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3MC

C-1212
C-1305
C-1311
C-1748
C-20XY
C-857
Dex

DME
DMSO
ECso
EPI

ER
ESI-MS
FMO
G-2045
HCT116

HCT116-1A10

HepG2

HPLC

HT-29

LC-MS

M1-M4

frakcja enzymoéw mikrosomalnych komoérek watroby cztowieka
aktywowanych 3-metylocholantrenem (ang. human liver microsomes
3-methylcholanthrene-pretreated)
5-dimetyloaminopropyloamino-imidazoakrydon
5-dimetyloaminopropyloamino-8-hydroksytriazoloakrydon
5-dietyloaminoetyloamino-8-hydroksyimidazoakrydon (Symadex)
9-(2’-hydroksyloetyloamino)-4-metylo-1-nitroakrydyna (Capridine )
badane zwigzki, pochodne UA (C-2028, C-2041, C-2045, C-2053)
9-(2’-hydroksyetyloamino)-1-nitroakrydyna (Capridine a)

frakcja enzymoéw mikrosomalnych komoérek watroby cztowieka
aktywowanych dexametazonem (ang. human liver microsomes
dexamethasone-pretreated)

enzymy metabolizujgce leki (ang. drug-metabolizing enzymes)
dimetylosulfotlenek (ang. dimethylsulfoxide)

stezenie zwigzku hamujgce proliferacje komoérek w 50% (ang. half
maximal effective concentration)

chlorowodorek epirubicyny (ang. epirubicin hydrochloride)

siateczka srodplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)
spekirometria mas z jonizacjg poprzez elekirororozpylanie
(ang. electrospray ionization- mass spectrometry)

monooksygenaza flawinowa (ang. flavin-containing monooxygenase)
glukuronid C-2045 (ang. C-2045 glucuronide)

linia komorkowa nowotworu jelita grubego pochodzenia ludzkiego
(ang. human colorectal carcinoma cel line)

linia komorkowa nowotworu jelita grubego pochodzenia ludzkiego
HCT116 z nadekspresja genu kodujgcego izoenzym UGT1A10 (ang.
human colorectal carcinoma cel line overexpressed with UGT1A10
isoenzyme)

linia komérkowa ludzkiego nowotworu watroby (ang. human
hepatocellular carcinoma cell line)

wysokosprawna chromatografia cieczowa (ang. high-performance
liquid chromatography)

ludzka linia komoérkowa gruczolakoraka jelita (ang. human colorectal
adenocarcinoma cell line)

chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrem mas (ang.
ligiuid chromatography with mass spectrometry)

metabolit C-20XY (ang. C-20XY metabolite)
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M5

NADPH

P450

PB

PBS

RLM

SN-38

TFK

TFP

UGT

UA

UDPGA

Vmax

Z

Z;

Z3

metabolit C-20XY, N-tlenek pochodnej bisakrydyny (ang. C-20XY
metabolite, N-oxide of unsymmetrical bisacridine)

fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate)

cytochrom P450 (ang. cytochrome P450)

frakcja enzymow mikrosomalnych komérek watroby cztowieka
aktywowanych fenobarbitalem (ang. human liver microsomes
phenobarbitone-pretreated)

buforowany roztwér soli fizjologicznej (ang. phosphate-buffered saline)
frakcja enzyméw mikrosomalnych komorek watroby szczura (ang. rat
liver microsomes)

7-etylo-10-hydroksykamptomecyna (ang. 7-ethyl-10-hydroxycampto-
thecin)

7-hydroksy-4-(trifluorometylo)-kumaryna (ang. 7-hydroxy-4-(trifluorom-
ethyl)coumarin)

dichlorowodorek trifluoperazyny (ang. trifluoperazine dihydrochloride)
UDP-glukuronylotransferaza (ang. UDP-glucuronosyltransferase)
niesymetryczna  pochodna  bisakrydyny (ang. unsymmetrical
bisacridine)

kwas UDP-glukuronowy (ang. UDP-glucuronic acid)

maksymalna szybkosc¢ reakcji enzymatycznej (ang. maximum velocity)
produkt hydrolizy UA, pochodna imidazoakrydonu (ang. products of UA
hydrolysis, imidazoacridone derivative)

produkt hydrolizy UA, pochodna akrydonu (ang. (ang. products of UA
hydrolysis, acridone derivative)

