
warto$¢ pH ustala sie w zakresie 7,0 - 7,6. W tym zakresie czasteczki ALA
najlepiej wnikajg do komdrek. Ponadto takie pH powoduje spadek aktywnoSci

enzymow odpowiedzialnych za synteze hemu. Powyzej wartosci pH réwnej 7,6

obserwuje sie rowniez spadek zywotnosci komoérek, co w naturalny sposéb

zmniejsza stezenie PplX [60-62].

> Temperatura i obecno$¢ tlenu - w warunkach zwiekszonej temperatury oraz
dostatecznie duzej ilosci tlenu komorki produkujg wiecej PplX. Jest to zwigzane

ze wzmozeniem kinetyki reakcji tworzenia PplX oraz efektami zwigzanymi z

hipoksja komérki [63-65].

> Stopien konfluencji - najwieksze stezenie PplX zostaje osiggniete przy duzej
gestosci komorek [21]. W obrazach z mikroskopu fluorescencyjnego (Rysunek

3) obserwuje sie zwiekszenie stezenia PplX na brzegach komorek, co jest

wynikiem jej wigzania sie z biatkami adhezyjnymi [66]. Skutkuje to

zahamowaniem szlaku powstania hemu, ze wzgledu na fakt, iz ferrochelataza

jest zwigzana z wewnetrzng btong mitochondrium [67],

Rysunek 3

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



> Posta¢ podawanego proleku - bardziej lipofilowe estry ALA sg skuteczniejsze w
terapii ze wzgledu na lepsze wnikanie, a co za tym idzie dostarczenie substratow
do reakcji syntezy PplX [60]. Jest to zwigzane z biodystrybucjg leku, ktora jest
Scisle powigzana z jego lipofilowoscia.

> Skiad pozywki hodowlanej; jej zubozenie w glukoze - powoduje wzrost stezenia
PplX [68],

> Rodzaj linii komorkowej - najwiecej PplX produkujg komorki szybko dzielgce
sie, 0 duzych rozmiarach, duzej liczbie mitochondriow oraz o zwigkszonej
aktywnos$ci enzymow odpowiedzialnych za synteze PplX [53], [61]. Komorki
wolno dzielagce sie (np. fibroblasty) maja niskg aktywnos$é metaboliczna, co
rébwniez wigze sie z niskg aktywnoscig enzyméw biorgcych udziat w tworzeniu
PplX [69]. Komorki przewodu pokarmowego, w tym komorki jelita, wykazujg
zmniejszong ekspresje ferrochelatazy, dlatego produkujg wiecej PplX niz
komorki innego typu [70], Potwierdzeniem sg badania dotyczace zredukowania
aktywnosSci tego enzymu przez czasteczke si-RNA, co skutkuje wzrostem
stezenia PplX [71].

> Dostepnos$¢ jondw zelaza - zastosowanie chelatorow kompleksujgcych jony
zelaza powoduje wzrost stezenia PplX [72-74], Rola zelaza w procesach

zwigzanych z biosyntezg PplX zostanie opisana w nastepnym rozdziale.

2.7. Zastosowanie chelatorow zelaza - terapia ALA-PDT-chelatory

Jak kazda metoda leczenia terapia ALA-PDT ma rowniez istotne ograniczenia.
Ze wzgledu na dos¢ niska penetracje tkanki, moze byé stosowana przede wszystkim w
leczeniu powierzchniowych zmian nowotworowych skéry [75]. Widmo PpDC
charakteryzuje sie maksimum absorpcji przy X =407 nm (pasmo Soreta), i to ta dtugos¢
fali jest optymalna dla wzbudzenia. Jednakze ze wzgledu na stabe wnikanie do tkanki,
promieniowanie ponizej 600 nm jest bardzo nieefektywne w terapii PDT. Dlatego PplX
zostaje wzbudzona falami diuzszymi (pasma Q), z zakresu tzw. ,okna
terapeutycznego”, czyli obszaru w ktérym promieniowanie jest najmniej absorbowane
przez skiadniki skory: wode, melaning, hemoglobine (Hb), czy oksyhemoglobine
(Hb02) (Rysunek 4) [76].



Ponadto biosynteza PplIX w
tkance jest czesto
niewystarczajagca do osiggniecia
stezen przydatnych dla
zastosowan terapeutycznych.
Zrodzit sie wobec tego pomyst
na  wiaczenie do terapii
zwigzkow kompleksujacych
jony  zelaza. Zastosowanie
chelatorow ma w zamysle
zwigzanie zelaza, hamujac tym
samym synteze hemu, przez co

zwieksza sie ilos¢ PplX w guzie.

Diugo$¢ fali [nm]

Rysunek 4

Widmo absorpcji Hb02 Hb, melaniny oraz wody z
zaznaczeniem ,,0kna terapeutycznego” [76]

Na ponizszym schemacie 2 przedstawiono biosynteze hemu, ktérego substratem jest

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

wzrost intensywnos$ci gromadzenia fotouczulacza w chorej tkance, a co za tym idzie

zwiekszenie efektywnosci leczenia. Przeglad najnowszej literatury wskazuje na rosngce

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

dowodzg, iz najskuteczniejszymi chelatorami wywotujgcymi efekt wzrostu stezenia

fotouczulacza w guzie sg takie, ktére charakteryzujg sie niskg masg czasteczkowg oraz

duzg lipofilowos$cig, co jest zwigzane z przechodzeniem przez blony komérkowe i

wigzaniem wewnatrzkomaérkowego zelaza [22],

ALA

Protoporfiryna Hem

Schemat 2

Uproszczony schemat syntezy hemu z zaznaczeniem wplywu chelatora



2.8. Rola i metabolizm zelaza

Zelazo jest mikroelementem niezbednym do funkcjonowania organizmu. Jako
takie bierze udzial w wielu waznych procesach biologicznych oraz jest skladnikiem
istotnych biatek jak hemoglobinia, mioglobinia oraz enzymdw jak np. katalazy,
reduktazy rybonukleotydowej, peroksydazy i cytochroméw [81]. Kontrola metabolizmu
zelaza jest bardzo istotna. Jego nadmiar moze byé bowiem toksyczny, a niedobér
powoduje réznego rodzaju upoS$ledzenia. Jony zelaza katalizujg dwie bardzo wazne
reakcje - Fentona (a) i Habera-Weissa (b), w ktdrych powstajg wolne rodniki

powodujgce uszkodzenia protein, lipidéw i DNA [82],

Fez+ + H202 -* Fe5++ OH + OH €)]
'02 + H202 — 02+ OH + OH (b)

Ze wzgledu na generowanie reaktywnych form tlenu w powyzszych reakcjach
organizmy  wytworzyty mechanizm obronny  zwigzany z transportem i
magazynowaniem tego pierwiastka w formie nietoksycznej [83]. Biatkiem
odpowiedzialnym na transport zelaza jest transferryna [84], Jego magazynowaniem
zajmuje sie ferrytyna i hemosyderyna [85], Zelazo dostarczone w diecie w formie Fe**
zostaje wchtoniete przez enterocyty dwunastnicy. Nalezy w tym miejscu wspomniec, ze
duza ilo$¢ zelaza pozyskiwana jest z makrofagowego rozktadu erytrocytow. W procesie
zachodzacym w  przewodzie pokarmowym uczestniczy transporter metali
dwuwartosciowych - DMT1 (ang. divalent metal transporter) [s6], W przemianie tej
nastepuje utlenienie i zwigzanie zelaza przez ferrytyne, ktéra z kolei przekazuje je
transferynie, zdolnej do zwigzania dwéch atomow zelaza. Transferyna transportuje
zelazo do komorek. Na powierzchni btony komérkowej znajdujg sie jej receptory, ktére
wigzg kompleks transferyna-jony zelaza i na drodze endocytozy przekazujg je do
wnetrza komorki. Spadek pH we wnetrzu pecherzyka powoduje odigczenie sie jonu
zelaza od transferyny, ktéra nastepnie w formie apotransferyny (forma bez jonéw
zelaza) zostaje wydalona z komorki, a jony zelaza sg redukowane i moga byc¢

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



Dalszy metabolizm zelaza moze obejmowacé kilka wariantow:
> wigczanie do protein hemowych badZ niehemowych
> wigzanie przez ferrytyne
> wigzanie przez chelatory
> udziat w potranskrypcyjnym mechanizmie regulacji komérkowego metabolizmu

zelaza (IPR)

pompa
protonowa
hemowe lub

niehemowe proteiny  ferrytyna
transferynaz 3+

\ / dwomajonami Fe
zmienna pula DM receptor i
zelaza tranfeiynyj
chelatory egzocytoza
Q apotransferyna
Rysunek 5

Transport zelaza w komdrce wg [87]

Metabolizm zelaza kontrolowany jest przez biatka regulujgce IRP1 i IRP2 (ang. iron
regulatory protein), ktore wigzg sie do sekwencji RNA okreslanych jako IRE (ang. iron
responsive element), powodujgc zahamowanie proceséw zwigzanych z transportem i
dostarczaniem zelaza do komorek. Niedobor zelaza powoduje wigzanie sie biatek
regulacyjnych z sekwencjami IRE obecnymi w obszarach nieulegajgcych translacji
(ang. untranslated region; UTR) 5° mRNA ferrytyny oraz 3’ mRNA receptora
transferryny [81]. W przypadku, gdy zelazo jest w nadmiarze proces jest odwracalny. W
konsekwencji odpowiedzig na niskie stezenie zelaza jest zwiekszona ekspresja DMTI i
receptora transferyny oraz zahamowanie aktywnosci transferryny [88]. Innym
mechanizmem regulujagcym wewnatrzkomoérkowy poziom zelaza jest mechanizm

zwigzany z synteza hepcydyny [89],



Tiosemikarbazony sg atrakcyjnym przedmiotem badan innowacyjnych terapii
przeciwnowotworowych ze wzgledu na ich wieloptaszczyznowe dziatanie. Z jednej
strony ich kompleksy z zelazem generujg wewnatrz komérki wolne rodniki, powodujac
jej zniszczenie, z drugiej, zwigzanie zelaza pozbawia komdrki waznego skladnika,

niezbednego do proliferacji [90]. Komodrki nowotworowe, w odrdznieniu od zdrowych,

Rysunek 6
Kompleks zelaza z pochodng ketonu di-2-pirydylowego [90]

wykazujag zwiekszone zapotrzebowanie na zelazo, posiadajagc wiecej receptorow
transferyny na swej powierzchni [91]. Zwigzanie zelaza w formie kompleksu (Rysunek
6), powoduje zablokowanie transportu tego mikroelementu. Jest to réwniez powodem
zablokowania ekspresji ferrochelatazy, ktora w swej strukturze zawiera klaster [2Fe-
2S], poniewaz jej aktywno$¢ jest SciSle powigzana z  zawartoscig
wewnatrzkomérkowego zelaza [92], Zaburzenie gospodarki tego metalu w organizmie
powoduje réwniez zatrzymanie sie cyklu komoérkowego na etapie interfazy Gi/S [93].
Do prawidtowego przebiegu cyklu komérkowego wymagany jest szereg biatek i
enzymow, ktérych aktywnosc¢ jest Scisle powigzana ze stezeniem zelaza. Interfaza cyklu
komorkowego skfada sie z fazy Gi- pomiedzy koncem mitozy a rozpoczeciem syntezy
DNA, fazy S - obejmujacej synteze DNA, oraz fazy G2 - pomiedzy koncem syntezy
DNA a poczatkiem mitozy [94], Do przebiegu tych faz niezbedne sg cykliny oraz



odpowiadajgce im kinazy biatkowe (CDKSs). Ich nazwa CDKs (ang. cyclin-dependent
kinases) pochodzi stad, iz ich aktywno$¢ jest zalezna od cyklin, ktére same nie
posiadajg aktywnosci enzymatycznej [40], Zbyt mate stezenie zelaza powoduje
inaktywacje niektérych cyklin i kinaz biatkowych, co z kolei skutkuje zatrzymaniem
cyklu komérkowego. Efekt chelatacji powoduje réwniez zwiekszenie aktywnosci
genéw NDRG1 oraz BNIP3, odpowiedzialnych m.in. za inicjowanie apoptozy komérek
nowotworowych [82],

Tiosemikarbazony tworza z jonami zelaza toksyczne kompleksy, co jest
kolejnym, bardzo waznym czynnikiem, powodujacym degradacje komorki [95]. Zelazo
posiada zdolno$¢ wystepowania w dwdéch formach na réznych stopniach utlenienia:
Fe2+oraz Fe3+ przy czym formy te sg bardzo podobne strukturalnie. Kompleksy Fe2+i
Fe3+ z tymi sami ligandami sg réwniez niemal identyczne pod wzgledem struktury.
Analogie strukturalne umozliwiajg uczestniczenie w wielu reakcjach redoks, ktdre nie
mogtyby zajs¢ w przypadku réznic w sferze koordynacji. To wiasnie zdolno$¢ do
uczestniczenia w reakcjach redoks warunkuje biologiczng aktywno$¢ kompleksow
tiosemikarbazonow [82]. Bezposrednig konsekwencjg jest zahamowanie aktywnosci
reduktazy rybonukleotydowej (RR), ktéra ze wzgledu na wysokag ekspresje w
komérkach nowotworowych jest atrakcyjnym celem chemioterapii [96]. Tworzenie
DNA opiera sie na Kkilkuetapowym procesie, w ktéorym biorg udziat
deoksyrybonukleotydy. Ich synteza jest regulowana przez reduktaze, zbudowang u
ssakow z dwoch
podjednostek R1 i R2,
majacych swdj wkiad w
centrum aktywne enzymu.

Podjednostka R2 (Schemat

3) zawiera dwa atomy zelaza

oraz wolny rodnik
tyrozylowy, ktérego
destabilizacja, przez
reaktywne  formy tlenu,
powoduje zahamowanie Schemat 3
. . L. Podjednostka R2 z zaznaczeniem koordynacji jonow
katalitycznej zdolnosci selaza (odlegtosci w A) [96]

enzymu reduktazy [97], [98],



Badania wykazaty, ze samo zwigzanie zelaza nie wystarczy by chelator okazat
sie aktywny. Dopiero potgczenie efektu chelatowania zelaza oraz tworzenia
cytotoksycznych, aktywnych komplekséw redoks pozwala na uzyskanie chelatorow o
potencjalnej aktywnosci w terapiach przeciwnowotoworowych. Zdolnos$¢ chelatowania
zelaza przez tiosemikarbazony wiaze sie z obecno$cig tzw. ,miekkich” atomow
donorowych. Tak wiec obecno$¢ atomu siarki sprzyja wzrostowi aktywnosci
biologicznej w poréwnaniu do analogéw z atomami tlenu, ktory jest ,twardym”

donorem [82], [99].

2.10. Chelatory zelaza w terapii antynowotworowej

Zwigzki majgce zdolno$¢ kompleksowania jonéw metali, w tym zelaza, sg
niezwykle skuteczne w chemoterapii komérek nowotworowych [87], [100], [101].
Podziat tej grupy zwigzkéw moze zosta¢ dokonany z uwzglednieniem réznych
kryteriow, poniewaz do chelatoréw zelaza zaliczajg sie siderofory, produkowane przez
mikroorganizmy, biatka, etery koronowe oraz cata gama syntetycznie wytworzonych
zwigzkow [102], W rozdziale tym zostang opisane najwazniejsze z nich.

Tiosemikarbazony - oprocz wiasciwosci

antynowotworowych posiadajg szerokie spektrum

aktywnosci zwigzane z ich dziataniem

antybakteryjnym, antywirusowym oraz

przeciwgrzybiczym [82], Zwigzki te charakteryzuja

sie duzym powinowactwem nie tylko do jonow Rys-unf-)kY
Triapina

zelaza, ale rowniez miedzi, kobaltu, cynku czy niklu

[103-105]. Jak wspomniano wcze$niej mechanizm dziatania tej grupy zwiazkow
zwigzany jest m. in. z zahamowaniem ekspresji RR [106] [107], Inhibicji ulega rowniez
topoizomeraza Il [108]. Przeciwnowotworowe dziatanie tiosemikarbazonéw zwigzane
jest réwniez z zahamowaniem czynnosci biatka MDR1 [109] oraz generowaniem
reaktywnych form tlenu [110]. Popularnym lekiem opartym na strukturze
tiosemikarbazonu jest Triapina (Rysunek 7). Lek ten, dopuszczony do Il fazy badan
klinicznych [111-114], wi#asnie uzyskat ich pozytywny wynik. Jest szczegOlnie
skuteczny w zwalczaniu nowotwordw biataczki, ptuca oraz jajnikéw [115]. Kombinacja

Triapiny z innymi cytostatykami skutkuje zwiekszeniem efektywnosci leczenia.