N-tlenek produktu Z1 (ang. N-oxide of product Z1)
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STRESZCZENIE

W racjonalnej terapii przeciwnowotworowej dazy sie nie tylko do zwiekszenia jej
skutecznosci, ale rowniez do ograniczenia dziatan niepozgdanych, ktére mogg wystgpi¢ podczas
leczenia pacjenta. Wielokrotnie podkre$la sie, ze aby okresli¢ wtasciwosci terapeutyczne
potencjalnego leku przeciwnowotworowego niezbedne jest zbadanie jego szlaku przemian
metabolicznych oraz aktywnosci i ekspresji gendw enzymow metabolizujgcych ten lek
w organizmie. Powszechnie wiadomo réwniez, ze niektére leki modulujg aktywnos$¢ enzymow
biorgcych udziat w przemianach metabolicznych | i/lub Il fazy biotransformacji w wyniku czego
wplywajg one na metabolizm innych lekéw w ramach tzw. odziatywan lek-lek. Badania
podstawowe sg pierwszym etapem prac nad tworzeniem nowego leku. Kolejny etap nazywany
jest przedkliniczng fazg badan. W tej czesci testow zwigzek przechodzi proby na komérkach
w warunkach in vitro oraz in vivo, podczas ktérych ocenia sie m. in. jego potencjalne dziatanie
lecznicze, poznaje przemiany metaboliczne oraz wptyw na aktywnos¢ wybranych enzymow
metabolizujgcych leki. Nastepnie, jesli wyniki sg zadowalajgce badany preparat moze byé¢

testowany na zwierzetach doswiadczalnych.

Przedmiotem badan prowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej sg wybrane
pochodne z grupy niesymetrycznych bisakrydyn o symbolach C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053,
ktore wykazaty aktywnos¢ cytotoksyczng wobec komdrek nowotworowych wielu linii tj. prostaty,
piersi, jelita i trzustki oraz hamowaty wzrost ludzkich nowotworéw przeszczepionych na nagie
myszy [Konopa i in. 2019, Paluszkiewicz i in. 2020]. Zamierzeniem prowadzonych badan byto
z jednej strony okreslenie podatnosci tych zwigzkéw na przemiany metaboliczne, z drugiej zas
zbadanie wptywu tych zwigzkdw na aktywnos¢ katalityczng wybranych enzyméw

metabolizujgcych leki w systemach modelowych i komoérkowych nowotworowych.

Otrzymane wyniki wskazaty, ze badane pochodne bisakrydyny wyr6znia w poréwnaniu
z ich monomerycznymi analogami wiele nowych wiasciwosci fizykochemicznych rzutujgcych na
sposéb ich podania i loséw w organizmie. Ponadto wszystkie cztery zwigzki podlegajg w pewnym
stopniu przemianom metabolicznym | fazy zaréwno wobec enzymoéw mikrosomalnych, jak
i ludzkich enzyméw rekombinantowych P450 2C19 i 3A4, kiére prowadzg do czterech grup
metabolitow (M1-4). W wyniku inkubacji zwigzkow C-2028, C-2045 i C-2053 z izoenzymem FMO1
otrzymano metabolity, ktérych analiza HPLC-ESI-MS, jak i analiza HPLC-ESI-MS/MS
fragmentéw poszczego6lnych metabolitow wykazata, ze s one N-tlenkami pochodnych
bisakrydyny (M5). Natomiast zaden z badanych zwigzkéw bezposrednio nie metabolizowat
wobec izoenzymow FMO3 i FMOS5. Nastepnie kontynuowano badania rozszerzajac je o analize
metabolizmu badanych zwigzkéw wobec wybranych rekombinantowych izoenzyméw Il fazy.
Wyniki wskazaty, ze tylko zwigzek C-2045, bedacy analogiem z grupg hydroksylowg w pierscieniu
imidazoakrydonu ulegat glukuronidacji wobec UGT1A1, 1A9 i 1A10. Przeprowadzono roéwniez

badania nad metabolizmem badanych zwigzkéw wobec trzech linii komérek nowotworowych
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jelita: HCT116, HCT116-A10 i HT-29 o zr6znicowanej ekspresji wybranych izoenzyméw UGT.
W wyniku traktowania zwigzkiem C-2045 zaréwno w komoérkach HCT116-1A10, jak i HT-29
otrzymano produkty reakcji glukuronidacji. Pozostate zwigzki nie wykazaty zdolnosci do przemian
metabolicznych we wszystkich trzech liniach komérkowych. Pomimo to wobec badanych
komorek odznaczaly sie wysokg cytotoksycznoscia, a wiec zwigzki C-2028, C-2041 i C-2053, aby
wykaza¢ efekt terapeutyczny w komorkach nowotworowych nie wymagajg uprzedniej
biochemicznej aktywacji. Ponadto wszystkie cztery zwigzki hamowaty aktywnosc¢ izoenzyméw
P4503A4 oraz modulowaty aktywno$¢ UGT1A1 i UGT2B7, natomiast nie miaty one wptywu na
aktywnos¢ P4502C19. Zbadano rowniez wptyw badanych zwigzkéw na aktywnos¢ izoenzyméw
UGT w uktadach komdérkowych, w homogenatach komoérek linii HepG2 i w komérkach HT-29,
charakteryzujacych sie rozng ekspresjg izoenzyméw m. in. UGT1A1, 1A9, 1A10
i 2B7. Otrzymane wyniki wskazuja, ze w zaleznosci od charakteru tkanki, a wtasciwie réznic

ekspresji izoenzymow UGT w danej tkance, badane zwigzki mogg powodowaé odmienny efekt.

Podsumowujgc, kazdy z dwoch pierscieni (imidazoakrydonu i 1-nitroakrydyny) obecny
w strukturze badanych pochodnych odgrywa swojg, inng role w wykazywanych przez nie
wiasciwosciach fizykochemicznych i biologicznych. Wiasciwosci te roznig sie tez od tych
wykazywanych przez ich monomeryczne analogi. Uzyskane informacje moga by¢ niezwykle
przydatne podczas opracowywania, nowych spersonalizowanych terapii przeciwnowotworowych,
ktore oprécz skutecznosci bedg sie charakteryzowac wiekszym bezpieczenstwem w poréwnaniu

z terapiami stosowanymi w lecznictwie dotychczas.
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ABSTRACT

The aim of antitumor therapy is not only the increase in its effectiveness but also the
reduced adverse effects that may occur during a patient treatment. It is repeatedly emphasized
that in order to determine therapeutic properties of a potential antitumor drug, it is necessary to
study its metabolic pathway as well as the activity and expression of genes of enzymes
metabolizing this drug in living organism. It is also well known that some drugs modulate the
activity of enzymes involved in Phase | and/or Phase |l metabolic transformations, and as a result,
drug-drug interactions can be observed. Basic research is the first step in developing a new drug.
The next step is called preclinical studies. Here, the drug is tested in vitro and in vivo and during
these stages its therapeutic effect, ability to undergo metabolic changes and influence on the
activity of selected drug metabolizing enzymes is assessed. If the results are satisfactory, the

potential antitumor drug can be tested on experimental animals.

The subject of presented research was concerned on selected derivatives of
unsymmetrical bisacridines: C-2028, C-2041, C-2045 and C-2053 which exhibited high cytotoxic
activity against many tumor cells, i.e. prostate, breast, intestine and pancreas. These drugs
inhibited also the growth of human tumors transplanted into nude mice [Konopa et al. 2019,
Paluszkiewicz et al. 2020]. The aim of this research was to determine the ability of these
compounds to undergo Phase | and Il metabolism and study their influence on catalytic activity

of selected drug-metabolizing enzymes in noncellular and cellular systems.