Prawdopodobnym wytlumaczeniem tego
synergistycznego dziatania jest fakt, iz lek ten
hamuje procesy naprawy DNA, za ktorego
zniszczenie  odpowiedzialne sg  terapeutyKi
stosowane w leczeniu skojarzonym [115], [116].
Kolejnym zwigzkiem zawierajgcym w swej

strukturze uktad charakterystyczny dla
Rysunek 8

tiosemikarbazonéw jest Dp44mT (Rysunek 8).
Dp44mT

Badania nad pochodng ketonu di-2-pirydylowego,

przeprowadzone przez autorke niniejszej pracy, potwierdzaja wysoka skuteczno$é w
zwalczaniu komorek nowotworowych. Zbadano réwniez wptyw Dp44mT na ludzkie
komorki typu fibroblastow, ktore potwierdzity wczesniejsze badania dotyczace
selektywnos$ci tego zwigzku [93], [117], [118]. Pomimo duzej aktywnosci
przeciwnowotworowej przejawiajagcej sie w wyzwalaniu apoptozy komorek
nowotworowych [119], badania in vivo potwierdzily, iz zwigzek ten wykazuje
kardiotoksyczno$¢ [93], Kolejnym krokiem byta wiec modyfikacja struktury wiodacej
w celu uzyskania rownie skutecznych  pochodnych, z jednoczesnym
zminimalizowaniem skutkéw ubocznych ich stosowania. Wstepne badania nad kolejng
serig opartg na strukturze 2-benzoilopirydyny potwierdzity zachowanie wysokiej
skuteczno$ci antynowotworowej [120] tej grupy zwigzkéw, z jednoczesnym
zminimalizowaniem efektéw zwigzanych z uszkodzeniem migénia sercowego [121],
[122],

Deferoksamina (DFO) (Rysunek 9) - popularny lek stosowany w leczeniu
choréb zwigzanych z zaburzeniem gospodarki zelazem np. p-talasemii [123]. Ten
bakteryjny siderofor jest szeSciowigzalnym ligandem z duzym powinowactwem do
jonow zelaza. Skuteczny w leczeniu takich nowotwordw jak nerwiak ptodowy i
biataczka [124-126], z jednoczesnym zachowaniem selektywnosci w stosunku do

zdrowych komorek [127]. Mechanizm antynowotworowego dziatania DFO nie jest do

Rysunek 9
DFO



konca poznany. Tak jak w przypadku tiosemikarbazondw jest on zwigzany z inhibicjg
aktywnosci RR, jednak skfada sie z kilku czynnikéw. Jednym z nich jest zaburzenie
cyklu kwasu cytrynowego, fosforylacji oksydacyjnej oraz oddychania komdrkowego
[128],

Aromatyczne hydrazony -
przyktadem zwigzku tego typu jest
pochodna o nazwie 311 (Rysunek
10), wykazujaca duze powinowactwo
do wigzania jonéw zelaza skutkujace

hamowaniem proliferacji komorek
Rysunek 10

311

nowotworowych [129], [130],
Rezultatem poréwnania aktywnosci
tej pochodnej z szeroko stosowang DFO byto zwiekszenie skutecznosci dziatania w
stosunku do komdrek nowotworowych [131]. Otrzymana struktura krystalograficzna
oraz badania na liniach komdrek nowotworowych dowodzg innego mechanizmu
dziatania niz generowanie wolnych rodnikéw [132]. Korzystna warto$¢ wspdtczynnika
logP opisujgcego lipofilowo$¢ pochodnej 311 moze by¢ prawdopodobng przyczyng
wysokiej aktywnosci tego zwigzku. Istotny wkiad w wysoka skuteczno$¢ ma réwniez
wptyw na czynniki regulujgce cykl komérkowy [116].

Tachpyr (Rysunek 11) - zwyczajowa nazwa
pochodnej cis-1,3,5-triaminocykloheksanu. Badania
przeprowadzone na  komorkach  nowotworu
pecherza moczowego dowiodty okoto 15 - krotnie
wiekszej skutecznosci w poréwnaniu do DFO [133].
Zwigzek ten posiada szeS¢ miejsc mogacych

utworzy¢ wigzanie koordynacyjne z jonami metali
Rysunek 11

takimi jak zelazo, miedz czy cynk [134], Tachpyr

Mechanizm dziatania opiera sie na zahamowaniu

cyklu komoérkowego na etapie fazy Gz, ktdra jest szczeg6lnie podatna na dziatanie
promieniowania jonizujgcego, dlatego tez podanie opisywanej pochodnej znacznie
zwiekszato efekty leczenia [135], Zahamowanie proliferacji komoérek nowotworowych
spowodowane byto rowniez zahamowaniem syntezy ferrytny [133], co byito
konsekwencja inicjowania szlakéw $mierci apoptotycznej [136]. Apoptoza nastepowata

w sposob niezalezny od biatka p53, co w Swietle zastosowania w terapii nowotworowej



jest niezwykle korzystne [137]. W odr6znieniu od
zwigzku 311, kompleksy tej pochodnej pirydyny z
jonami zelaza posiadaty potencjat cytotoksyczny w
wyniku generowania reaktywnych form tlenu [116].
Doksorubicyna (Rysunek 12) - szeroko
stosowany w wielu typach nowotworow cytostatyk z
rzedu antracyklin. Przeciwnowotworowe dziatanie
tego leku jest ztozone, jednak najwazniejszym
czynnikiem jest utworzenie trwatego kompleksu z Rysunek 12
helisg DNA [138-141]. Ze wzgledu na do$¢ wysoka Doksorubicyna
kardiotoksyczno$¢ doksorubicyny najczesciej jest ona stosowana w leczeniu
skojarzonym (np. z DFO), w ktérym inne leki minimalizujg skutki uboczne jej

stosowania [142], [143].

2.11. Synergia farmakologiczna

Omowione wczedniej zagadnienia dotyczace mechanizméw  dziatania
fotouczulaczy oraz tiosemikarbazonéw dowodza wysokiej skutecznosci tych zwigzkoéw
w hamowaniu proliferacji komorek nowotworowych. Polgczenie dwoch lub kilku
metod terapeutycznych badZ lekéw prowadzié¢ moze do synergii ich dziatania. Oznacza
to, ze sumaryczny efekt dziatania jest wyzszy dla polgczonej terapii niz dla kazdej z
terapii oddzielenie [144], Obecnie badania dotyczace zastosowania kombinacji lekow
cieszg sie duzym zainteresowaniem, o czym S$wiadczy rosnaca liczba publikacji
traktujgcych o tym zagadnieniu (PubMed - ,synergy” 13359 rekordéw, ,drug
combination” 362503 rekorddéw). Ostatni termin jest przy tym nieco szerszy niz
synergia i obejmowac¢ moze rozne typy skojarzonego dziatania lekdw. Problem synergii
jest tak popularny ze wzgledu na korzysci, ktore uzyska¢ mozemy ze skojarzonego
dziatania substancji aktywnych m.in.:

> zwiekszenie skutecznosci lekéw, co prowadzi do wzrostu ich efektu
terapeutycznego,

> zmniejszenie dawki z jednoczesnym utrzymaniem skutecznosci,

> zmniejszenie ewentualnej toksycznosci,

> zmniejszenie lub spowolnienie uodpornienia na lek,



> dziatanie skierowane na kilka celéw molekularnych, badZz kilka choréb
réwnoczesnie,

> wykorzystanie roznych mechanizmow dziatania poszczegdlnych lekow [145].

Modelowanie synergii opiera sie na fizykochemicznym prawie dziatania mas.
Model opisujacy synergie opiera sie na czterech fundamentalnych rdéwnaniach
Hendersona-Hasselbalcha, Michaelisa-Mentena, Hilla oraz Scatcharda [146],
Podstawowym parametrem jest tzw. wspotczynnik kombinacji Cl (ang. combination
index) okre$lajacy rodzaj interakcji farmakologicznej w jaka wchodzg dwa leki.
Rownanie tgczace dawke lekow oraz efekt jej dziatania przybiera forme jak pokazano

ponizej [147], [148]:

fu \Dpn)
gdzie: D - dawka leku,
fa- ilo$¢ populacji na kt6rg oddziatuje dana dawka,
fu—ilos$¢ populacji na ktorag nie oddziatuje dana dawka,
Dm- dawka powodujaca 50 % ,,efekt”

m - wspobtczynnik opisujacy ksztatt krzywej dawka - efekt.

Cl dla kombinacji n lekbw wyrazany jest wzorem:

" (D)

gdzie: D - dawka leku,

Dx- dawka powodujgca 50 % ,efekt”.

Kiedy CI < 1 obserwuje sie synergie. Wartos¢ ClI = 1 oznacza efekt addytywny,
natomiast Cl > 1, antagonizm. W celu okre$lenia czy dane potgczenie terapeutykdw ma
dziatanie synergistyczne nalezy okresli¢ ksztatt krzywej dawka - efekt, ktory pozwala
na wyznaczenie parametru m oraz Dm Wykres zalezno$ci efektu od stosowanej dawki
w postaci logarytmicznej pokazany na Schemacie 4 pozwala na wyznaczenie
powyzszych parametréw [145]. Obliczenie CI jest stosunkowo proste kiedy wartosci
dawek wyrazi sie w formie bezwymiarowej, wowczas poszczeg6lne dawki moga by¢
przedstawione w dowolnych jednostkach. Obliczenia nie wymagajg znajomosci

struktury lekéw, ich masy czasteczkowej, ani mechanizméw ich dziatania. Znajomos$¢é



stosowanej dawki i efektu jej dziatania jest w petni wystarczajaca dla okre$lenia typu
oddziatywania w terapii kombinowanej. Warto w tym miejscu podkresli¢ empiryczny
charakter tak sformutowanego zagadnienia synergii badZz antagonizmu, ktorych
wyznaczenie musi zosta¢ okre$lone eksperymentalnie [92], [147], Nalezy rowniez
zwréci¢ uwage, iz wzrost dziatania wynikajgcy z kombinacji dwéch czynnikdw, ktory

jest wiekszy niz osobne dziatanie pojedynczych, nie zawsze oznacza synergizm [145].

a b
D log (D)
fe/hi = (DOm) log (fa | tu) *, m log (D) - m log (Dm)
(y<<<<>(+b
Schemat 4

a) zaleznos¢ sigmoidalna dawka - efekt,

b) zalezno$¢ liniowa dawka - efekt [145]
Istotne znaczenie w synergii odgrywa obnizenie dawki leku opisane tzw.
wspotczynnikiem redukcji dawki DRI (ang. dose reduction index), ktéry okresla ilu
krotnie mozna zmniejszy¢ dawke leku, aby osiggng¢ rezultat poréwnywalny do
dziatania kazdego leku z osobna. Pozwala to na minimalizacje skutkéw ubocznych, z
jednoczesnym zachowaniem skutecznosci. Wspotczynnik DRI dla kombinacji dwdch

lekdw okresla wzér;

@d\ (dA @riy, (dri)2

stad;

DRI -
DR~ W

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



W celu ustalenia maksymalnej synergii prowadzi sie eksperymenty majgce na celu
okreslenie optymalnej proporcji tgczonych terapeutykéw. Leki podawane sg w réznych
proporcjach, a nastepnie wybiera sie te, ktdra odpowiada maksymalnemu dziataniu
synergicznemu. Rodzaj oddziatywania moze zosta¢ przedstawiony w graficznej postaci
poligonogramu [145],

Badanie terapii kombinowanej in vitro nie stanowi problemu - jest stosunkowo
szybkie, tanie, powtarzalne i dokladne. Badania in vivo sg trudniejsze. Natomiast
kliniczne zastosowanie terapii kombinowanej stanowi juz znacznie bardziej ztozony

problem. Przyczyng jest w tym wypadku:

> duze zréznicowanie pacjentéw pod wzgledem pici, wieku, rasy, historii choroby

oraz stopniajej zaawansowania

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

suboptymalnej (mniejszej od standardowo przyjetej)

> brak mozliwosci nieograniczonego manipulowania dawka $Smiertelng

2.12. Rola biatka p53 w biochemii nowotworéw

Biatko p53 peini niezwykle wazng role w ludzkim organizmie. Proteina ta jest
kodowana przez gen supresorowy TP53, peinigcy funkcje zwigzane z hamowaniem
nadmiernej proliferacji, regulacjg cyklu komorkowego oraz naprawg DNA [149].
Mutacje w genie TP53 powodujg powstawanie réznych rodzajéow nowotworow. Nazwa
biatka p53 pochodzi od jego masy czasteczkowej, a doktadnie od wzorca o masie 53
kDa, ktérego migracja w przytozonym polu elektrycznym odbywa sie analogiczne. W
rzeczywistosci masa p53 jest nieco mniejsza, a roznica zwigzana jest z jego specyficzng
budowa. Najwazniejsza funkcja p53 zwigzana jest z indukowaniem apoptozy, bedacej
odpowiedzig komérki na uszkodzenia nici DNA, stres oksydacyjny oraz sygnaty
zwigzane z réznymi mutacjami. W zaleznoSci od stopnia uszkodzer biatko p53
wyzwala w komérce mechanizmy naprawcze lub, w przypadku zbyt rozlegtych mutacji,
uruchamia szlaki apoptotycznej smierci komorki [150]. Wszystkie wymienione procesy
majagce na celu zahamowanie szlakéw zwigzanych z powstawaniem nowotworu sg
wyzwalane przez caty szereg gendw, ktorych aktywacja zachodzi pod wptywem p53.

Do genow tych nalezg: CDKN1A i GADD45, zwigzane z zahamowaniem cyklu
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Struktura pierwszorzedowa p53 [151]

komoérkowego oraz naprawg DNA, oraz geny zwigzane z inicjowaniem procesow
apoptozy, takie jak BAX, CD95, DR5/KILLER, NOXA, PIG3, PUMA i inne [151].
Struktura pierwszorzedowa p53, przedstawiona na Schemacie 5, uwzglednia podziat na
poszczegO6lne domeny odpowiedzialne za r6zne procesy. N-terminalny koniec proteiny
odpowiada za wyzwalanie apoptozy poprzez oddziatywanie z r6znymi biatkami [152],
Domena wigzagca DNA, jak jej nazwa wskazuje, steruje procesami zwigzanymi z
przytaczeniem do helisy DNA, natomiast C-terminalny koniec peini funkcje
regulatorowe m. in. zwigzane z przybieraniem aktywnej postaci tetrameru [153-155],
W wielu pracach zostaty przedstawione badania dowodzace zwiekszonego stezenia
biatka p53 w komorkach dotknietych nowotworem [156], [157], W komdérkach
prawidtowych poziom p53 jest utrzymywany na statym, niskim poziomie, a samo
biatko zwigzane jest w postaci nieaktywnego kompleksu przez biatkko MDM2 [151].
Liczne doniesienia wskazujg, iz aktywno$¢é opisywanej proteiny jest zahamowana w
komérkach dotknietych mutacja nowotworowg. Przywrdcenie aktywnos$ci przez
niektére zwigzki powoduje zahamowanie proliferacji komoérek nowotworowych [158].
W pierwszej fazie badah klinicznych znajdujg sie zwigzki o nazwie nutliny, ktore
poprzez wigzanie sie z MDM2 hamuja jego interakcje z p53 [159]. Innymi zwigzkami
majacymi podobne dziatanie sg spiro-oksindole, powodujace zaburzenia w kompleksie
p53-MDM2 [160]. Z kolei zwiazek o nazwie RITA zapobiegal tworzeniu sie
wspomnianych kompleksow poprzez interakcje z p53 [161]. Istnieje jeszcze Kkilka
zwigzkéw majacych dziatanie powodujace aktywacje p53 [162], [163], jednak
szczeg6Ing uwage nalezy zwrdéci¢ na antybiotyk o nazwie aktynomycyna D. Obecnie
lek ten zostat dopuszczony do stosowania, ajego dziatanie zwigzane jest z uwalnianiem
biatek RPL11 i RPL5, wigzacych biatko MDM?2 [164], Interakcja z biatkiem p53
zachodzi réwniez w przypadku PplX (Rysunek 3), co skutkuje wywotywaniem

apoptozy w komérkach poddanych terapii PDT [165]. Najnowsze badania wskazuja



analogie w indukowaniu apoptozy przez biatko p53 oraz jego pochodng p73 [166],
Podobienstwo strukturalne tych dwoch protein warunkuje przejmowanie niektorych
funkcji w komorce, w tym procesow zwigzanych z wyzwalaniem szlakow $mierci
apoptotycznej [167]. Obecnie badania nad tym mato poznanym homologiem biatka 53
cieszag sie  duzym zainteresowaniem czynigc go nowym celem terapii
antynowotworowej. Mutacje w genie kodujagcym biatko p73 zachodzg o wiele rzadziej
niz w TP53 [168], Wspomniane wczes$niej nutliny, aktywujgce biatko p53 poprzez
interakcje z MDM2, aktywujg réwniez p73, co prowadzi do apoptotycznej Smierci
komérek linii nowotworu jelita grubego pozbawionej genu kodujacego p53 [169],
Badania te dowodzg, iz mechanizmy S$mierci zachodzace w komdrce sa niezalezne od
p53. Odkryto réwniez inne zwigzki dziatajgce w sposob analogiczny [170], [171]. W
Swietle wynikéw wskazujacych na fakt, iz 50 % nowotworéw powstaje w wyniku
mutacji w genie TP53 poszukiwanie zwiagzkéw aktywujgcych biatko p73 oraz
indukujacych tym samym apoptoze stanowi nowy, obiecujacy cel wspoétczesnej terapii

przeciwnowotworowej.

2.13. Mechanizmy $mierci komorkowej oraz wybrane sposoby ich detekcji

Rozwazajac  procesy jakim ulega komérka w  konteksScie terapii
przeciwnowotworowej wyr6zniamy pie¢ rodzajow S$mierci komdérkowej: apoptoza,
autofagia, nekroza, katastrofa mitotyczna oraz starzenie [172].

Apoptoza jest naturalnym procesem polegajacym na usunieciu uszkodzonych,
martwych badZ nieprawidtowych komérek. Jak dotad ten rodzaj $mierci komdrkowej
zostal najlepiej poznany. Pierwsza praca na ten temat zostata opublikowana w 1972
roku [173], natomiast 30 lat pdzniej zostata przyznana Nagroda Nobla za badania
dotyczgce tego zjawiska. Morfologiczny obraz komdérek apoptotycznych (Rysunek 13)
[174], [175] przedstawia charakterystyczne cechy jak:

1) obkurczenie jader i kondensacja chromatyny

2) obkurczenie komérek

3) wystepowanie pecherzykdw na powierzchni btony

4) wystepowanie ciatek apoptotycznych [176]



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

Proces apoptozy zachodzi wg kilku Sciezek. Pierwsza z nich to tzw. zewnetrzny szlak
apoptozy zachodzacy pod wplywem receptorow btonowych. W komorce zostaja
pobudzone receptory z rodziny TNF [177], uaktywnione sg rowniez niektére biatka z
rodziny kaspaz oraz biatka adaptorowe [178]. Komorka moze rowniez wejs¢ na droge
apoptozy przez tzw. wewnetrzny szlak zwigzany z mitochondrium, ktory zachodzi m.in.
pod wptywem stresu oksydacyjnego oraz reaktywnych form tlenu [179], [180], W
szlaku tym kanaliki mitochondrium ulegajg rozluznieniu, co prowadzi do uwolnienia
szeregu biatek m. in. cytochrom c oraz biatek z rodziny Bcl-2 [181]. Ponadto rozréznia
sie jeszcze Kkilka szlakow aktywowanych np. czynnikami stresu [182], badz
zwiekszonym stezeniem ceramidéw w komérce [172], Ponadto w procesie apoptozy
nastepuje zniszczenie takich biatek jak aktyna badz miozyna, co ostatecznie prowadzi
do degeneracji DNA przez nukleazy [183]. Apoptoza, w odr6znieniu od nekrozy nie
powoduje stanu zapalnego, poniewaz powstajgce ciatka apoptotyczne sg szybko
fagocytowane [184], Dotyczy to pojedynczych komorek, a nie, jak w przypadku
nekrozy, wiekszej ich liczby badZz catej tkanki. W przypadku gdy réwnowaga w
organizmie zostaje zaburzona, np. poprzez wystgpienie zmian nowotworowych,
woéwczas proces apoptozy moze ulec zahamowaniu, przez co komorki neoplastyczne

nie zostajg wyeliminowane.