Obtained results indicate that C-2028, C-2041, C-2045 and C-2053 compounds
demonstrated many new, compared to monomeric acridine derivatives, physicochemical
properties which can influence the method of their administration and fate in the body. In addition,
all four compounds were susceptible to Phase | metabolic changes in rat or human liver
microsomes and with human recombinant isoenzymes P450 2C19 and 3A4 to four groups of
metabolites (M1-4). The HPLC-ESI-MS analysis, as well as the fragments of individual
metabolites obtained as a result of the HPLC-ESI-MS / MS analysis, confirmed that the incubation
of C-2028, C-2045 and C-2053 compounds with FMO1 enzyme gave one metabolite - bisacridine
N-oxides (M5). Tested compounds did not undergo metabolism directly with FMO3 or FMO5.
Additionally, screening research showed that only C-2045 (analog with hydroxyl group)
underwent glucuronidation with UGT1A1, 1A9 and 1A10. The susceptibility of this compound to
glucuronidation was also investigated in three tumor cell lines: HCT116, HCT116-A10
and HT-29, differing in UGT isoenzymes expression. The formation of glucuronide was observed
in both HCT116-1A10 and HT-29 cells after treatment with C-2045. Other compounds: C-2028,
C-2041 and C-2053 did not undergo metabolic transformation in all tested tumor cells.
Nevertheless, they were highly cytotoxic, what probably can mean that C-2028, C-2041
and C-2053 do not require the biochemical activation to exhibit antitumor effect. Moreover, all
tested compounds modulated the activity of P4503A4, UGT1A1 and UGT2B7, but they had no
effect on the activity of P4502C19. The ability to modulate the activity of UGT in cellular systems
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(homogenates of HepG2 and HT-29 cells) by presented drugs was also investigated. The
obtained results indicated that depending on the differences in the expression of metabolizing

enzymes in a given tissue, the studied compounds may cause a different effect.

In conclusion, each of the two rings present in the structure tested derivatives
(imidazoacridone and 1-nitroacridine) plays a different role in the physicochemical and biological
properties displayed by unsymmetrical bisacridines. These properties also differ from those
exhibited by their monomeric analogs. All this information can be extremely useful in the
development of new and safer personalized anti-cancer therapies compared to those used in

current antitumor strategies.
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Il. WSTEP | CEL PRACY

Choroby nowotworowe wcigz stanowig bardzo powazny problem dla wspétczesnego
Swiata. Pomimo dostepnego szerokiego wachlarza mozliwosci walki z chorobami
nowotworowymi dzisiejsza medycyna nie jest wystarczajgco skuteczna. Analizujgc najnowsze
statystyki mozna zauwazy¢, ze nowotwory sg nadal drugg przyczyng zgondéw wsréd populacii
ludzi [Nagai iin. 2017, Siegel i in. 2020]. Obecnie, dostgpne metody terapeutyczne dzielg sig na
te oddziatujgce bezposrednio na tkanke nowotworowa (zabiegi chirurgiczne i radioterapia) oraz
na leczenie systemowe oparte najczesciej na chemioterapii, hormonoterapii lub immunoterapii
[Michaels i in. 2016, Chamberlain i in. 2020].

Chemioterapia polega na podawaniu pacjentowi (w formie dozylnych zastrzykéw lub
infuzji, rzadziej natomiast w postaci tabletek) leku o wtasciwosciach cytotoksycznych wobec
komérek nowotworowych w odpowiednio roztozonym w czasie. [Michaels i in. 2016]. Niestety taki
proces leczenia jest bardzo dtugotrwaly i silnie obcigzajgcy organizm pacjenta. Dotychczas nie
opracowano bezpiecznego leku przeciwnowotworowego, kidry w petni bytby skuteczny w walce
z wiekszoscig typow nowotworéw [Chamberlain i in. 2020]. Idealny lek powinien selektywnie
niszczy¢ komorki zmienione nowotworowo, bez naruszenia réwnowagi biologicznej komérek
prawidtowych. Jest to niezwykle trudne do osiggniecia ze wzgledu na brak istotnych réznic
jakosciowych w procesach biochemicznych zachodzacych w komoérkach zdrowych i komérkach
nowotworowych. Dlatego tez podczas stosowania chemioterapii lub po jej zakonczeniu istnieje
duze zagrozenie wystgpienia powaznych dziatan niepozadanych [Starland-Davenporti in. 2008,
Liiin. 2011]. Dziatania te wystepujg bardzo czesto, dlatego poszukiwanie skutecznej, a zarazem
bezpiecznej terapii przeciwnowotworowej, stanowi jedno z wiekszych wyzwan dla srodowiska
naukowego [Nagai i in. 2017]. Badania nad opracowaniem nowych zwigzkéw o niskiej
toksycznosci ogdélnej, a jednoczesnie o silnej aktywnosci przeciwnowotworowej realizowane sg
na calym Swiecie, ale tylko niewielka liczna zsyntetyzowanych zwigzkéw kwalifikuje sie do

dalszych badan.

Dotychczas w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Wydzialu Chemicznego
Politechniki Gdanskiej, w zespole kierowanym przez Profesorédw Andrzeja i Zygmunta
Led6chowskich, nastepnie Profesora Jerzego Konope, zsyntetyzowano wiele potencjalnych
zwigzkéw przeciwnowotworowych, w tym pochodnych akrydyny o wysokiej aktywnosci
cytotoksycznej. Jednym z nich byt pierwszy i jak dotad jedyny polski lek przeciwnowotworowy,
Ledakrin (symbol roboczy C-283) wprowadzony do lecznictwa w 1974 r. pod nazwg Nitracrine®?
[WHO 1976, Radzikowski i in. 1974]. Byt on stosowany m. in. w terapii raka ptuc, okreznicy,
jajnika oraz piersi [Gniazdowski i in. 1979]. Jednakze pomimo wykazanej wysokiej aktywnosci
przeciwnowotworowej zostat wycofany z lecznictwa ze wzgledu na wiasciwosci mutagenne
i wystepowanie niepozadanych efektéw ubocznych [Ferguson i in. 1987, Piotrowska-Sowinska
i in. 1976]. Otrzymano réwniez nowe pochodne Ledakrinu — zwigzek C-857 (Capridine a),

skierowany do | fazy badan klinicznych na poczatku lat 80, ktére m. in. ze wzgledu
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na zbyt wysoka toksycznosc¢ nie zakonczyty sie sukcesem oraz zwigzek C-1748 (Capridine ),
nalezacy do pochodnych 1-nitroakrydyny nowej generacji o korzystniejszych wtasciwosciach
farmakologicznych  [Konopa i in. 1981]. W tym samym zespole naukowym
zsyntetyzowano réwniez zwigzek C-1311 (SymadexR), wykazujgcy wiasciwosci cytotoksyczne
i przeciwnowotworowe, a zarazem ograniczong mutagennos¢ i niski potencjat tworzenia wolnych
rodnikéw [Cholody i in. 1996, Berger i in. 1996, Mazerska i in. 1998]. Przeszedt on pomysinie
przez | faze badan klinicznych i zostat skierowany do |l fazy, jako aktywny w leczeniu nowotworéw
jelita grubego i piersi [Isambert i in. 2006, Thomas i in. 2008, Isambert i in. 2010]. Natomiast
ostatnio zsyntetyzowano kilka grup nowych pochodnych akrydyny o wysokiej aktywnosci
cytotoksycznej tzw. niesymetryczne bisakrydyny (ang. Unsymmetrical bisAcridines, UAS)
[Konopa i in. 2019, Paluszkiewicz i in. 2020] Nalezg do nich m. in. zwigzki o symbolach C-2028,
C-2041, C-2045 i C-2053, ktére sg przedmiotem niniejszej pracy.