Nekroza jest procesem patologicznym, prowadzacym do wywotania stanu
zapalnego. Komorka ulegajgca nekrozie pecznieje, po czym btona komodrkowa ulega
rozerwaniu i nastepuje catkowite zniszczenie struktur komorkowych [183].
Morfologiczny obraz zmian charakterystycznych dla nekrozy zostat przedstawiony na
rysunku 14. Zdjecie A przedstawia charakterystyczne pecznienie komorki, ktorej tresc¢
zaczyna wyciekaé, o czym S$wiadczy duza ilos¢ pecherzykdéw o réznych rozmiarach
obecnych na btonie [185]. Na zdjeciu B przedstawiono obraz komérek linii HCT116
uzyskany przy uzyciu mikroskopu elektronowego z rozréznieniem komorki w stanie

apoptozy oraz nekrozy [186],

Rysunek 14
Zmiany nekrotyczne w komorkach linii A - HeLa wg [185], B - HCT116 wg [186]

Przerwanie ciggtosci blony komérkowej skutkuje spadkiem poziomu ATP oraz
zwiekszeniem stezenia niektérych jonéw, jak np. Ca2+ co prowadzi do uruchomienia
szlakow wiodacych do destrukcji komorki [187], [188], Na schemacie 6 przedstawiono
podstawowe rdznice w zmianach morfologicznych komorki ulegajacej apoptozie i
nekrozie [189]. Ostatni etap (1C i 2C) zaliczany jest przez autoréw do nekrozy.
Pozostatosci komorki nastepnie zostajg fagocytowane, jednakze w przypadku szlaku
nekrotycznego wigze sie to z wystgpieniem stanu zapalnego. Fagocytoza komoérki,
ktérej Smier¢ nastgpita w wyniku apoptozy przebiega w sposéb bardziej tagodny,
najczesciej powstate ciatka apoptotyczne zostajg usuniete przez makrofagi lub

sgsiadujgce komorki [189], [190].
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Réznice w morfologii komérki w stanie NEKROZY
(1A - pecznienie, IB - wakuolizacja, zwiekszona przepuszczalnos$é btony, tworzenie
pecherzykéw, 1C - kurczenie, rozpad jader) oraz APOPTOZY
(2A - obkurczenie, kondensacja chromatyny, 2B - tworzenie uwypuklen na btonie, rozpad
jader, 2C - rozpad na ciatka apoptotyczne) wg [189]

Kolejny szlak, ktéremu moze ulec uszkodzona komérka to tzw. katastrofa
mitotyczna. Niektorzy naukowcy klasyfikujg ten rodzaj Smierci jako apoptoze badz
nekroze, prowadzace do zaburzehA mitozy [191-193], Konsekwencjg tego rodzaju
$mierci jest zahamowanie podziatbw komérkowych. Morfologiczny obraz komorki
przedstawia duze komorki z jednym duzym jadrem, badz z kilkoma mniejszymi, jednak
klasyfikacja tylko na podstawie obserwacji morfologii jest niezwykle trudna [194],
[195]. W odréznieniu od typowej apoptozy w przypadku S$mierci mitotycznej nie

obserwuje sie peknie¢ nici DNA oraz aktywacji niektoérych kaspaz [196], [197],



Autofagia jest rodzajem S$mierci komdrkowej zachodzacym m. in. w wyniku
niedoboru czynnikéw wzrostowych oraz pod wptywem rdéznego rodzaju uszkodzen.
Proces ten majacy na celu wyeliminowanie niepotrzebnych badz uszkodzonych
sktadnikow komorki jest zaliczany do drugiego typu zaprogramowanej smierci komorki
i wystepuje naturalnie w wigkszosci tkanek. Tak jak w przypadku apoptozy autofagia
réwniez jest kontrolowana przez biatka z rodziny Bcl-2[198]. W wyniku tego procesu
zbedne skiadniki zostajg otoczone podwdjng biong tworzac autofagosom, ktéry po
potgczeniu z lizosomem przekazuje mu sg zawartos$¢, ktora nastepnie zostaje zniszczona
przez hydrolize [192], Na rysunku 15 [194] zostaly przedstawione podstawowe rdznice
w morfologii komdrek bedacych w stanie A - apoptozy, B - nektozy, C - Kkatastrofy
mitotycznej oraz D - autofagii. Na zdjeciu D zobrazowano charakterystyczng

wakuolizacje, bedacg wynikiem utworzenia autofagosomow.

Rysunek 15

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

Wszystkie wymienione dotychczas rodzaje Smierci komorkowej sg wynikiem
réznych zaburzen badz uszkodzen, ostatni rodzaj jest jednak przypadkiem szczegdlnym,
poniewaz dotyczy naturalnego procesu starzenia. Proces ten jest zwigzany ze
skracaniem telomeréw, czyli koAcowych fragmentéw chromosomoéow 1199]. W
przypadku komoérek nowotworowych proces ten ulega zaburzeniu w wyniku dziatania
enzymu telomerazy, ktéra powoduje odbudowanie telomeréw i umozliwia
nieskonczong liczbe podziatdw komérkowych [200], Nalezy jednak wspomnie¢, ze
proces starzenia moze by¢ réwniez wywotany przez czynniki powodujgce uszkodzenia i
wtedy stanowi rodzaj programowanej $mierci komdarki, chronigcej organizm przed

mutacjami [201].



Uniwersalnym przyrzagdem pozwalajgcym oceni¢ rodzaj szlaku $mierci, na jaki
weszta komérka jest mikroskop elektronowy. Szczegdtowa analiza morfologii komorki
dostarcza cennych informacji o rodzaju programowanej $mierci komorki. Dodatkowo
istnieje wiele réznych testow wykorzystujacych techniki mikroskopii fluorescencyjnej,
cytometrii przeptywowej oraz elektroforezy.

Jedng z popularnych metod detekcji apoptozy jest test z aneksyng V sprzezong z
barwnikiem fluorescencyjnym - izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) [202], [203],
Komérka nieuszkodzona charakteryzuje sie asymetrycznym rozmieszczeniem
fosfolipidow btonowych np. fosfatydyloseryny (PS) w warstwie zewnetrznej i
wewnetrznej [204], Na skutek uszkodzern PS ulega przemieszczeniu do zewnetrznej
warstwy btony, co pozwala na rozpoznanie i usuniecie nieprawidtowej komorki na
drodze fagocytozy. PS ma zdolno$¢ do wigzania sie z aneksyng - biatkiem btonowym
wykazujgcym duze powinowactwo do ujemnie natadowanych fosfolipiddw, jakim jest
PS [205], Sprzezenie aneksyny z FITC pozwala na detekcje komoérek apoptotycznych
za pomocag technik fluorescencyjnych [203], Dodatkowo stosuje sie kontrbarwienie przy
pomocy jodku propidyny (JP), ktéry wnika do komorek z uszkodzong biong [206].
Komérki emitujgce czerwong fluorescencje okresla sie jako nekrotyczne (Rysunek 16
B), natomiast te ktére emitujg zielong barwe pochodzaca od FITC uznaje sie za komorki
w stanie apoptozy (Rysunek 16 A) [207]. Barwienie JP pozwala wykluczy¢ biad
zwigzany z zawyzong emisjg FITC spowodowang wigzaniem sie aneksyny do komorek

nekrotycznych, ktorych btona ulegta rozerwaniu [208].
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Rysunek 16
Komérki linii C6 barwione A - aneksyng V, B - jodkiem propidyny [207]



Kolejng metodg detekcji komorek bedacych w stanie apoptozy jest tzw. metoda
TUNEL, w ktdrej pociete fragmenty DNA sg wykrywane przy uzyciu mikroskopii
fluorescencyjnej lub cytometrii przeptywowej. Do oznaczenia wykorzystuje sie enzym
terminalnej transferazy [209], [210]. Metoda ta pozwala na obrazowanie komédrek
apoptotycznych oraz jak wspomniano wczesniej pozwala odrézni¢ apoptoze od
katastrofy mitotycznej, w przypadku ktdrej nie obserwuje sie peknie¢ nici DNA [196],
[200]. Do popularnych metod detekcji apoptozy nalezg rowniez elektroforeza w zelu
stosowana w technice Western biot, pozwalajagca na rozdzielenie poszczegdlnych

fragmentéw DNA [211].



3. Badania wiasne

3.1. Przeprowadzone syntezy

Gtownym celem prac syntetycznych niniejszej rozprawy byta préba otrzymania
8-hydroksy-chinaldyno-7-karbaldehydu (3), jako substratu do dalszych syntez
wiasciwych tiosemikarbazondéw. W tym celu zaplanowano wieloetapowg synteze z
kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowego (1), poprzez przeksztatcenie go w
chlorek kwasowy (2) a nastepnie redukcje do aldehydu. Nieoczekiwanie okazato sie, ze
produkt ostatniego etapu syntezy jest wysoce nietrwaty i ulega rozktadowi podczas
syntezy. Przeprowadzono szereg prob w rdéznych warunkach w obecnosci
tri-tertbutoksyglinowodorku litu jako reduktora. W kazdym przypadku otrzymywano
produkty rozktadu Ilub $lady aldehydu rozkiadajgce sie podczas wyizolowania.

Planowana strategie syntezy przedstawiono na schemacie 7.

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

Wszystkie otrzymane zwigzki zostaty poddane analizie z wykorzystaniem technik
chromatografii cienkowarstwowej (ang. thin layer chromatography; TLC) oraz
spektroskopii magnetycznego rezonansu jagdrowego (ang. nuclear magnetic resonance;
NMR). Interpretacja widm 'it NMR zostata umieszczona w rozdziale 5.2. Dalsze

modyfikacje podejmowano we wspotpracy, wykorzystujgc reakcje McFaydena-



Stevensa z tosylohydrazyng jako reduktorem [212], jednak nie przyniosty one
oczekiwanych rezultatow [213], Docelowy produkt powstawat tylko w $ladowych
ilosciach lub ulegat rozktadowi podczas prob wyizolowania.

W niniejszej pracy badaniom poddawano takze szereg tiosemikarbazonow
zaprojektowany i otrzymany w ramach badan prowadzonych w Zaktadzie Chemii
Organicznej, Instytutu Chemii US, w szczegélnosci w ramach pracy doktorskiej
wykonywanej przez mgr. inz. Macieja Serde [214], Poza naszym laboratorium zwigzKi
te jako analogi triapiny poddawane sa badaniom szerokiego spektrum dziatania
biologicznego w kilku o$rodkach biologiczno-medycznych w tym Uniwersytetu Sydney
oraz Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Pochodne 4 - 47, 52 oraz 59 - 75
zostaly otrzymane i zaprojektowane w ramach pracy doktorskiej mgr. inz. Macieja
Serdy, ktory dostarczyt probki zwigzkéw z przeznaczeniem do badan prowadzonych w
ramach niniejszej pracy. Pochodne 48 - 51 oraz 53 - 58 zostaty otrzymane i
zaprojektowane w laboratorium prof. Desa Richardsona z Uniwersytetu w Sydney.

Pochodne 48 - 50 oraz 53 zostaly zsyntezowane przez autorke pracy.

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

Pierwszy etap obejmowat synteze kwasu  8-hydroksy-chinaldyno-7-
karboksylowego (1), z wykorzystaniem reakcji Kolbego-Schmidta polegajacej na
dziataniu gazowym CO2 na sél potasowa s-hydroksy-chinaldyny [215], Otrzymano

z01ty, krystaliczny osad z 20 % wydajnoscia.

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

Chlorek kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowego (2) zostat otrzymany
na dwa sposoby z wykorzystaniem chlorku tionylu [216], [217] oraz chlorku oksalilu
[218], Wygenerowany chlorek, w postaci cielistego osadu, ze wzgledu na swa wysokg

reaktywnos$¢ zostat bezposrednio uzyty w nastepnym etapie bez wyodrebniania.



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

Proba syntezy 8-hydroksy-chinaldyno-7-karbaldehydu (3) zostata prowadzona
przy uzyciu tri-tertbutoksyglinowodorku litu [219]. Powstaty produkt reakcji poddano
analizie z wykorzystaniem 2,4-dinitrofenylohydrazyny, ktéra data wynik negatywny. Ze
wzgledu na wysoka reaktywno$¢ uzytego reduktora reakcja byta prowadzona w niskiej
temperaturze (-78 °C). Niestety w tych warunkach reakcja nie zachodzita, a podniesienie

temperatury prowadzito do dekarboksylacji substratu.

3.1.4. Synteza pochodnych tiosemikarbazonu

Tiosemikarbazony zostaly 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 tiosemikarbazonow

W rezultacie otrzymano szereg pochodnych z dobrymi wydajnosciami. Struktury

przedstawiono w tabeli 1.
Wydajnosc lit.

Nr pochodnej Struktura Wydajnosc [90], [95]
(Bp‘ﬁnT) R =C, R2= NHCH3 85 % 92%
(Bpﬁ’mn R = C, R2=N(CH32 80% 86%
(B;feT) R = C, R2= NHCHS5 83 % 91 %
(Dpi%T) R =N, R2= NHCH3 65% 67%

Tabela 1

Wydajnosci syntezy tiosemikarbazonéw



3.2. Pomiary elektronowych widm absorpcji i emisji

W celu poznania wiasnosci spektralnych badanych zwigzkéw przeprowadzono
pomiary widm absorpcji i emisji. Widma zostalty zmierzone dla zwigzkéw 17, 25 i 46
réznigcych sie strukturalnie, oraz pochodnych 48 - 51, 54, 56 - 58, 60 bedacych
analogami tiosemikarbazonu opartego na strukturze ketonu 2-benzoilopirydyny i di-2-
pirydyny. Zwigzki 17, 25, 46 oraz 60 zostaty wybrane ze wzgledu na badania dotyczace
ich wptywu na zwiekszenie efektu terapii PDT (rozdziat 3.6.). Pozostate pochodne
charakteryzowaly sie wysokag aktywnos$cig antynowotworowg, dlatego poznanie ich
wiasnosci absorpcji i emisji promieniowania moze zosta¢ wykorzystane do dalszych
badan. Pomiary widm absorpcji zostaly przeprowadzone dla r6znych stezen zwigzku,
natomiast widma emisji dla stezenia pozwalajgcego obserwowaé najwieksze natezenie
fluorescencji. Ponizej przedstawiono przyktadowe widmo absorpcji dla ré6znych stezen

zwigzku 57 (Wykres 1). Dla reszty zwigzkow otrzymano analogiczne widma.

----------- 1-10-4 M
---------- 0,510-4 M
----------- 0,2510-4 M

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

350

dtugosé fali [nm]

Wykres 1
Widmo absorpcji pochodnej 57



W celu iloSciowego okre$lenia wartosci absorpcji wyznaczono molowe wspotczynniki

absorpcji £ korzystajgc ze wzoru:
£=—- [M-1-cm_1],

gdzie:

A - absorbancja [j.u.],

c - stezenie [M],

1- grubos$¢ warstwy roztworu [cm] [221],

W tabelach 2 i 3 zostaty zebrane wartosci £ wyznaczone dla stezenia rownego 104 M

oraz wartosci dtugosci fali, dla ktérych wystepowato maksimum absorpcji i emisji.

Absorpcja Emisja

Nr
Zwiazku Struktura [M W 1 k fmax
[nm] [nm]
1,25 « 10
17 ) (300nm) 300,
(MS 168) N N N > 1,02 *103 348 S
* - O (348nm)
1,90 « 103
25 (312nm) 312,
456
(MS46) 1,34 « 103 358
(358nm)
s
. on 1,40 « 10
46 ) (284nm) 284,
(MS 193) C 1,13 w103 336 _
O N (336nm)
Tabela 2

Wiasnosci spektralne pochodnych 17, 25 i 46



POCHODNE 2-BENZOILOPIRYDYNY ORAZ KETONU DI-2-PIRYDYNY

Nr

zwigzku

48
(Bp4mT)
49
(Bp44mT)
50
(Bp4eT)
51
(Bp44eT)

54
(Dp44mT)

56
(Dp44eT)
57
(Dp4pT)
58
(Dp4dmT4pT)

60
(MS 154)

\ A /e

R1,R2

R1 =C, R2=NHCH3

R1 = C, R2 = N(CH3)2
R1 = C, R2 = NHC2H5

R1 = C, R2 = N(C2H5)2
R1 = N, R2 = N(CH3)2

R1 = N, R2 = N(C2H5)2
R1 = N, R2 = NHPh
R1 = N, R2 = NCH®h

R

1 =N,
R2 =

(13 Y _ A (13 Q
Tabela 3

[M W 1

1,83 « 103

1,15 103

1,90 » 103

1,39 « 103

1,42 « 10
(278nm)
1,49- 103
(344nm)

1,51 m103

2,44 « 103

1,69 « 103

s B

Absorpcja

[nm]

346

338

346

338

278,
344

344

354

346

344

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

Emisja

[nm]

438

396

390

380

390

394

420

410



Dane zebrane w tabelach 2 i 3 dowodza, iz otrzymane widma absorpcyjne
prawdopodobnie wskazujg na wystepowanie przejs¢ elektronowych typu n —*n* oraz n
—> t* [222], [223], Molowe wspotczynniki absorpcji wahaty sie w granicach od
1,02 « 103 do 2,44 « 103 Pochodna s-hydroksy-chinazoliny (17) oraz 7-hydroksy-
chinazoliny (25) posiadaty bardzo podobne widmo absorpcyjne z dwoma pikami z
zakresu 300 - 358 nm. Widmo fluorescencji, przesuniete w kierunku dtuzszych fal, byto
niemal identyczne dla tych dwdch pochodnych. Na wykresie 2 zostato przedstawione
przyktadowe widmo absorpcji i emisji zmierzone dla pochodnej 25. Intensywno$¢ pasm
emisji zostata odpowiednio zmniejszona w celu zobrazowania ksztattu oraz potozenia
poszczegdlnych pasm. Charakterystyczne przesuniecie Stokesa obrazuje pasmo emisji
wystepujace przy 456 nm z rdzng intensywnoscig w zaleznosci od dtugosci fali

wzbudzenia.

270 320 370 420 470 520 570

dtugos¢ fali [nm]

Wykres 2
Absorpcja i emisja pochodnej 25

Diugosci fali przy ktérych wystepowato maksimum absorpcji dla pozostatych
pochodnych wahaty sie w zakresie 278 - 354 nm. Niektore pochodne posiadaty jedno
pasmo absorpcji (pochodne 48 - 51, 56 - 60), natomiast pozostate dwie pochodne, tak
jak w przypadku analogéw 7 i 8-hydroksychinoliny dwa pasma (pochodne 46 i 54).
Wiekszo$¢ zwigzkow po wzbudzeniu odpowiednig dtugoscig fali generowaty widma

fluorescencji przy stezeniu 104 M. Natomiast zwiazki 46 oraz 60 nie posiadaty widma



emisji pomimo wielokrotnego rozcienczania roztworow, ktérych koncowe stezenie
wynosito 10” M.

Jako ze rozdziat ten jest poswiecony wiasnoSciom spektralnym zwigzkow
badanych w ramach przygotowania niniejszej pracy, na wykresie 3 prezentowane jest
widmo absorpcji PplX. Pasmo Soreta wystepuje przy 407 nm, natomiast pozostate
cztery pasma Q sg potozone w zakresie 500 - 650 nm. Giéwnymi przejSciami w
widmach absorpcyjnych porfiryn sg przejscia elektronowe tc —»n* [224], [225].
Charakterystyczne piki emisji PplX, wystepujgce przy 638 nm oraz mniejszy przy 702
nm (Awb = 407 nm), zostaty przedstawione na wykresie 4 ilustrujgcym natozenie widm
absorpcji i emisji. Tak jak w przypadku wykresu 2 intensywno$¢ pasm emisji zostata

odpowiednio zmniejszona.

Wykres 3
Widmo absorpcji PpIX

————— absorpcja

————— emisja

Wykres 4
Absorpcja i emisja PplX

dtugosé fali [nm]



3.3. Testy cytotoksycznosci

3.3.1. Test MTS

Test MTS jest kolorymetryczng metoda detekcji zywych, proliferujgcych
komorek. Barwng  substancjg jest zély  3-(4,5-dimetylotioazol-2-yl)-5-(3-
karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-2H-tetrazol inaczej zwany solg biekitu
tetrazolowego, ktéra jest przeksztatcana przez zywe komoérki w czerwono-purpurowy
formazan. Przemiana ta zachodzi w metabolicznie czynnych komoérkach przy udziale
enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej. 1lo$¢ wytworzonego formazanu jest
proporcjonalna do iloSci zywych komorek. Odczyty absorbancji przy dtugosci fali
charakterystycznej dla formazanu pozwalajg na okreslenie stopnia przezywalnosci
komoérek - a w konsekwencji na wyliczenie wartosci I1Cs0 - stezenia powodujgcego
50 % zahamowanie wzrostu populacji komdrek. W tabelach 4 - 1 3  zostaly
przedstawione struktury wszystkich badanych pochodnych wraz z otrzymanymi
warto$ciami 1Cso dla trzech linii komérkowych: HCT116 +/+, HCT116 -/- oraz NHDF.

(0] >
Wartos$ci ICso rzedu 10° |jM zostalty wyrdznione czcionkg pogrubiona.

Wyniki dotyczace analogdw chinoliny zostaly przedstawione w tabeli 4.
Sposrod zwigzkow tej serii najbardziej aktywna okazata sie pochodna 5. Zwigzek ten
wykazywat swoistg specyficznos¢, gdyz warto$¢ 1Cso wynosita okoto 102 |iM dla linii
HCT116 +/+, podczas gdy w przypadku linii HCT116 -/- osiggniecie tego samego
efektu byto mozliwe dopiero przy zastosowaniu ponad 10 razy wiekszego stezenia.
Poréwnujac do linii komoérek prawidtowych, dla ktérych 1Cso wynosito okoto 10 jiM,
mozna stwierdzi¢, ze badana pochodna oznacza sie rowniez wysoka selektywnoscia.
Analog pochodnej 5 zawierajgcy w swej strukturze atom wodoru zamiast grupy
metylowej na terminalnym atomie azotu (pochodna 4) wykazywat brak aktywnosci w
przypadku obu linii HCT116. Roéwniez pochodna 6, z atomem wodoru i grupg etylowa,
wykazywata dos¢ stabg aktywnos¢. Mozna wiec wnioskowac, ze obecno$é dwdoch grup
metylowych potgczonych z terminalnym atomem azotu ma istotny wptyw na aktywno$c
pochodnych z tej serii. Wysoka selektywnos$cig w stosunku do komoérek prawidtowych
oraz aktywnoscig w przypadku linii nowotworowych odznaczaty sie rowniez pochodne

9i13.



Nr
zZwigzku

4.
MS20

MS2

MS33

MS 164

MS45

MS 139

10.
MS 163

11.
MS 165

12.
MS 180

13.
MS 179

NH

‘NH

/ N =\
\W X

/A

HCT116+/+
ICH0[|iM]

>25

10,69 m10 3
+112.103

17,6
+2,98

1,49
+0,02

22,34
+5,18

26,16 103
+0,97 m10 3

1,44
+0,69

42,24 w107
+315 w103

0,39
+0,15

87,70 m1073

+43,86 m10’3

Tabela 4
Struktury i aktywnosci analogéw chinoliny (pochodne 4-13)

HCT116 -/-
IC30 [pM]

>25

0,13
+0,06

15,87
+2,00

1,56
+1,12

21,39
5,69

35,09 m103

+2.61 m103

3,55
+ 1,23

8510 m10°3

+36.80 w10

0,27
+0,16

0,48
+0,15

NHDF
ICs0 [MM]

10,58
+4,07

3,27
+0,88

14,49
+2,25

9,62
+ 1,80

3253 « 10
+7.16+10%

31,46 +10°
+817+103

9,44
+3,84



Pochodna 9 posiadajgca grupe metylowa oraz pierscien cykloheksanu przytgczone do
terminalnego atomu azotu, jest wyraznie bardziej aktywna od pochodnej 8 z atomem
wodoru oraz aromatycznym pierscieniem benzenu. Brak zdelokalizowanego wigzania n
oraz obecno$¢ grupy metylowej ma istotny wplyw zaréwno na selektywnos$¢ jak i
aktywnos$¢ tych analogdéw. W przypadku pochodnej 13 istotna jest obecno$¢ dwoch
atomow azotu w aromatycznym pierscieniu. Pojedynczy atom azotu, badz jego brak
powodowat utrate selektywnos$ci, pomimo iz wszystkie analogii wykazywaty aktywnos$é
na liniach komorek nowotworowych. Pochodne 7 i 10 przejawiaty podobny poziom
aktywnosci, siegajacy Kilku | iM w przypadku komérek HCT116 oraz nieco wiecej w
przypadku NHDF. Wartosci 1C50 dla pochodnej 11 wynosity od okoto 0,03 - 0,08 |iM
dla wszystkich linii, podczas gdy pochodna 12 wykazywata podobny, choé nieco
mniejszy, poziom aktywnosci. Powyzsza analiza zostata przedstawiona na wykresie 5
przedstawiajgcym zalezno$¢ aktywnosci (wartosci 1Cs0) na poszczegdlnych liniach od
rodzaju analogu chinoliny. Dodatnie wartosci stupkdéw na wykresie oznaczajg wartosci

ICs0 powyzej 1, ujemne ponizej 1, ktore obrazujg zwigzki o wysokiej aktywnosci.

Wykres 5
Aktywnos$¢ analogéw chinoliny w stosunku do komorek linii



prezentowane w tabeli 5.

Struktura wiodaca - pochodne 8-hydroksy-chinoliny

OH

Nr R HCT116+/+ HCT116-/-
zwigzku ICR0 [|iM] IC50 [MM]

14, NH 1,33 2,21
MS19 +0,35 +0,90

15. "h 2,98 . 103 2,69.103

MSI +0,18.103 +0,56.103

16. H 1,57 1,06
MS29 + 0,87 +0,26

17. —_ ,\/ \O 3,84 <103 16,77 +103
MS 168 X + 146103 +558+103

18. 24,97 20,87
MS44 +4,29 +3,22

19. 3,11 4,35
MS 142 + 1,92 + 1,35

Yy 0

20. N/ W 9,25 8,83
MS 166 Y / + 1,42 +0,63

21. 4,18 4,67
MS 167 V / (1 O + 1,46 + 2,04

o N\

22, N/ \ " 50,45 <103 5,01

Ms181 7 W ] i +28,14 «10 3 + 2,55
Tabela 5

Struktury i aktywnosci analogéw 8-hydroksy-chinoliny (pochodne 5-22)

NHDF
ICH0 [[iM]

>25

11,07
+431

>25

10,64
+ 3,48

5,36
+ 1,99

15,79
+4,63

8,88
+ 1,07

12,14
+ 3,58



Sposrdd pochodnych 8-hydroksy-chinoliny najbardziej aktywny okazat sie zwigzek 15.
Wartosci 1Cso w przypadku obu linii komorek nowotworowych wynoszg okoto 3 ¢ 10'3
pM. Jednocze$nie pochodna ta nie wykazuje aktywnosci w stosunku do linii
prawidtowych fibroblastéw. Warto$¢ 1Cso dla linii NHDF wynosi okoto 11 (jM czyli
jest okoto 3,5 tysigca razy wieksza od wartosci dla linii nowotworu jelita (Wykres 6).
Wartosci ICso dla pochodnych 14 i 16 utrzymywaty sie na poziomie kilku mikromoli w
przypadku linii nowotworowych, natomiast dla linii NHDF warto$¢ ta przekraczata 25
pM. Poréwnujac aktywnosci pochodnych 14 - 16, jak réwniez 4 - 6, nasuwa sie
whniosek, iz obecno$¢ dwdch grup metylowych na terminalnym atomie azotu na istotny
wplyw na aktywno$¢ zwigzku. Kolejnym ciekawym analogiem jest pochodna 17 o
podobnych, nieznacznie wyzszych, wartosciach 1Cso w przypadku linii bez zmian oraz
ze zmianami nowotworowymi. W wyniku poréwnania zwigzkow 7 i 17 z
podstawnikiem morfoliny nasuwa si¢ wniosek, iz modyfikacja w postaci przyfaczenia
grupy hydroksylowej w pozycji 8 pierscienia chinoliny skutkowata przeszto 300 -
krotnym wzrostem aktywno$ci w przypadku linii HCT116 +/+ oraz 60 - krotnym dla
linii HCT116 Poziom aktywnosci na linii NHDF zmienit sie z wartosci 3 pM na 10
pM, co w Swietle duzej toksycznosci w stosunku do linii nowotworowych znacznie
polepszyto selektywno$¢ pochodnej 17. Zwigzki 15 i 17 posiadajg cechy ktore

predestynujg je do dalszych badan. Interesujacym zwigzkiem z tej serii jest rowniez

100
18 19 2 n |22 m HCT116+/+
m HCT116 -/-
= NHDF
0,01
0,001

nr pochodnej

WykKres 6

Aktywno$¢ analogow 8-hydroksy-chinoliny w stosunku do komorek linii
HCT116 +/+, HCT116 -/- oraz NHDF



pochodna 22, ktérej wartos¢ 1Cso wynosi okoto 0,05 pM dla linii HCT116 +/+, 5 pM
dla linii HCT116 -/- oraz okoto 12 pM dla linii NHDF. Stukrotna réznica w aktywnosci
wzgledem dwdch linii nowotworowych moze wskazywaé, ze mechanizm dziatania
zwigzku 22 jest zwigzany z aktywnoscig biatka p53. Analogiczne zaleznoSci
obserwowane byly w przypadku pochodnej 13. Specyficzne oddziatywanie ze
szczegOlnym rodzajem nowotworu, z jednoczesnym zachowaniem znikomej
toksycznos$ci w stosunku do zdrowych komorek jest bardzo korzystng cechg, pozadang
w dalszych badaniach. Pozostale pochodne 19 - 21 wykazywatly Sredni poziom
aktywnosci, ktory byt poréwnywalny dla wszystkich linii. Poréwnujac wyniki
aktywnosci dla pochodnych 9 i 19 oraz 11 i 21 stwierdza sie, iz w tym przypadku
obecnos¢ grupy hydroksylowej znacznie pogarsza aktywno$¢ zwigzkéw 19 i 21.
Pochodna 18, podobnie jak 8, zostata uznana za nieaktywna dlatego, tak jak w
przypadku innych nieaktywnych zwigzkéw, nie zostata poddana testom na
poréwnawczych liniach komorek bez zmian nowotworowych.

W wyniku kondensacji 7-hydroksy-8-karbaldehydu chinoliny z odpowiednim
tiosemikarbazydem powstata kolejna seria pochodnych, ktérej wyniki aktywnosci

zostaty przedstawione w tabeli 6.

Strukturawiodaca - pochodne 7-hydroksy-chinoliny

HO
R KN
1 N
S
Nr R HCTI 16 +/+ HCTI 16 -/- NHDF
zwigzku ICs0 [pM] ICs0 [pM] ICs0 [HM]
23.
MS 162 T 21,18 +5,18 >25 .
Mzsts \,:,/ 1517 +2,39 7,78 + 1,92 >25
25. 20,75 £ 5,34 >25 >25

MS46



Nr
zwigzku

26.
MS47

27.
MS161

28.
MS49

29.
MS 138

30.
MS 176

31.
MS 159

32.
MS 160

33.
MS 177

34.
MS 178

NH

HCT116+/+
ICH0 [jiM]

>25

20,09 £ 0,28

16,28+1,69

18,99 + 0,54

12,46 + 2,08

20,20 + 0,26

7,45 + 0,66

9,15+ 1,19

10,09 + 0,70

Tabela 6
Struktury i aktywnosci analogéw 7-hydroksy-chinoliny (pochodne 23-34)

HCT116 -/-
ICH0 [jiM]

>25

19,84 +4 .87

18,62 + 2,79

18,89 + 3,65

12,54 + 1,69

20,33 + 0,86

8,88 + 2,53

6,84 + 5,48

9,44+1,35

NHDF
IC30 [pM]

>25

>25

14,94 + 161

9,18 + 3,68

8,48+1,66

12,14 + 4,17

10,08 + 1,23

10,12 + 2,71

9,56 + 1,44

W tej serii uktad chinoliny zawierat grupe hydroksylowag w pozycji 7, natomiast grupa

tiosemikarbazydu zostata podstawiona w pozycji 8. Ta modyfikacja negatywnie

wplyneta na aktywnos$¢ osiggang przez badane zwigzki.

Wszystkie pochodne

przedstawione w tabeli 4 mozna uzna¢ za nieaktywne, badz stabo aktywne zaréwno

wzgledem komérek nowotworowych jak i prawidtowych (Wykres 7). ICso najbardziej

aktywnej pochodnej 33 wynosito niecate 7 |[iM (dla linii HCT116 -/-). Podstawienie



grupy tiosemikarbazydu w pozycje 8 pierscienia chinoliny najprawdopodobniej
pogarszato zdolno$¢ chelatowania jonéw metali. W przypadku analogéw tej serii
odlegto$¢ pomiedzy dwoma sasiednimi atomami azotu tiosemikarbazydu, a atomem
azotu pierscienia chinoliny wynosi 3 atomy wegla. W przypadku podstawienia grupy
tiosemikarbazydu w pozycje 2 pierécienia chinoliny odlegto$¢ ta wynosi 2 atomy wegla,
i to wilasnie takie rozmieszczenie strukturalne okazato sie najkorzystniejsze dla

tworzenia komplekséw z jonami metali.

Wykres 7
Aktywnos¢ analogdw 7-hydroksy-chinoliny w stosunku do komoérek linii
HCT116 +/+, HCT116 -/- oraz NHDF

Wysokie aktywnos$ci uzyskane dla analogéw chinoliny oraz jej modyfikacji w
postaci podstawienia grupy hydroksylowej w pozycji 8 zainspirowaly synteze kolejnej
grupy zwigzkow opartych na strukturze chinoksaliny. Analogii majace w pierscieniu
dodatkowy atom azotu wraz z warto$ciami IC50 dla trzech linii komorkowych, zostaty

przedstawione w tabeli 7.



N R
H

Nr o HCTI16+/+ HCTI 16 /- NHDF
zwigzku IC0 [pM] ICs0 [pM] IC50 [pM]
35. oo\ 203+ 124 584+ 165 11,62+ 176
MS 185 W
36. JoV 3.92+074 224+1,47  9,61+0,90
MS 187 \ /
37. / \
N N + + 7,13 + 2
Vo res \ / 940+079 941+ 104 713 +0.8
/ \
M281'89 N N 573+075 849 +305 1581+5,08
v 7+ N\ [
39,
VIS 10 124+045 102+054 050+ 021
/
40.
Ve 1ss 615+ 128 8.72+164 273+ 177

y

Tabela 7
Struktury i aktywnosci analogéw chinoksaliny (pochodne 35-40)

Wyniki aktywnoS$ci uzyskane dla tej grupy pochodnych sg niezwykle interesujgce.
Obecno$¢ drugiego atomu azotu w pierScieniu ma bowiem decydujagcy wplyw na
aktywnos¢ tych pochodnych. Wyniki dla pochodnych chinoliny 11 - 13 wskazujg ich
wysokg aktywnos¢. Ulegta ona drastycznemu pogorszeniu w przypadku pochodnych 36
- 38. Modyfikacja pierscienia chinoliny polegajaca na dodaniu heteroatomu wptyneta
na utrate toksycznosci na wszystkich badanych liniach komorkowych. Sytuacja byta
podobna w przypadku poréwnania pochodnych 9 i 39. Pochodna 9 wykazywata wysoka
aktywno$¢ w stosunku do linii nowotworu jelita z jednoczesnym zachowaniem
selektywnosci w stosunku do fibroblastow. Warto$¢ I1Cso dla pochodnej 39 z atomem

azotu w pozycji para w stosunku do heteroatomu chinoliny wynosita okoto 1 pM, wiec



zaobserwowano okoto 30 - krotny spadek aktywnos$ci w poréwnaniu do aktywnosci
pochodnej 9. Selektywno$¢ ulegta drastycznemu pogorszeniu, pochodna 39
wykazywata stabg toksycznos$¢ w stosunku do komorek prawidtowych. Prawdopodobng
przyczyng utraty aktywnosci dla serii pochodnych chinoksaliny moze by¢é wplyw
wolnej pary elektronowej dodatkowego atomu azotu, utrudniajgcej tworzenie
kompleksu z jonem metalu. Wyniki powyzszej analizy zostaty przedstawione na

wykresie 8.