W ostatnich latach obserwuje sie réwniez intensywne nasilenie badan w dziedzinie
genetyki, biologii nowotwordéw i biotechnologii. Umozliwia to lepsze poznanie mechanizméw
kontrolujgcych cykl zyciowy komdrki nowotworowej i zdefiniowanie czynnikéw, ktére moga by¢
odpowiedzialne za proces nowotworzenia [Siegel i in. 2020]. Ponadto badania metabolizmu in
vitro zwigzkdw, ktére majg szanse stac sie w przystosci lekami, pozwalajg zidentyfikowa¢ enzymy
odpowiedzialne za ich przemiany metaboliczne [Plant iin. 2004, Mr6z i in. 2018]. Okreslenie
szlakéw biotransformacji, jakim podlega potencjalny lek przeciwnowotworowy wazne jest
z punktu widzenia zbadania aktywnos$ci powstajgcych metabolitéw, jak réwniez wykazania, ktére
z nich odpowiedzialne sg za wykazywany, witasciwy efekt terapeutyczny. Poznanie szlakow
metabolicznych utatwia rowniez analize oddziatywan pomiedzy lekami. Jest to szczeg6lnie wazne
przy stosowaniu terapii wielolekowej, gdzie interakcjom mogg podlegac¢ nie tylko zwigzki
wyjsciowe, ale rowniez ich metabolity [Yang i in. 2017, Bejrowska i in. 2018]. Dodatkowo obie
grupy moga oddziatywa¢ na poszczegblne enzymy metabolizujgce, powodujgc inhibicje lub
indukcje biotransformacji innych lekow. W konsekwencji moze to doprowadzi¢ do zmiany
witasciwosci farmakokinetycznych znanych juz lekéw, ktére zostaly podane w ramach terapii. Co
wiecej, dany lek moze zahamowa¢ aktywnos¢ tego samego enzymu, ktéry go metabolizuje.
Zjawisko takie znane jest pod nazwg inhibicji samobojczej. W konsekwenciji, zmieni¢ sie moze
zaréwno efekt terapeutyczny jak i toksyczny dziatania leku [Silverman i in. 1995]. Powyzsze
relacje indukcja/inhibicja enzyméw metabolizujgcych leki sg szczegdlnie istotne w przypadku
wprowadzania ciggle nowych metod chemoterapii, w ktérych stosuje sie leczenie kombinowane

- pacjentom podaje sie wiecej niz jedng substancje aktywna.

Chemoterapia przeciwnowotworowa nie zna obecnie leku, ktéry wykazywatby petna
skuteczno$¢ leczenia po zastosowaniu monoterapii [Michaels i in. 2016]. Natomiast okreslenie
wptywu lekéw na przemiany metaboliczne innych substanciji jest pierwszym etapem do szerszego
poznania i zrozumienia ich dziatania na organizm. W dalszej kolejnosci nalezy okresli¢, jaki
mechanizm odpowiada za efekty tych interakcji [Zheng i in. 2011, Martinez-Paz i in. 2012].

Jednoczesne stosowanie wielu lekéw, bez znajomosci mechanizméw ich dziatania, tzw.
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polipragmazja staje sie przyczyng nasilenia niebezpiecznych interakcji lek-lek, ktére moga
prowadzi¢ nawet do $mierci pacjenta [Hajjar i in. 2007, Pawtowska i in. 2011, Mohamed i in.
2020]. Nalezy rowniez wzig¢ pod uwage fakt, iz wsréd pacjentdw obserwowane sg réznice
w reakcji na niektdre leki, tzw. réznice miedzyosobnicze. Najczesciej wynikajg one z polimorfizmu
genetycznego enzyméw metabolizujgcych, ktéry objawia¢ sie moze wzrostem, obnizeniem lub
brakiem aktywnosci biatka enzymatycznego. Liczne badania dowodzag, Zze genetycznie
uwarunkowane réznice w odpowiedzi na standardowe dawki lekéw dotyczg w szczegdlnosci
farmakoterapii przeciwnowotworowej ze wzgledu na powazng toksycznosé i waski indeks
terapeutyczny lekéw cytotoksycznych. Ponadto wykazano, ze w zaleznosci od charakteru tkanki
nowotworowej, a wtasciwie od réznic w ekspresji enzymow metabolizujgcych leki w danej tkance,
preparaty przeciwnowotworowe mogg powodowaé odmienny efekt [Starland-Davenport i in.
2008, Bejrowska i in. 2018, Pawtowska i in. 2020]. Zatem szczegétowa wiedza o warunkach
ekspresji i zmiany aktywnosci enzymow metabolizujacych leki petnia wazng role w wyborze

odpowiedniej chemioterapii dla danego pacjenta.