100

m HCT116+/+
m HCT116-/-

NHDF

35 36 37 38 39 V 40

01

nr pochodnej

Wykres 8
Aktywnos¢ analogdw chinoksaliny w stosunku do komorek linii



Jako jedyna z pojedynczym pierscieniem sposrdd wszystkich zbadanych serii

wyrozniata sie grupa pochodnych fenolu. Wyniki dla zwigzkéw tego rodzaju sg

prezentowane w tabeli 8.

Struktura wiodgca - pochodne fenolu

Nr R HCT116+/+ HCT116 -/-
zwigzku IC50 biM] IC20 [|lIM]
41, \
MS 192 '% 0 1539 #1,66 16,44 £3,11
42.
+
MS191 6,94+230 8,86+ 146
43.
MS 194 (:) 9,66 +2,50 10,59 + 1,19
o / \ 10,88 + 0,65 10,69+1,03
MS 195 ’ , : ,
W N
45.
MS141 >25 >25
/
A
Mgeigg { >25 >25
47. r \
MS 196 >25 >25
v
Tabela 8

Struktury i aktywnosci analogéw fenolu (pochodne 41-47)

NHDF
ICH [jiM]

>25

13,52 + 4,76

18,41 + 1,91

>25

>25

>25



Wszystkie pochodne z tej serii wykazywaty stabg aktywnos$¢ na wszystkich badanych
liniach komdrkowych. Wyniki dowodza, ze obecno$¢ dwoch pierscieni, badZ co
bardziej prawdopodobne, obecno$¢ heteroatomu moze mie¢ istotny wplyw na
aktywno$¢ pochodnych tiosemikarbazonu. Warto§¢ 1Cs0 najbardziej aktywnej
pochodnej 42 wynosita prawie 7 |iM na linii HCT116 +/+. W wiekszosci przypadkéw
aktywnosci analogéw z tej grupy przedstawione w postaci 1Cs0 wynosity kilkanascie
jiM (pochodne 41, 43 i 44) na liniach komorek nowotworowych. Dla pozostatych

zZwigzkow przekraczaty 25 |iM. Wyniki zostaty przedstawione na wykresie 9.

100

m HCT116+/+
m HCT116-/-
u NHDF

111
4 42 43 44

0,1

nr pochodnej

Wykres 9
Aktywnos¢ analogdw fenolu w stosunku do komérek linii

Wczedniej prezentowane wyniki aktywnosci odnosity sie do zwigzkow
zaprojektowanych, syntezowanych i opatentowanych w grupie prof. Jarostawa
Polanskiego. Kolejna seria analogdéw 2-benzoilopirydyny zostata opisana wczesniej w
zespole prof. Desa Richardsona z Uniwersytetu w Sidney. Zwigzki te posiadajg wysoka

aktywnos$¢ biologiczng (Tabela 9) oraz selektywnos$¢ [90], [121], [122], [226].



Struktura wiodaca - pochodne 2-benzoilopirydyny

. R
r"™oi
H

NI . HCTI 16 +/+ HCTI 16 --
zwigzku ICs0 [|IM] IC30 [|iM]

48, ~ 13,10 103+272 103 16,62 - 103+ 4,35 - 10'3
Bp4mT A

49, N , : -
iy 141 .103+0,32 103 2,75 w103+ 0,77 w10'3

50 SH

' 6,14 103+ 1,25.103 54,34 w103+ 24,82 - 103

BpdeT

. L N 321103+ 0,37 +103 9,91 «103+ 0,71 ml03
BpadeT \

Tabela 9
Struktury i aktywnosci analogdw 2-benzoilopirydyny (pochodne 48-51)

Otrzymane wartosci 1Cso potwierdzity wczesniejsze badania prowadzone przez zespot
prof. Richardsona. Aktywno$¢ pochodnych z tej serii waha si¢ od 1,41 « 103 do
16,62 m10~3 (iM. Pochodna 50 wykazywata dos¢ stabg aktywnos$¢ (w poréwnaniu do
reszty analogéw) na linii HCTI16 -/-. Dla zwigzkéw tych nie zostaty okre$lone
toksycznos$ci wzgledem linii zdrowych komérek, poniewaz dane pochodzg z publikacji
[90]. Seria pochodnych 2-benzoilopirydyny jest jednym z najbardziej aktywnych
szeregow badanych w niniejszej pracy. Swoista specyficznos¢ w stosunku do zdrowych
komorek, jak i wysoka aktywno$¢ stwierdzona na trzech liniach komorek
nowotworowych czyni te zwigzki niezwykle interesujagcym obiektem do dalszych

badan.



Modyfikacja zwigzana ze zmiang potozenia heteroatomu w pierScieniu
benzoitopirydyny miata na celu sprawdzenie wpltywu pozycji atomu azotu na
aktywnos$¢ pochodnych tej serii. Struktura pochodnej 4-benzoilopirydyny wraz

z aktywnoscig na liniach komorkowych HCT116 +/+ oraz -/- zostaly przedstawione w

tabeli 10.
4-benzoilopirydyno-tiosemikarbazon
Nr Struktura HCT116 +/+ HCT116 -/-
zwiazku ICs0 [pM] ICs0 [pM]
r™~ x N nh
52. H
MSI 13 >25 >25

Tabela 10
Struktura i aktywno$¢ pochodnej 4-benzoilopirydyny (pochodna 52)

Pochodna 4-benzoilopirydyny okazata sie nieaktywna na badanych liniach komorek
nowotworowych. Warto§¢ 1Cso w przypadku obu linii wynosita ponad 25 |iM.
Prawdopodobng przyczyng jest brak mozliwosci chelatowania jonow zelaza. Zwigzanie
jest to z uczestnictwem atomu azotu z pierScienia w tworzeniu wigzania
koordynacyjnego ligandu z jonem metalu. Na schemacie 9 zostaly przedstawione
schematyczne wigzania koordynacyjne pomiedzy
jonem metalu, a atomem siarki i azotu tancucha
tiosemikarbazonu. W  tworzeniu  kompleksu
uczestniczy¢ moze rowniez atom heterocyklicznego
azotu. Jednak w przypadku pozycji 4 (N4) wigzanie
nie moze zosta¢ utworzone ze wzgledow
sterycznych. Struktury krystalograficzne

komplekséw tiosemikarbazonu opisane dla takich
Schemat 9

Wigzania koordynacyjne
sie potwierdza¢ powyzsza hipoteze [83], [96], pomiedzy jonem Fe a S, N, N2

metali jak zelazo, mangan, nikiel czy miedz wydaja



[103], [227], [228]. Otrzymane wyniki byly przyczyng zaniechania dalszych badan
dotyczacych tej serii. Nalezy jednak podkresli¢, ze uzyskane wyniki stanowig dobre
uzasadnienie dla proponowanego mechanizmu dziatania badanych zwiazkéw, ktéry
opiera sie na tworzeniu komplekséw zelaza. Zwigzki posiadajace cechy strukturalne

utrudniajace powstanie takich komplekséw okazujg sie nieaktywne.

Kolejna seria dotyczy analogow ketonu di-2-pirydylowego (Tabela 11).
Pochodne 53 - 58 sg kontynuacjg badan grupy prof. Richardsona nad analogami 2-
benzoilopirydyny. Zwigzki te zostaty szeroko opisane w pracach [95], [117], [120],
[229], [230]. Pozostate pochodne 59 - 64 to wynik prac syntetycznych prowadzonych

przez mgr. Macieja Serde.

Strukturawiodaca - pochodne ketonu di-2-pirydylowego

H
0

Nr R HCT116 +/+ HCT116 -/- NHDF
zwigzku ICH0im] IC30 [pM] ICH0 [li M]

53. N 0,27 237 )
Dp4mT H +0,04 +0,97

54. QN 1,42 «10'3 5,27 +103 15,38
Dp44mT +0,13+103 + 1,59 m103 +5,06

55, "NH 51.76 +10 3 0.30
Dp4eT +7,30+103 +0,07

56. N 2,27 2103 12,97 +10 3 ]
Dp44eT +0,22+103 +3,22+10'3

V —

57. " 30,13 m10'3 64,53 +103

Dp4pT +49910'3 25,92 +103



Nr . HCTI16+/+ HCTI16 -~  NHDF
zwigzku IC%0 [pM] IC%0 [pM] ICH [pM]
5 ‘Zi‘m 11,26 w103 8,13 +103
P 1 P > +255+103  +0,64 +10'3
50. ,\/ \g 13,80 +103 14,09 +103
Ms1s5 T W +537 w103 +5,78 ml03
60. 0,81 w103 0,76 103  1,73+103
MS 154 w ~ 0 +0,13 103 +0,07 103 +0,71 +1073
61. 2,06+103 9,16 w103 0,16
MS 199 < K "> +088:103 +141-103  +004
62. [ v NP\ a781.103 3128-103 1385-103
MS200 W -~V Y 05103 +322+103 +0,03+103
63. NA Aﬁ_/_\"“ * %91 4,43 ]
MS104 *"° \-J 63 36
64. aa N___II 1984 3 39,95 M3 ;
MS 153 N\ / +1,77 3 +344 W3
Tabela 11

Struktury i aktywnosci analogow ketonu di-2-pirydylowego (pochodne 53-64)

Otrzymane wyniki

aktywnosci

dla pochodnych tej

serii

dowodza,

iz zwigzKi

zawierajgce w swej strukturze uktad podwadjnego pierScienia ketonu di-2-pirydylowego
odznaczaja sie wysoka aktywnoscig biologiczng. Wszystkie zwiagzki przedstawione w
tabeli 11 posiadaty warto$¢ ICso ponizej 4 pM, przy czym zdecydowana wiekszo$é
wykazywata poziom aktywnosci rzedu nanomoli (Wykres 10). Aktywno$¢ pochodnych
z serii Dp (53 - 58) na liniach komorek nowotworowych byta bardzo wysoka - warto$¢
ICs0 dla najbardziej aktywnego analogu (54) wynosita okoto 1 ¢ 10'3 pM dla linii
HCTI 16 +/+. Zwigzek ten posiadat w swej strukturze dwie grupy metylowe na
terminalnym atomie azotu, co potwierdza wczesniejsze wyniki wysokiej aktywnosci
oraz selektywnosci dla zwigzkow tego rodzaju (pochodne 5, 15, 49). Zastgpienie jednej

grupy metylowej atomem wodoru (pochodna 53) spowodowato okoto 200 - krotny



spadek aktywnos$ci (wzrost 1Cso0) dla linii HCT116 +/+ oraz 450 - krotny dla linii
HCT116 Podobna sytuacja wystepowata dla pochodnych 4 oraz 14. Pordéwnanie
pochodnych 55 i 56 nasuwa wniosek, iz obecno$¢ dwoch grup etylowych jest bardziej
korzystne z punktu widzenia aktywnosci biologicznej. Selektywno$¢ zwigzkéw 53 - 58
zostata opisana w pracach [118], [130], Pochodna 54 jako jedyna zostata wybrana do

testdw na linii NHDF, a otrzymane wyniki potwierdzity wyniki zawarte w cytowanych

pracach.

| HCT116+/+
I HCT116-/-

1NHDF

nr pochodnej

Wykres 10

Aktywnos¢ analogéw ketonu di-2-pirydylowego w stosunku do komérek linii

ZwiazkKi z serii MS (pochodne 59 - 64), oprdcz analogu 63 posiadaty niskie wartosci
ICs0 rzedu nanomoli (wysokie aktywnosci). Pochodna 60 jest najbardziej aktywnym
zwigzkiem ze wszystkich 72 zbadanych. Wartos¢ 1Cso w przypadku obu linii
nowotworowych wynosi okoto 0,8 « 107 pM. Jednak tak jak w przypadku pozostatych
pochodnych nie wykazuje selektywnosci w stosunku do komoérek prawidtowych.
Poréwnujac pochodne 60 - 62 mozna stwierdzi¢, iz wraz ze wzrostem iloSci atoméw
azotu w aromatycznym pierscieniu podstawnika maleje aktywno$¢. Co ciekawe, jedynie
pochodna 61 odznaczata sie niskg toksycznoscia w stosunku do linii NHFD, ktéra w
przypadku zwigzkéw 60 i 62 byla znacznie wyzsza. Poréwnanie pochodnych 63 i 64
nasuwa wniosek, iz wptyw grupy hydroksylowej podstawnika wptywa negatywnie na

aktywnos¢ tych zwigzkow.



Na wykresie 11 przedstawiono zalezno$¢ frakcji komédrek przezywajacych (linii

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

120
100 |
80

60 | HCT116-/-

0,0001 0,0005 0,001 0,005 0,01 10

stezenie [uM]

I HCT116+/+

NHDF

IS
o

N
o

Wykres 11

Przezywalnos$¢ komorek linii HCT116 +/+, HCT116 -/- oraz NHDF po 96 godzinnej
inkubacji z pochodng 60

Wszystkie wartosci 1Cso zostaty obliczone w programie GraphPad Prism w oparciu o
dopasowanie do funkcji dawka - efekt dla zwigzkéw dziatajagcych hamujaco na

proliferacje. Przeklad takiej krzywej zostat przedstawiony na wykresie 12.

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



Aktywnosci zwigzkéw opartych na strukturze (3,3-dimetylobut-l-yno)-benzenu

na dwdch liniach komérek nowotworowych przedstawiono w Tabeli 12.

Struktura wiodgca - pochodne (3,3-dimetylobut-1-yno)-benzenu

Nr R HCTIl 16 +/+ HCTI 16 -/-
zwigzku 1Cs0 [pM] 1Cs0 [mM]
65.
SM22 nn2 ] >25
|v|656| 12 A >25 >25
67. N H
SM25 ] >25
68.
SM24 - >25
Tabela 12

Struktury i aktywnosci analogéw (3,3-dimetylobut-l-yno)-benzenu (pochodne 65-68)

Wszystkie pochodne (3,3-dimetylobut-l-yno)-benzenu nie wykazywaty aktywnosci
wzgledem komdrek nowotworowych. Niska aktywno$¢ na linii HCTI 16 -/- byla
powodem, iz zaniechano dalsza analize na komoérkach bez nokautu genu kodujacego
biatko p53. Obecnos¢ potrojnego wigzania w strukturze tiosemikarbazonu
prawdopodobnie usztywnia czgsteczke, ktora traci tym samym mozliwo$¢ chelatowania

zelaza. Takze brak heteroatomu w pierscieniu prawdopodobnie ma istotny wkiad w

brak aktywnosci przeciwnowotworowej.



Ostatnia seria pochodnych dotyczy komplekséw z jonami rutenu oraz cynku
(Tabela 13).

Kompleksy z rutenem i cynkiem

_ . HCT116 -/-
N Kk Struktura ligand
r zwiazku ruktura ligandu G50 [mM]
69. >25
SM3-Ru
70.
SMS-Ru >25
N------NH
71. /
MSIOO-Ru Br- >25
/ \
N------NH
72. / P NH2 S5
MS91-Ru \ |/ /
a a
N------NH
73.
. * 25
MS97Ru ci \ / - >
a
N------NH
74. . /
Cl-
MS96-Ru \ A >25
d
N------NH
75.
MS96-Zn r\ >25

Tabela 13

Struktury i aktywnosci kompleksow z rutenem i cynkiem (pochodne 69-75)



Dane zebrane w tabeli 13 dowodzg, iz kompleksy pochodnych tiosemikarbazonu z
jonami rutenu oraz cynku nie wykazujg aktywnosci wzgledem linii HCT116 -/-.
Struktury Kkrystalograficzne pochodnych 69 - 74 zostaly 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 [RuCI(CO)(MS100)(PPh37 [232]
Struktury komplekséw przedstawione na rysunku 17 wskazujg na S, N - donorowy
charakter ligandu, podobnie tak w przypadku kompleksow z zelazem (rysunek 6).
Pomimo braku aktywnosci na liniach komdrek nowotworowych zwigzki te dostarczajg
cennych informacji na temat struktury utworzonych komplekséw. Ponadto zwiazki te
moga znalez¢ zupetnie inne zastosowanie np. jako katalizatory w utlenianiu pierwszo i

drugorzedowych alkoholi [233] lub redukcji ketonow [234],



3.3.2. Test klonogennosci

W celu okreSlenia tzw. toksycznosci przewlektej badanych zwigzkéw w
stosunku do linii komérek nowotworowych przeprowadzono test klonogennosci. Test
ten ilustruje zdolno$¢ komorek do tworzenia kolonii, po wczed$niejszym zaaplikowaniu
testowanego zwigzku. Pozwala stwierdzi¢ czy dany zwigzek hamuje rozwdj komorek
oraz czy niszczy systemy odpowiedzialne za naprawe uszkodzen DNA, a wiec czy
posiada zdolno$¢ do regeneracji i dalszej proliferacji [235]. Komorki, ktére po
zaaplikowaniu badanej substancji zachowaly zdolno$¢ do wytworzenia klonow,
posiadajg tak zwany potencjat klonogenny. Wykonanie oznaczenia polegato na podaniu
komdrkom badanego zwigzku, dziewieciodniowej inkubacji, a nastepnie zliczeniu
powstatych kolonii. Za kolonie uznawano Klaster liczacy co najmniej 50 komorek,
odpowiadajacy 6 podziatom mitotycznym. Pomiar weryfikowato przy uzyciu
mikroskopu odwrdconego za pomocg
ktorego liczono komoérki w koloniach U
uznanych za watpliwe (Rysunek 18). Ze
wzgledu na losowg Smier¢ w wyniku
roznych uszkodzen nie wszystkie posiane
komorki utworzyly kolonie, dlatego dla Rysunek 18
komorek  kontrolnych  obliczono  tzw. A - kolonia liczaca wiecej niz 50
wydajnos$¢ posiewu (ang. plating efficiency; komérek, B - kolonia watpliwa
PE);

PE = V
gdzie: Lk - liczba wytworzonych na szalce kolonii,
Lo- liczba posianych komorek.
Nastepnie korzystajgc z PE obliczono frakcje komorek przezywajacych (ang. surviving
fraction; SF). SF dla komorek kontrolnych przyjeto za réwne 1

SF =
(LO PE)

Oznaczenia zostaly przeprowadzone dla wybranych pochodnych 2-benzoilopirydyny
oraz ketonu di-2-pirydyny, ktérych struktury wraz z wartosciami ICso dla linii HCT116
+/+, uzytej w tescie klonogennosci, zostaty zebrane w tabeli 14. Pochodne 49, 51 i 56

zostaly wytypowane do opisywanego testu ze wzgledu na fakt, iz sg to jedne z



najbardziej aktywnych zwigzkéw przebadanych w ramach przygotowania niniejszej
pracy. Pochodne 55 i 53, posiadajgce nizszg aktywnos$¢, zostaly wybrane w celu
poréwnania z ich bardziej aktywnymi analogami. Ze wzgledu na znaczng roznice w
aktywnosciach opisywanych pochodnych, wyniki zostaty przedstawione na dwoéch

wykresach 13 i 14.

POCHODNE 2-BENZOILOPIRYDYNY ORAZ KETONU DI-2-PIRYDYNY

R2
A S
H
@)
Nr 1 R2 HCTI 16+/+ SF dla
zwigzku ’ ICs0 [pM] c- 0,02 pM
49 1,41 - 103
R1=C,R2= 1,39 *10-4
(Bp44mT) N(CH3)2 +0,32 «10'3
56 R1 =N, R2= 2,27 =103 500 *10%2
(Dp44eT - H20) N(C2H5)2 +0,22 -10'3 '
51 3,21 103
Rl1=C,R2= 1,24 «10'1
(Bp44eT) N(C2Hs)2 +0,37 <103
55 R1 =N, R2= 51,76 <103 204 «101
(Dp4eT) NHC2Hs +7,30- 10'3 '
53 R1=N,R2= 0,27 5 85 - 1001
(Dp4mT) NHCHS3 +0,04 ’

Tabela 14
Struktury, aktywno$ci oraz wspdtczynnik SF dla pochodnych 49, 56, 51, 55, 53

Otrzymane wartosci wspétczynnika SF dobrze korelujg z wartos$ciami 1Cso (Tabela 14).
W przypadku najbardziej aktywnych pochodnych (49, 56 i 51) nie udato sie
wyhodowaé koloni dla stezen powyzej 0,2 pM, dlatego pomiary prowadzono w zakresie
obejmujacym stezenia od 10" do 0,02 pM. W przypadku najbardziej aktywnej
pochodnej 49 przy stezeniu 0,01 pM obserwowano drastyczny spadek proliferacji
komdrek. Sytuacja byla odmienna w przypadku zwigzkéw mniej aktywnych. Pomiary

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



Niskie stezenia (ponizej 5 « 10' pM) wymagaty posiewu niewielkiej iloSci komorek.
Dopiero stezenie okoto 1 pM powodowato istotny spadek zywotnosci komérek. Wyniki

obrazujg wykresy 13 i 14.

stezenie [|iM]

Wykres 13
Zaleznos$¢ frakcji przezywajacej (SF) od stezenia dla pochodnych 49, 51 i 56

stezenie [|iM]

Wykres 14
Zaleznos¢ frakcji przezywajacej (SF) od stezenia dla pochodnych 53 i 55



W celu zobrazowania morfologii komdrek po inkubacji z badanymi zwigzkami
wykonano zdjecia w Swietle przechodzacym. Do badan zostaty wybrane dwa zwigzki -
najbardziej aktywna pochodna 60 oraz pochodna 46 uznana za nieaktywng. Stezenia
zwigzkow (zwigzek 60 - 2 « 103 pM, zwigzek 46 - 25 pM) dobrano na podstawie
przeprowadzonego wczesniej testu MTS. Obrazy morfologii komoérek w przypadku
pochodnej 60 zostaty zarejestrowane w dwdch punktach czasowych 24 i 96 godzin. W
przypadku pochodnej 46 nie obserwowano istotnej réznicy w morfologii komdrek po
czasie 24 i 96 godzin. Na rysunku 19 przedstawiono zmiany morfologiczne komorek
linii HCT116 +/+ po inkubacji z pochodnymi 60 i 46. Zdjecie 19 A wykonane po 24
godzinach inkubacji przedstawia cechy charakterystyczne dla apoptozy; (strzatki) 1
obkurczenie jader i kondensacja chromatyny, 2 obkurczenie komdérek, 3 wystepowanie
pecherzykdéw na powierzchni blony. Nie obserwowano jednak wystepowania

charakterystycznych ciatek apoptotycznych. Po 96 godzinnej inkubacji obraz

Rysunek 19

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



morfologiczny ulegt drastycznej zmianie. Komorki wykazywaly juz znaczny stopien
degeneracji, byly zaokraglone, a tres¢ komoérkowa przedostata sie¢ na zewnatrz blony
komoérkowej (zdjecie 19 B, strzatka 4). W przypadku obrazéw uzyskanych dla
pochodnej 46 (zdjecie 19 C) nie zaobserwowano istotnych réznic w morfologii
komoérek inkubowanych z opisywang pochodng oraz komorek kontrolnych (zdjecie 19
D). W obu przypadkach komérki zachowaly swdéj pierwotny ksztatt, byty adherentne
oraz dobrze zachowane.

W celu bardziej doktadnego okreslenia mechanizmu $mierci, jakiemu ulegajg
komérki po 96 - godzinnej inkubacji z badanymi zwigzkami wykonano barwienie
jodkiem propidyny. W oznaczeniu tym wykorzystuje sie zdolnos¢ JP do wigzania z
DNA, ktore zachodzi tylko w przypadku komdrek z uszkodzong biong [236],
Maksimum absorpcji JP wystepuje przy 535 nm, natomiast widmo emisji
charakteryzuje sie maksimum dla dtugosci fali réwniej 617 nm. Rezultaty przedstawia

rysunek 20.

Rysunek 20

Zmiany morfologiczne oraz barwienie JP komorek linii
HCTI 16+/+;
A, B- pochodna 60, C, D - pochodna 46, E, F - kontrole,
skala 100 (jm



Otrzymane zdjecia dowodzg, iz po 96 godzinach inkubacji ze zwigzkiem 60 (Zdjecia 20
A i B) komdrki wykazywaty cechy typowe dla nekrozy lub pdzniej apoptozy. Btona
komorkowa ulegta rozerwaniu o czym Swiadczy czerwona fluorescencja (Zdjecie 20 B).
W przypadku komorek inkubowanych z pochodna 46 (Zdjecia 20 C i D) oraz komdrek
kontrolnych (Zdjecia 20 E i F) nie obserwowano powyzszych zmian, a komoérki nie
emitowaty czerwonej barwy. Obrazy morfologii komoérek po 24 - godzinnej inkubacji z
pochodng 60 nasuwajg wniosek, iz komdrki wstgpity na apoptotyczny szlak $mierci.
Jednak brak charakterystycznych ciatek apoptotycznych oraz wyniki barwienia JP dla
96 - godzinnej inkubacji, nie dajg jednoznacznych wynikéw. Na podstawie testow
przeprowadzonych w niniejszej pracy mozna wysungé przypuszczenie, iz komérki po
24 godzinach inkubacji ulegajg apoptozie, jednakze dluzsze czasy powodujg catkowite
zniszczenie komorki, ktéra traci integralnos¢ blony. Przeprowadzone wcze$niej testy
cytotoksycznosci zostaly wykonane po 96 godzinach inkubacji ze zwigzkiem. W
wyniku przeprowadzonych testéw oceny morfologii oraz barwienia JP stwierdza sig, iz
taki czas inkubacji w przypadku pochodnej 60 powoduje degradacje komoérki. W
przypadku pochodnej 46, ktora nie wykazywata toksycznosci w stosunku do linii
komoérek HCT116 +/+ otrzymane obrazy morfologii oraz test z barwieniem JP

potwierdzaja obojetnos¢ tej pochodnej w stosunku do badanej linii komdérkowej.

3.5. Mechanizm dziatania - generowanie reaktywnych form tlenu

W celu okre$lenia mechanizmu dziatania badanych zwiazkéw przeprowadzono
test okreslajacy generowanie reaktywnych form tlenu. W tescie tym wykorzystuje sie
acetylowang pochodng 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny (H2DCFDA). W reakcji
odszczepienia grup acetylowej oraz utlenienia przez wewnatrzkomorkowe esterazy
powstaje pochodna 2',7'-dichlorofluoresceiny (DCF) emitujaca zielona fluorescencje,
bedacg indykatorem ROS [237-239]. Maksimum absorpcji barwnika wystepuje w
zakresie 492 - 495 nm, natomiast emisja jest obserwowana dla dtugosci fali z zakresu
517 - 527 nm. Test zostatl przeprowadzony dla najbardziej aktywnej pochodnej 60 w
stezeniu 10" pM. Czas inkubacji komorek ze zwigzkiem zostat skrécony do 24 godzin,
w oparciu o wczeSniej przeprowadzone test oceniajgce morfologie komérek. W
przypadku 96 - godzinnego czasu inkubacji komorki wykazywaty juz znaczny stopien
degeneracji, a obserwacja ROS nie bylaby mozliwa. W celu poréwnania z kontrolg

negatywng i pozytywna zastosowano rowniez barwienie komorek niczym nie



traktowanych, oraz komoérek inkubowanych 10 minut ze 100 |jM roztworem H20:2.

Rezultaty przedstawiono na rysunku 21.

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

A, B - pochodna 60, C, D- HXD 2 E, F - kontrole,
skala 100 pm
Otrzymane zdjecia dowodza, iz po 24 godzinach inkubacji ze zwiagzkiem 60 (Zdjecia 21
A i B) komdrki emitujg zielong fluorescencje, ktéra Swiadczy o generowaniu ROS.
Komorki traktowane H202 (Zdjecia 21 C i D) rowniez wykazujg cechy $wiadczgce o
utworzonych reaktywnych formach tlenu. Sytuacja jest odmienna w przypadku
komdérek kontrolnych (Zdjecia 21 E i F), ktore nie emituja zielonej barwy. Otrzymane
rezultaty sa zgodne z wynikami uzyskanymi w zespole prof. Richardsona dla analogéw
ketonu di-2-pirydylowego [103], [117]. Mechanizm dziatania tego typu pochodnych jest

w duzej mierze zwigzany z generowaniem reaktywnych form tlenu.



3.6. Badania nad wptywem chelatoréw na zwigkszenie efektu terapii PDT

3.6.1. Kinetyka powstawania PplX po egzogennym podaniu ALA

W celu wyznaczenia maksymalnego stezenia PplX w komdrkach
przeprowadzono eksperymenty dla réznych czaséw inkubacji z ALA. Rodzaj linii
komédrkowej, ilos¢ komoérek oraz czas ich wzrostu zostaly wyznaczone we
wczesniejszych eksperymentach opierajac sie na doniesieniach literaturowych. Wyniki
sg prezentowane na wykresie 15, przedstawiajgcym zalezno$¢ intensywnosci

fluorescencji PplX od czasu inkubacji z ALA.

Wykres 15
Kinetyka powstawania PplX

Interpretacja otrzymanych wynikéw pozwolita wyznaczyé najbardziej efektywny czas
inkubacji komoérek z ALA, ktory wynosi okoto 24 h. Dluzsze czasy nie powodowaty
wzrostu stezenia PplX w komdrkach. W czasie pomiaréw sprawdzano zywotno$é
komorek przy pomocy testu MTS. Przez caly okres trwania pomiaru (74 h) komorki
wykazywaty aktywnos¢ enzymu dehydrogenazy mitochondrialnej, co powodowato
zmiane zabarwienia medium S$wiadczacg o obecnosci formazanu. Brak surowicy nie
powodowat zahamowania proliferacji komorek. Zmiany intensywnosci fluorescencji w
czasie prawdopodobnie $wiadczg o zaleznoSci powstawania PplX od fazy cyklu

komérkowego. Pomiary zostaly przerwane po zaobserwowaniu niewielkiego spadku



intensywnosci  fluorescencji oraz osiagnieciu maksymalnego stopnia konfluenciji.
Powyzsze wyniki dotycza stezenia ALA réwnego 1000 |jM, ktére zostato wybrane po
przeprowadzeniu wczedniejszych eksperymentéw z réznymi stezeniami. Wyniki sg
prezentowane na wykresach 16 i 17 przedstawiajacych widma fluorescencji PplX w

wybranych punktach czasowych (6 i 24 h) dla réznych stezen ALA:
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Wykres 16
Intensywnos$¢ fluorescencji PplX po 6 h inkubacji z ALA
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Wykres 17
Intensywno$¢ fluorescencji PplX po 24 h inkubacji z ALA



Eksperymenty prowadzono w medium pozbawionym surowicy oraz czerwieni
fenolowej. Wskaznik fenolowy zostat wykluczony ze wzgledu na mozliwos$¢ absorpcji
promieniowania wzbudzajacego PplX. Obecno$¢ surowicy wygasza sygnat
fluorescencji z powodu wigzania sie PplX z jej biatkami [66], Ponizsze wykresy (18 i
19) przedstawiajg wptyw surowicy na intensywno$¢ sygnatu pochodzgcego od

fluorescencji PplX.
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Wykres 18
Intensywnos¢ fluorescencji PplX po inkubacji z ALA w medium bez surowicy

Wykres 19

Intensywno$¢ fluorescencji PpIX po inkubacji z ALA w medium z surowicg



Na wykresach zostaty wyszczeg6lnione punkty czasowe 3, 24 i 74 h. Poréwnujac
intensywnosci sygnatu po 24 h widaé, ze w przypadku braku surowicy warto$¢ wynosi
okoto 530 j.u., podczas gdy dodanie surowicy pozwolito na osiggniecie jedynie okoto
330 j.u. i brak wzrostu fluorescencji przez niemal caty czas trwania pomiardw.
Znaczacy wzrost zostat zarejestrowany dopiero po uptywie przeszto 70 h, kiedy
wiekszo$¢ biatek surowicy zostata juz zwigzana, a proliferujgce komorki wytworzyty
kolejng porcje PplX. Sytuacja byta odmienna w przypadku pomiaréw prowadzonych w
medium bez surowicy. Znaczacy wzrost zostat osiggniety po okoto 24 h i pozostawat na
tym poziomie, az do czasu, gdy komdrki pozbawione czynnikéw wzrostowych zaczety
obumieraé. Przyjety model postepowania pozwala tatwo obserwowac badane zjawiska,
jednocze$nie eliminujgc wptyw dodatkowych zmiennych.

Eksperymenty dotyczace kinetyki powstawania PplX zostaly przeprowadzone w
warunkach zredukowanego natezenia S$wiatta. Liczne doniesienia literaturowe
udowadniajg wptyw promieniowania na fotowybielenie PplX [240-243]. Spadek
intensywnosci emisji jest spowodowany oddziatywaniem kwantow Swiatta z czasteczkg
fotouczulacza. Przeprowadzono eksperyment potwierdzajacy ten fakt. W tym celu
plytka zawierajgca 100 |iM roztwdér PplX w DMSO zostata poddana dziataniu
promieniowania pochodzgcego z zarowki halogenowej. Eksperyment miat charakter
czysto pogladowy, dlatego nie podaje sie dawek promieniowania tylko czas ekspozycji

PplX na dziatanie $wiatta biatego. Wyniki sg prezentowane na Wykresie 20.
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Wykres 20
Fotowybielenie PpIX



Przeprowadzony eksperyment potwierdzit zasadno$¢ prowadzenia badan w warunkach
zredukowanego natezenia $wiatta, nie przekraczajgcego okoto 50 Ix. Powyzszy wykres
dowodzi, iz po 5 minutach fluorescencja probki zawierajacej 100 pM PplX spada mnigj
wiecej o potowe. Dalsze naswietlanie nie powoduje juz tak znaczgcego spadku jak w

pierwszych minutach naswietlania.

3.6.2. Morfologia komorek po inkubacji z ALA oraz lokalizacja powstatej PplX

Prowadzenie eksperymentu w medium bez surowicy, dostarczajacej komdrkom
czynnikow wzrostowych, wymagato kontrolowania morfologii komoérek w czasie
inkubacji z ALA. Ponadto, jak wspomniano, w trakcie eksperymentu sprawdzano
zywotno$¢ komdrek przy pomocy testu MTS. Na rysunku 22 (zdjecie A) przedstawiono
morfologiczny obraz komorek, ktére wykazywaly zywotnos$¢ i brak cech swiadczgcych
0 ich degradacji. Potwierdzeniem byt test na aktywno$¢ enzymu dehydrogenazy
mitochondrialnej. Dobry stan komérek Swiadczy réwniez o braku toksycznosci ciemnej
egzogennie podanego ALA oraz powstatej endogennie PplX.