Wobec powyzszego, celem badan bedacych przedmiotem niniejszej rozprawy
doktorskiej byto z jednej strony zbadanie przemian metabolicznych in vitro nowych
pochodnych bisakrydyny tj. C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 w uktadach bezkomérkowych
i w komodrkach nowotworowych, z drugiej zas okreslenie wplywu tych pochodnych na
aktywnosé¢ enzymow metabolizujacych leki w modelowych ukladach enzymatycznych
i w komorkach nowotworowych, czyli w docelowym miejscu ich dziatania. Niniejsze badania
majg z jednej strony znaczenie poznawcze, jak réwniez powinny w przysziosci przyczynic
sie do opracowania nowych, skutecznych, a zarazem bezpiecznych procedur terapii

przeciwnowotworowych, w ktérych stosowane beda niesymetryczne pochodne bisakrydyny.

Zadania badawcze, ktorych realizacja pozwolita osiagng¢ gtéwny cel pracy, byly

nastepujace:

1. Zbadanie wybranych witasciwosci fizykochemicznych zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045
i C-2053 w celu oceny zachowania sie grupy niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny

w roznych warunkach eksperymentalnych i fizjologicznych.

2. Poznanie szlakéw przemian metabolicznych zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053

w uktadach bezkomérkowych z udziatem wybranych enzymdéw | i Il fazy biotransformaciji.

3. Zbadanie podatnosci badanych pochodnych bisakrydyny na przemiany metaboliczne

w komérkach nowotworowych o réznej ekspresji enzymow metabolizujgcych.

4. Ocena wptywu badanych zwigzkéw na aktywnos$é wybranych enzymoéw metabolizujacych

leki w uktadach bezkomérkowych i w komérkach nowotworowych

Ad.1. Okreslono czystos$¢, stabilnosé i rozpuszczalnosé zwigzkow C-2028, C-2041,

C-2045 i C-2053 w roztworach wodnych i w DMSO. Rozpuszczalnos¢ zbadano roéwniez
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w réznych roztworach buforowych tj. buforze fosforanowo-potasowym, Tris, HEPES w celu
wyboru do badan odpowiedniego srodowiska reakcji metabolizmu w uktadach bezkomorkowych.
Dla trzech zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045 wyznaczano wartosci pKa, dzieki czemu mozliwa
byta ocena zachowania tych zwigzkéw w réznych przedziatach pH, w tym w pH fizjologicznym.

Na tym etapie zoptymalizowano réwniez warunki prowadzenia analizy chromatograficznej.

Ad.2. Przy zastosowaniu metod analizy HPLC i LC/MS zbadano podatnos$¢ zwigzkow
C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 na metabolizm wobec enzyméw | fazy biotransformaciji
obecnych w frakcji mikrosomalnej watroby szczura i cztowieka, a takze wobec wybranych
ludzkich izoenzyméw rekombinantowych z rodziny cytochromu P450: P450 2C19 i 3A4 oraz
monooksygenaz flawinowych: FMO1, FMO3 i FMOS5. Ponadto okreslono podatno$¢ badanych
zwigzkbw na Dbiotransformacje z udziatem enzyméw |l fazy metabolizmu, UDP-
glukuronylotransferaz, UGT stosujgc wybrane ludzkie izoenzymy rekombinantowe: UGT1A1,
UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9, UGT1A10, UGT2B4, UGT2B7, UGT2B15 i UGT 2B17. Wszystkie
otrzymane produkty analizowano i identyfikowano za pomoga spektroskopii UV-vis i techniki

spektrometrii mas.