Ponadto wykonano barwienie komdrek po 24 - godzinnej inkubacji ze 1000 pM
roztworem ALA w celu okreSlenia lokalizacji PplX. Jadra zostaly wybarwione
barwnikiem DAPI, ktéry ma zdolno$¢ przenikania przez nieuszkodzone btony
komdrkowe i wigzania sie do DNA [244], Maksimum absorpcji DAPI wystepuje przy
358 nm, natomiast maksimum emisji przy 461 nm. Mitochondria barwiono
odczynnikiem MitoTracker® Orange CMTMRos, ktérego widmo absorpcji
charakteryzuje sie maksimum wystepujacym przy 554 nm, natomiast maksimum emisji
obserwuje sie przy 576 nm. Powstata endogennie PplX zostata wzbudzana diugoscia
fali z zakresu uwzgledniajgcego jej maksimum absorpcji (407 nm), natomiast emisja
wystepowata przy 638 nm. Rezultaty barwienia przedstawia rysunek 22. Zdjecie 22 B,
obrazuje jadra komorkowe, ktore nie wykazujg cech Swiadczacych o uszkodzeniach (np.
kondensacji chromatyny, rozpadu lub obkurczenia). Zdjecie 22 C przedstawia czerwona
emisje PpIX. Na zdjeciu B+C przedstawiono natozenie obrazéw emisji jader oraz PplX,
ktore wskazuje, ze powstaty fotouczulacz znajduje sie w obszarze pozajgdrowym.
Zdjecie 22 D przedstawia zielong fluorescencje wybarwionych mitochondriéw.
Natozenie zdje¢ D i B Swiadczy o mitochondrialnej lokalizacji PplX, co jest

potwierdzeniem jej endogennej syntezy [245-247].



Komorki linii HCT116 +/+;
A- po 24 godzinnej inkubacji z ALA
B - DAPI, C- PplX, D - MitoTracker,
skala 100 |jm

3.6.3. Wplyw chelatoréw na powstawanie PplX

W celu okreslenia wptywu badanych zwigzkéw na powstawanie PplX w
komorkach przyprowadzono eksperymenty dla réznych czaséw inkubacji z 1000 pM
roztworem ALA oraz roznych stezen czterech wybranych pochodnych: 17, 60, 25 oraz
46. Zwigzki te zostaly wybrane w oparciu o ich wczesniej wyznaczone aktywnosci na
liniach komorek nowotworowych oraz prawidtowych. Pochodna 60 jest najbardziej
aktywnym zwigzkiem sposrdd wszystkich 72 zbadanych, jednak wykazuje toksycznos$¢
réwniez na linii NHDF. Pochodna 17 posiada réwniez wysokg aktywnos¢, ale
dodatkowo odznacza sie wysokg selektywnos$cig w stosunku do zdrowych komdrek.
Pochodne 25 i 46 posiadajg 1Cso powyzej 25 pM. Pomiary prowadzono w krétszym
zakresie czasowym od 3 do okoto 50 godzin, w oparciu 0 wczesniejsze pomiary
kinetyki z samym ALA. Dodatkowo zwigzkiem referencyjnym byla DFO, poniewaz
zwigzek ten powoduje wzrost stezenia PplX dla wielu linii komdrek nowotworowych
[68], [112], [113]. Stezenia wybranych pochodnych zostaty dobrane w oparciu o

wyznaczone wartosci 1Cso. Wybrana warto$¢ byla ograniczona z gory, gdyz w



przypadku aktywnych pochodnych wyzsze stezenia powodowaly $mieré¢ komorek.

Stezenie DFO byto poréwnywalne do stezenia badanych zwigzkow.
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Wykres 21

Wptyw pochodnej 60 oraz DFO na powstawanie PplX w komorkach linii HCTI 16+/+
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Wykres 22
Wptyw pochodnej 17 oraz DFO na powstawanie PplX w komdrkach linii HCTI 16+/+



Wykres 23
Wptyw pochodnej 46 oraz DFO na powstawanie PplX w komérkach linii HCT116+/+

Wykres 24
Wptyw pochodnej 25 oraz DFO na powstawanie PplX w komorkach linii HCT116+/+

Na osi odcietych oznaczono procent intensywnosci fluorescencji PpIX w stosunku do
kontroli, jaka byly komorki traktowane samym 1000 (iM roztworem ALA. Powyzsze

wykresy (21 - 24) wskazujg na brak wplywu badanych zwigzkéw na zwigkszone



powstawanie PplX w komérkach linii HCT116 +/+. W przypadku aktywnych
pochodnych stezenie wynosito od 0,8 « 10'3 do 8 « 103 pM, wiec zgodnie ze
stechiometrig reakcji chemicznej tak mate stezenie substratow powoduje utworzenie
niewielkiej iloSci kompleksu z zelazem. Stezenie to wydaje sie niewystarczajgce aby
wptyw chelatoréow na cykl syntezy hemu byt zauwazalny. Wieksze stezenie
powodowato Smier¢ komorek. W przypadku nieaktywnych pochodnych najwyzsze
stezenie wynosito 50 pM, jednakze réwniez nie obserwowano wzrostu stezenia PplX.
Stosowany zwigzek referencyjny - DFO w stezeniu 50 pM, tak jak w przypadku reszty
zwigzkow, nie zwiekszat stezenia fotouczulacza. Prawdopodobnym wyjasnieniem jest
wiec wptyw ferrochelatazy, ktorej ekspresja w komorkach badanej linii jest obnizona
[70], [71]. Obserwacje przyniosty do$¢ nieoczekiwany rezultat w Swietle licznych
doniesien dotyczgcych wptywu chelatoréw zelaza na hamowanie syntezy hemu poprzez
kompleksowanie jonéw zelaza. Przeprowadzone badania wskazujg, ze w przypadku
linii HCT116 +/+ przy badanych stezeniach chelatoréw mechanizm ten nie jest
obserwowany. Dodatkowo dla wszystkich badanych zwigzkéw zostaly zmierzone
widma fluorescencji przy wzbudzeniu X = 407 nm, w celu wykluczenia ewentualnego
nakladania sie ich widm z widmem PplX. Wykres 25 wskazuje na brak interferencji

pikéw pochodzacych od badanych zwiazkéw z pikami PplX.

Wykres 25
Widma emisji badanych zwigzkdw Xx= 407 nm



Badania nad terapig kombinowang rozpoczeto od opracowania optymalnej
dawki, czasu inkubacji oraz kolejnosci podawania poszczegélnych sktadowych. W
rezultacie najefektywniejsza okazata sie metoda z jednoczesnym podaniem ALA i
tiosemikarbazonu, potaczona z 24 godzinng inkubacjg zakonczong naswietleniem
komorek. Badania zostaty prowadzone dla réznych stezeh czterech pochodnych: 17, 60,
25 oraz 46, ktorych wptyw na szlak syntezy hemu zostat zbadany we wczes$niejszych
testach. Tak jak w przypadku poprzednich badan stezenia zwigzkéw zostaty wybrane w
oparciu 0 wyznaczong warto$¢ 1cso. Stezenie roztworu ALA wynosito 1000 [iM. 24
godziny po naswietleniu frakcja komérek przezywajgcych zostata oznaczona przy
pomocy testu MTS. Nastepnie korzystajgc z programu CompuSyn wyznaczono
wspoétczynnik Cl oraz DRI dla dawek powodujacych 90 % zahamowanie proliferacji
komdrek. Wykresy (24 - 27) przedstawiajg zaleznosci frakcji komoérek, w ktdrych
proliferacja zostata zahamowana w odpowiedzi na terapie (fa), od stosowanej dawki
chelatora (czerwony kwadrat), dawki promieniowania wzbudzajacego PplX (niebieskie
koto - PDT) lub kombinacji tych dwoch czynnikéw (zielony tréjkat - C_PDT). Zgodnie

z zatozeniami zagadnienia synergii dawka jest warto$cig bezwymiarowa.

O rDoT
o 17
ki C_PDT

Wykres 24
Krzywa dawka - efekt dla pochodnej 17



o PDT

O 60
C PDT
Wykres 25
Krzywa dawka - efekt dla pochodnej 60
o PDT
0O 46
C PDT

Wykres 26
Krzywa dawka - efekt dla pochodnej 46



o PDT

O 25
C PDT
Wykres 27
Krzywa dawka - efekt dla pochodnej 25
o PDT
O DFO
C_PDT

Wykres 28
Krzywa dawka - efekt dla DFO



Na podstawie powyzszych wykresow obliczono wartos¢ wspotczynnika kombinacji
(CI). Na wykresie 29 przedstawiono zaleznos¢ Cl dla poszczeg6élnych pochodnych od
frakcji komorek, ktorych proliferacja zostata zahamowana w odpowiedzi na terapie (fa).
Wartosci Cl < 1 wskazujg na synergie, Cl = 1 oznacza addytywnos¢, natomiast Cl > 1,

antagonizm.

Wykres 29
Zaleznos¢ Cl od fa
Powyzsze wyniki wskazujg, ze potaczenie dziatania naswietlonej PplX i pochodnych 17
i 60 przyniosto efekt synergii, ktéra byla najsilniejsza w przypadku pierwszej
pochodnej. Analogi uznane za nieaktywne wykazywaty stabg synergie (pochodna 46)
badz antagonizm (pochodna 25). Zwigzek referencyjny DFO wykazywat efekt dziatania
addytywnego. Wyniki sg przedstawione réwniez w postaci poligonogramu, ktory
schematycznie przedstawia rodzaj oraz site danego oddziatywania (Schemat 10).
Zielona kreska oznacza synergie, czerwona antagonizm, czarna addytywnos¢. Grubo$¢
kreski odpowiada za site oddziatywania. Rezultat potgczenia dziatania PplX i
pochodnej 17 przyniést niezwykle interesujacy wynik. Badana pochodna
tiosemikarbazonu wykazuje bowiem, oprécz wysokiej aktywnosci antynowotworowej,

wysokg selektywnos$¢ w stosunku do zdrowych komorek.



Schemat 10

Poligonogram

Korzystajac z programu CompuSyn wyliczono réwniez ilu krotnie mozna zmniejszy¢
dawke chelatora (wspoétczynnik DRI) w terapii kombinowanej dla uzyskania takiego
samego efektu 90 % skutecznosci, w pordéwnaniu do stosowania samego chelatora

(Tabela 15).

Pochodna faSI(,),g o :‘jalli %r?glatora oddzRi(;?;\?vjania
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 Addytywnosé
Tabela 15

Wspotczynnik kombinacji (Cl) oraz redukcji dawki (DRI) dla pochodnych
17, 60, 46, 25 oraz DFO



4. Podsumowanie

Przeprowadzone eksperymenty pozwolity na opisanie tiosemikarbazonowych
chelatorow o najwyzszej kiedykolwiek opisanej w literaturze aktywnosci
przeciwnowotworowej. Jednym z najbardziej interesujacych aplikacji takich zwigzkow
moze by¢ ich synergiczne zastosowanie w kombinowanej terapii ALA-PDT-chelator.
W ramach przygotowania niniejszej pracy zaplanowano oraz przeprowadzono proby
wieloetapowej syntezy 8-hydroksy-chinaldyno-7-karbaldehydu. Redukcja otrzymanego
kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowego przy uzyciu tri-
tertbutoksyglinowodorku litu nie przyniosta oczekiwanych rezultatow, ze wzgledu na
waski zakres energii aktywacji tego procesu. Wysoka temperatura powodowata rozktad
lub catkowitg dekarboksylacje produktu, natomiast zbyt niska nie prowadzita do reakcji
substratu. Przeprowadzono ponadto syntezy 4 znanych pochodnych tiosemikarbazonu w
reakcjach kondensacji ketonu di-2-pirydylowego lub 2-benzoilopirydyny z
odpowiednim tiosemikarbazydem.

W nastepnym etapie przeprowadzono pomiary elektronowych widm absorpcji i
emisji 12 pochodnych tiosemikarbazonu. Widma absorpcji zostaty zmierzone dla kilku
stezen w celu sprawdzenia liniowosci prawa Lamberta-Beera. Na ich podstawie
wyznaczono molowe wspétczynniki absorpcji. Ponadto zmierzono widma fluorescencji
dla stezern odpowiadajgcych maksymalnej emisji.

W ramach badania aktywnosci pochodnych tiosemikarbazonu przeprowadzono
test cytotoksycznosci (test MST) dla 62 pochodnych zsyntezowanych przez mgr. inz.
Macieja Serda (doktoranta Zaktadu Chemii Organicznej US) oraz 10 pochodnych
otrzymanych przez zespdt prof. Desa Richardsona (Uniwersytet w Sydney). tacznie
zbadano 72 zwigzki w wigkszosci na dwoch liniach komérkowych HCT116 typu
dzikiego oraz z nokautem genu kodujgcego biatko p53. Dla wiekszoSci zwigzkow, ktore
wykazywaly znaczgcg aktywnos$¢ przeciwnowotworowg test MTS zostat wykonany na
komoérkach prawidtowych typu fibroblastdw w celu okreslenia ich selektywnego
dziatania. Wszystkie otrzymane wyniki zostaty poddane analizie zaleznosci dawka -
efekt przy uzyciu oprogramowania GraphPad Prism.

W celu potwierdzenia toksycznosci najbardziej aktywnych pochodnych
przeprowadzono test klonogennosci pozwalajacy okres$li¢ tzw. toksycznos$é przewlekiy

badanego zwigzku. Test zostat przeprowadzony dla wybranych 5 pochodnych o



wysokiej aktywnosci antynowotworowej. Wyniki potwierdzity wysoka skutecznos¢
badanych zwigzkéw w zwalczaniu komorek nowotworowych, utrzymujaca sie pomimo
usuniecia czynnika powodujgcego uszkodzenia.

Dla najbardziej aktywnej pochodnej 60 zostaly przeprowadzone badania
oceniajgce morfologie komorek po inkubacji ze zwiazkiem oraz przeprowadzono test z
barwieniem wskazujgcy prawdopodobny rodzaj $mierci komdrkowej. Opisywane
badania zostaty réwniez przeprowadzone dla pochodnej 46 celem poréwnania zwigzku
aktywnego z nieaktywnym.

Ponadto przeprowadzono test okres$lajacy prawdopodobny mechanizm dziatania
najbardziej aktywnego zwigzku 60. W tym celu wykonano test pozwalajgcy na detekcje
reaktywnych form tlenu. Otrzymane wyniki potwierdzajg mechanizm dziatania zgodny
z tym, okreSlonym przez zesp6t prof. Richardsona dla analogéw ketonu di-2-
pirydylowego, czyli potwierdzajacy generowanie ROS.

W ramach badan nad wplywem chelatoréw na zwiekszenie efektu terapii PDT
przeprowadzono szereg testow uwzgledniajacych kinetyke powstawania protoporfiryny
IX po egzogennym dodaniu kwasu 5-aminolewulinowego w komoérkach linii HCT116
+/+ bez dodania chelatora oraz z jego dodaniem. Wykonano réwniez testy okreslajgce
rodzaj oddziatywania wystepujgcego po jednoczesnym podaniu  pochodnej
tiosemikarbazonu, ALA oraz naswietleniu. Testy dotyczace kinetyki powstawania PplX
bez dodania chelatora zostaty przeprowadzone w oparciu o wczesniej ustalony protokot
postepowania uwzgledniajacy dlugie czasy inkubacji oraz brak surowicy w medium
hodowlanym. W ramach potwierdzenia braku toksycznosci powstatej endogennie PplX
(bez naswietlania) oraz jej lokalizacji w komdrce przeprowadzono testy okre$lajace
morfologie komorek po 24-godzinnej inkubacji z ALA oraz test z barwieniem. Ponadto
przeprowadzono testy kinetyki powstawania PplX wewngtrz komorek traktowanych
ALA oraz pochodng tiosemikarbazonu. Jako zwigzku referencyjnego uzyto DFO.
Obserwacje nie potwierdzaja wynikow licznych doniesienn dotyczacych wplywu
chelatoréw zelaza na hamowanie syntezy hemu poprzez kompleksowanie jonow zelaza.
W przypadku badanych zwigzkéw oraz DFO ten mechanizm na linii HCT116 +/+
prawdopodobnie nie zachodzi. Przeprowadzono réwniez badania dotyczace pofgczenia
dziatania tiosemikarbazondw oraz naswietlanej PplX. Testy zostaty przeprowadzone dla
4 zwigzkow. Pochodne 17 i 60 (zwigzki aktywne) oddziatywaty w sposéb synergiczny,
natomiast pochodne uznane za nieaktywne (25 i 46) wykazywaty stabg synergie badz

antagonizm. Dodatkowo testy zostaly przeprowadzone dla DFO, wykazujacej efekt



dziatania addytywnego. W przypadku pochodnej 17 wynik jest niezwykle interesujacy,
poniewaz badana  pochodna  wykazuje, oprécz  wysokiej aktywnosci
przeciwnowotworowej (rzedu nanomoli), wysokg selektywnos$¢. Zwiekszenie
efektywnosci terapii PDT przy tak niskim stezeniu oraz braku toksycznosci w stosunku

do zdrowych komérek predestynujg pochodng 17 do dalszych badan.



5. Czes¢ eksperymentalna

5.1. Sprzet i czynnosci wstepne

5.1.1. Pomiary instrumentalne

Widma IH NMR rejestrowano na spektrometrze Bruker Biospin model Avance
111 400 MHz FT-NMR, przy czestotliwosci 400 MHz.

Widma absorpcyjne i emisyjne zostaly zarejestrowane na spektofotometrach U-
2900 i F-7000 (Hitachi) oraz czytniku ptytek wielodotkowych Synergy4 (Bio-Tek).

Do oceny morfologii komorek niezbednej do prowadzenia hodowli korzystano z
mikroskopu odwréconego Olympus CKX31

Liczba komérek niezbedna po posiew6w byta ustalana za pomocg licznika
komoérek TC 10 (Bio-Rad).

Obrazy komorek wybarwionych uzyskano przy pomocy mikroskopu
fluorescencyjnego 0lympuslX81 zaopatrzonego w kamere Hamamatsu C 10600 oraz
komore inkubacyjna.

Ponadto korzystano ze standardowego wyposazenia pracowni chemicznych oraz
biologicznych niezbednego do prowadzenia syntez oraz utrzymania hodowli

komorkowej.

5.1.2. Przygotowanie rozpuszczalnikéw do syntez

Bezwodny dimetyloformamid (DMF) przygotowano przez umieszczenie go nad
sitami molekularnymi. Sita zostaly wczesniej wygrzane palnikiem gazowym w
atmosferze zredukowanego cisnienia.

Bezwodny tetrahydrofuran (THF) przygotowano przez kilkudniowe ogrzewanie

Z mieszaning benzofenonu i potasu w atmosferze argonu.

5.1.3. Odczynniki uzywane 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 uzywane do badan in vitro

Buforowany roztwor soli fizjologicznej - PBS bez jondw Ca2+ i Mg
(Immunig), DMSO, kwas 5-animolewulinowy (Sigma), etanol (POCH), fiolet
krystaliczny (POCH), gentamycyna (Roth), jodek propidyny (Clontech), nadtlenek
wodoru (POCH), odczynnik do barwienia jagder 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), pozywka
hodowlana Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium F12 (DMEM) z czerwienia fenolowa,
bez czerwieni fenolowej (Sigma-Aldrich), protoporfiryna IX (Sigma), surowica ptodow
wotowych - FBS (ang. foetal bovine serum) (Gibco, Invitrogen), trypsyna r-r EDTA

(Immunia).

5.1.5. Linie komdrkowe wykorzystane w eksperymentach

Doswiadczenia zostaty przeprowadzone na linii HCT116 typu dzikiego oraz
linii z unieczynnieniem genu kodujacego biatko p53 wyizolowane z guza okreznicy.
Ponadto wykorzystano komdrki prawidtowe NHDF typu fibroblastow wyizolowane ze

skory. Wszystkie linie zostaty pozyskane z banku ATCC.

5.1.6. Hodowla komoérek

Komorki hodowano w pozywce DMEM F12, zawierajacej 12 % surowicy
ptodéw wotowych w przypadku linii HCT116, oraz 15 % surowicy ptodéw wotowych,

nieinaktywowanej w przypadku linii NHDF. Pozywka zawierata rowniez antybiotyk w



standardowych ilosciach 100 jjL gentamycyny/200 mL pozywki. Hodowle komérkowe
przechowywane byly w inkubatorach o statej zawartosci CO2 (5 %) i wilgotnosci (95
%). Temperatura wnetrza cieplarki wynosita 37 °C. W celu utrzymania hodowli
komérki pasazowano przy uzyciu 0,25 % roztworu trypsyny. Doswiadczenia na

komdrkach in vitro prowadzone byty w warunkach sterylnych.

5.2. Przeprowadzone syntezy
Ta cze$¢ badan zostata przeprowadzona w Zakladzie Chemii Organicznej

Instytutu Chemii US.

5.2.1. Kwas 8-hydroksy-chinaldyno-7-karboksylowy (1)

Mieszanine 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 chiodnicg zwrotng przez 24
godziny. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej dodano 33 mL DMF, a aparat Dean-
Starka zastgpiono kolumna destylacyjna potaczong z chlodnica. Ogrzewano do
oddestylowania wigkszosci toluenu, a nastepnie po osiagnieciu temperatury 140 °C za
pomoca kapilary przepuszczano CO2. Oddestylowanie toluenu kontynuowano az
temperatura mieszaniny osiggneta 150 - 160 °C. W takiej temperaturze przepuszczano
C02przez 2 godziny. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej i odtgczeniu strumienia
CO2, dodano 82 mL wody i zobojetniono stezonym kwasem solnym do pH okoto 7.
Nastepnie ekstrahowano octanem etylu, a otrzymang faze wodna zakwaszono do pH =
4.2. Powstaty z6tty osad odsgczono i dwukrotnie krystalizowano z propan-2-olu i
suszono pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 100 °C. Wydajno$¢ reakcji 20 %
[249],

*HNMR (DMSO_d5 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-chinaldyno-7-karboksylowego (2)
Metoda | - Mieszanine 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 chitodnice



zwrotng w temperaturze 60 - 70 °C. Cato$¢ aparatury zabezpieczono przed dostepem
wilgoci. Nastepnie odparowano nadmiar SOCIl2 oraz DMF otrzymujac cielisty,
krystaliczny osad, ktory bez oczyszczalnia wykorzystano w nastepnym etapie reakcji.
Metoda Il - 0,25 g (1,23 mmola) kwasu 8-hydroksy-chinaldyno-7-
karboksylowego rozpuszczono w 25 mL bezwodnego dichlorometanu. Cato$¢
umieszczono w tazni z lodem i stopniowo wkraplano 1 mL (11,65 mmola) chlorku
oksalilu (COCIl)2, po czym kontynuowano mieszanie na tazni przez 1 godzine.
Mieszanine reakcyjng pozostawiono do ogrzania do temperatury pokojowej. Po okoto 2
godzinach osad zmienit barwe na cielistg i zostat uzyty bez oczyszczania do nastepnego

etapu reakcji.

5.2.3. Préby otrzymania 8-hydroksy-chinaldyno-7-karbaldehydu (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. Kolbe
umieszczono w tazni z mieszaning etanolu i cieklego azotu (-78 °C) i kontynuowano
mieszanie przez 3 godziny. Po tym czasie mieszanine wylano do rozkruszonego lodu i

odsgczono.

5.2.4. 2-benzoilopirydylo-4-metylo-3-tiosemikarbazon (48 - Bp4mT)

Mieszanine 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 stezonego kwasu octowego ogrzewano przez 3
godziny w kolbie zaopatrzonej w chtodnice zwrotng. Po wystudzeniu wypadt z6tty osad
2-benzopirydylo-4-metylo-3-tiosemikarbazonu, ktéry dwukrotnie Kkrystalizowano z
etanolu i eteru dietylowego. Wydajnos¢ 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).



Mieszanine 0,915 g (5 mmola) 2-benzoilopirydyny rozpuszczonej w 7,5 mL
alkoholu etylowego, 0595 g (5 mmola) 4,4-dimetylo-3-tiosemikarbazydu
rozpuszczonego w 7,5 mL wody i 3 krople stezonego kwasu octowego ogrzewano przez
3 godziny w kolbie zaopatrzonej w chtodnice zwrotng. Po wystudzeniu wypadt zotty
osad 2-benzopirydylo-4,4-dimetylo-3-tiosemikarbazonu, ktory dwukrotnie
krystalizowano z etanolu i eteru dietylowego. Wydajno$¢ reakcji 80 %.

*HNMR (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 =422 Hz).

5.2.6. 2-benzoilopirydylo-4-etylo-3-tiosemikarbazon (50 - Bp4eT)

Mieszanine 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 stezonego kwasu octowego ogrzewano przez 3 godziny w
kolbie zaopatrzonej w chiodnice zwrotna. Po wystudzeniu wypadt zokty osad 2-
benzopirydylo-4-etylo-3-tiosemikarbazonu, ktory dwukrotnie krystalizowano z etanolu i
eteru dietylowego. Wydajnos¢ 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)

Mieszanine 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 stezonego kwasu octowego ogrzewano przez 3
godziny w kolbie zaopatrzonej w chtodnice zwrotng. Po wystudzeniu wypadt zétty osad
4-metylo-3-tiosemikarbazonu, ktéry dwukrotnie Kkrystalizowano z etanolu i eteru

dietylowego. Wydajnos¢ reakcji 65 %



'H NMR (DMSO.d5, 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 (dg, IH), 8,83 - 8,84
(dg, H).

5.3. Pomiary elektronowych widm absorpcji i emisji
Ta cze$¢ badan oraz kolejne zostaty wykonane w Zaktadzie Fizyki Ciata Statego

Instytutu Fizyki US.

5.3.1. Widma absorpcyjne

Elektronowe widma absorpcyjne zarejestrowano przy pomocy spektrofotometru
U-2900 wyposazonego w lampe deuterowg oraz wolframowa o zakresie spektralnym
190 - 1100 nm i monochromator z siatkg dyfrakcyjng o wysokiej rozdzielczosci.
Pomiary prowadzono dla kilku réznych stezen: 0,125 m10'4, 0,25 « 104, 0,5 m10'4, 10'4
M w temperaturze pokojowej. Szybko$¢ skanowania wynosita 1200 nm/min, krok 2
nm, szeroko$¢ szczeliny 1,50 nm, zakres spektralny 200 - 750 nm. Roztwory zostaty
przygotowane w chloroformie bezposrednio przed eksperymentem. Interpretacja
otrzymanych wynikéw zostala przygotowana przy uzyciu oprogramowania UV-

Solution.

5.3.2. Widma emisyjne

Elektronowe widma emisyjne zarejestrowano przy pomocy spektrofotometru F-
7000 wyposazonego w lampe ksenonowg o mocy 150 W i monochromator z siatka
dyfrakcyjng o wysokiej rozdzielczosci. Pomiary prowadzono dla réznych stezen
zwiazku w chloroformie (w zaleznosci od rodzaju pochodnej) w temperaturze
pokojowej. Stezenia zostaly wybrane ze wzgledu na otrzymanie maksymalnego
natezenia fluorescencji. Szybkos¢ skanowania wynosita 1200 nm/min, krok 2 nm,
szerokos¢ szczeliny ekscytacji 5 nm, szerokos¢ szczeliny emisji 5 nm, zakres spektralny
200 - 750 nm. Interpretacja otrzymanych wynikéw zostata przygotowana przy uzyciu

oprogramowania FL-Solution.



54.1. Test MTS

Ustalenie toksycznos$ci badanych zwigzkoéw zostato przeprowadzone w oparciu
0 test MTS. W tym celu komorki zostaty wysiane na 96-dotkowe ptytki w ilosci 3500
komorek/dotek. Po 24 godzinnej inkubacji wzrastajgce stezenia badanych zwigzkow
zostaly podane na ptytki (3 - 10 dotkoéw na stezenie), a komdrki poddano 96 - godzinnej
inkubacji. Roztwory wyjsciowe zostaly przygotowane w DMSO, a nastepnie
rozcienczone medium hodowlanym, tak aby stezenie DMSO nie przekroczyto 0,2 %
Komorki w medium hodowlanym zostaty przyjete jako kontrole. Po 96 godzinach
zostal przeprowadzony test MTS, polegajacy na dodaniu 20 pL barwnika (CellTiter
96® AQueds One Solution) do dotkéw zawierajacych 100 uL medium bez czerwieni i
godzinnej inkubacji. Po tym czasie zmierzono absorbancje powstatego formazanu przy
dtugosci fali 490 nm, za pomoca czytnika ptytek wielodotkowych Synergy4. Wyniki,
jako $rednia z minimum 3 powtoérzen zostaty przedstawione w formie wartosci 1C50,

ktéra zostata wyliczona w programie GraphPad Prism 5.

5.4.2. Test klonogennosci

W celu ustalenia tzw. toksycznosci przewlekiej badanych zwigzkéw komorki
linii HCTI16 +/+ zostaly wysiane na szalki o S$rednicy 3 cm w ilosci 85 000
komorek/szalke. Po 24 godzinach wzrastajgce stezenia badanych zwigzkoéw zostaty
podane na szalki. Roztwory zostaly przygotowane w sposéb analogiczny jak w tescie
MTS. Po 96-godzinnej inkubacji komdrki zostaly zebrane, zliczone i wysiane na szalki
o $rednicy 6 cm w odpowiednich, wzrastajgcych ilosciach. Po dziewieciodniowej
inkubacji powstate kolonie zostaty utrwalone 96 % roztworem etanolu, wybarwione 0,4
% roztworem fioletu krystalicznego w soli fizjologicznej, a nastepnie zliczone. Wyniki,

jako $rednia z minimum 3 powtdrzenh zostaty przedstawione w formie wartosci SF.



Komorki linii HCT116 +/+ zostaty wysiane na plytki 8-dotkowe (Lab-Tek)
przeznaczone do hodowli preparatéw mikroskopowych w ilosci 10 000 komérek/dotek.
Po 48 godzinnej inkubacji dodano wzrastajgce stezenia badanych zwigzkéw a komorki
poddano 96 - godzinnej inkubacji. Roztwory zostaly przygotowane w sposob
analogiczny jak w tescie MTS. Komorki w medium hodowlanym zostaty przyjete jako
kontrole. Po 96 godzinach dotki przeznaczone do barwienia zostaty przeptukane PBS, a
nastepnie dodano do nich roztwor jodku propidyny (1 pg/mL) i inkubowano 15 minut w
temperaturze pokojowej. Po tym czasie komorki przeptukano PBS i obserwowano w
Swietle przechodzacych oraz po wzbudzeniu filtrem przepuszczajgcym promieniowanie

z zakresu 600 - 640 nm.

5.6. Mechanizm dziatania - generowanie reaktywnych form tlenu

Komorki linii HCT116 +/+ zostaty wysiane na ptytki 8-dotkowe (Lab-Tek)
przeznaczone do hodowli preparatéw mikroskopowych w ilosci 11 000 komoérek/dotek.
Po 48 godzinnej inkubacji dodano 10'2pM roztwér pochodnej 60 a komdrki poddano 24
- godzinnej inkubacji. Roztwor zostat przygotowany w spos6b analogiczny jak w tescie
MTS. Komorki w medium hodowlanym zostaty przyjete jako kontrole. Dodatkowo jako
pozytywng kontrole przyjeto komorki traktowane 100 pM roztworem H202
(inkubowane 10 minut). Po 24 godzinach dotki przeznaczone do barwienia zostaty
przeptukane PBS, a nastepnie dodano do nich roztwér HZDCFDA (5 pM) i inkubowano
20 minut w temperaturze 37 °C. Po tym czasie komdrki przeptukano PBS i
obserwowano w $wietle przechodzgcych oraz po wzbudzeniu filtrem przepuszczajagcym

promieniowanie z zakresu 517 - 527 nm.



5.7. Badania nad wptywem chelatoréw na zwiekszenie efektu terapii PDT

5.7.1. Kinetyka powstawania PplX

Komorki linii HCTI 16 +/+ zostaly wysiane na plytki 96-dotkowe (Corning)
przeznaczone do pomiardéw fluorescencji oraz hodowli komoérkowej w ilosci 17 000
komoérek/dotek. Po 48 godzinnej inkubacji komorki przeptukano PBS, a nastepnie
dodano 1000 pM roztwor ALA w medium DMEM bez surowicy i czerwieni fenolowej.
Komorki kontrolne zawieraly czyste medium hodowlane. Pomiary prowadzono w
zakresie czasowym od 3 do 74 godzin, odczytujac fluorescencje PplX co 3 godziny za
pomoca czytnika plytek wielodotkowych Synergy4. Dtugosci fali wzbudzenia wynosita
407 nm, maksimum fluorescencji PplX wystepowato przy 638 nm. Roztwory zostaty
przygotowane bezposSrednio przed eksperymentem, a pomiary prowadzono w

warunkach zredukowanego natezenia Swiatta. Wyniki sg $rednig z 4 powtorzen.

5.7.2. Morfologia komorek po inkubacji z ALA oraz lokalizacja powstatej PplX

Komorki linii HCTI 16 +/+ zostaty wysiane na plytki 8-dotkowe (Lab-Tek)
przeznaczone do hodowli preparatéw mikroskopowych w ilosci 11 000 komorek/dotek.
Po 48 godzinnej inkubacji dodano 1000 pM roztwér ALA w medium DMEM bez
surowicy i czerwieni fenolowej. Po 24 - godzinnej inkubacji wykonano barwienie jader
oraz mitochondrium. Jadra zostaty 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 wynosita 30 min w
temperaturze 37 °C. Po odpowiednim czasie inkubacji komorki zostaty przeptukane
PBS, a nastepnie obserwowane w S$wietle przechodzacych oraz po wzbudzeniu
odpowiednimi filtrami (PplX max. emisji 638nm, MitoTracker max. emisji 576 nm,

DAPI max. emisji 461 nm)



5.7.3. Wplyw chelatoréw na powstawanie PpIX

Komorki linii HCT116 +/+ zostaty wysiane na plytki 96-dotkowe (Corning)
przeznaczone do pomiarow fluorescencji oraz hodowli komdrkowej w ilosci 17 000
komorek/dotek. Po 48 godzinnej inkubacji komorki przeptukano PBS, a nastepnie
dodano 1000 pM roztwor ALA z odpowiednim stezeniem chelatora w medium DMEM
bez surowicy i czerwieni fenolowej. Komorki kontrolne zawieraty 1000 pM roztwér
ALA. Plytki zawieraty rowniez komorki traktowane samym medium hodowlanym. Po
odpowiednim czasie inkubacji dokonywano kolejnych pomiardw fluorescencji PplX
przy diugosci fali wzbudzenia 407 nm za pomocg czytnika ptytek wielodotkowych
Synergy4. Roztwory zostalty przygotowane bezposrednio przed eksperymentem w
medium DMEM bez surowicy, czerwieni fenolowej oraz w warunkach zredukowanego

natezenia $wiatta. Wyniki sg Srednig z 5 powtorzen.

5.7.4. Synergiczne dziatanie tiosemikarbazonéw i ALA

Komorki linii HCT116 +/+ posiano na szalki o $rednicy 3cm (Nunc) w ilosci
150 000/szalke. Po 24 - godzinnej inkubacji dodano roztwory chelatora o réznym
stezeniu w medium bez czerwieni fenolowej oraz surowicy i inkubowano kolejne 24h.
Po tym czasie medium zostato usuniete, komorki przeptukano PBS, a nastepnie dodano
1000 pM roztwér ALA z odpowiednim stezeniem chelatora w medium DMEM bez
surowicy i czerwieni fenolowej. Komorki kontrolne zawieraty 1000 pM roztwor ALA.
Plytki zawieraty réwniez komorki traktowane samym medium hodowlanym. Po 24 h
inkubacji medium zostato zastagpione PBS, a komorki naswietlono $wiattlem czerwonym
w dawce 1,14 (0,5 min, odlegto$¢ 2 cm), 2,28 (1 min, odlegtos¢ 2cm), 4,56 (2 min,
odlegtos¢ 2cm) oraz 9,12 (4 min, odlegtos¢ 2cm) J/cm2. Nastepnie PBS zostgpiono
standardowym medium hodowlanym z surowica. Po 24h inkubacji frakcja
przezywajaca komorek zostata okreslona przy pomocy testu MTS opisanego powyzej.
Roztwory zostaly przygotowane bezposrednio przed eksperymentem, a pomiary
prowadzono w warunkach zredukowanego natezenia Swiatta. Wyniki sa $rednig z 3
powtdrzen. Rodzaj oddzialywania (synergia, antagonizm) zostaty okreslone przy uzyciu

oprogramowania CompuSyn.
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