Ad.3. Badania metabolizmu badanych zwigzkbw w uktadach komoérkowych
przeprowadzono z zastosowaniem trzech linii komérkowych ludzkich nowotworéw jelita:
HCT116, HCT116-1A10 i HT-29 réznigcych sie ekspresjg izoenzyméw UGT. Dla wszystkich
zwigzkoéw okreslono cytotoksycznos¢ w stosunku do badanych komérek. Nastepnie opracowano
warunki inkubacji komérek ze zwigzkiem oraz warunki analizy chromatograficznej dla sktadu
pozywek po hodowli i dla ekstrakiéw komérkowych. Badania te postuzyty réwniez do oceny
wptywu metabolizmu na wykazywany przez badane pochodne bisakrydyny efekt cytotoksyczny.

Ad.4. Wplyw badanych zwigzkéw na aktywnos¢ katalityczng wybranych izoenzymow
P450 i UGT zbadano stosujgc modelowe ukfady enzymatyczne i komérkowe. Zastosowano
ludzkie izoenzymy rekombinantowe P450 2C19 i 3A4 oraz UGT1A1, 1A4, 1A6, 1A9, 1A10, 2B7,
2B15 i 2B17, homogenaty z komdrek linii HepG2 oraz komérki linii HT-29. Opracowano warunki
prowadzenia reakcji metabolizmu standardowych substratbw oraz warunki analizy
chromatograficznej. Wyznaczono rdéwniez parametry kinetyczne dla modulacji aktywnosci
rekombinantowych izoenzyméw P450 3A4 oraz UGT1A1, UGT2B7 i UGT zawartych

w homogenacie linii komérkowej HepG2.
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Il. CZESC TEORETYCZNA

Il.1. Biotransformacja lekow

1l.1.1. Ogdina charakterystyka procesu biotransformacji

Wiekszos¢ lekdw dostarczanych do organizmu, aby wywotaé wiasciwy efekt
terapeutyczny, musi ulec przemianom metabolicznym, czyli tzw. biotransformacji. Jest to
naturalny proces determinujgcy profil farmakokinetyczny wielu lekéw. Kazdy z nich ma wtasny
szlak przemian metabolicznych zachodzacy z udziatem  jednego lub kilku ukfadéw
enzymatycznych. W skutek biotransformaciji, leki stajg sie lepiej rozpuszczalne w wodzie
i znacznie tatwiej usuwane sg z naszego organizmu. Jesli rbwnowaga tego procesu zostanie
zachwiana, w organizmie moze nastgpi¢ wzrost stezenia srodka farmaceutycznego, czyli jego
akumulacja. To w efekcie moze skutkowaé osiggnieciem poziomu toksycznego i powstaniem
réznorodnych efektdw ubocznych. Dowiedziono réwniez, ze przemiany metaboliczne mogg mieé
wplyw na zmniejszenie efektéw toksycznych, jak réwniez na ostabienie dziatania
terapeutycznego danego leku [Gonzalez i in. 2006, Murray i in. 2009]. Reakcje, ktdérym ulega lek

po wniknieciu do organizmu mozna podzieli¢ na trzy fazy biotransformac;ji (Rys.ll.1.).

______________

1 1 1 1

H Fazal | ' Fazall |

bt ]
i E _____________ ! Metabolit B B :-—> Metabolit
! e I | keji: —— i:
: Lek | : yp reakcji | I fazy i Typ reakciji i Il fazy
———————— ! I- utlenianie, ! |- sprze,ga_nie, !

I- redukqa, ! '- metylacja, |

! - hydroliza. ! |- acetylacja. |

1 1 1 1

1 1 1 1

____________________________

Rys. Il.1. Metabolizm lekéw w komdrkach watroby [Mutschler 2010].

I1.1.1.1 Faza |

Na etapie | fazy biotransformacji wyspecjalizowane enzymy (gtdwnie enzymy
mikrosomalne: cytochromy P450 i monooksygenazy flawinowe) katalizujg reakcje utleniania,
redukcji badz hydrolizy lekdéw o charakterze wzglednie lipofilowym. W efekcie, modyfikuja
wyjsciowg strukture czgsteczki leku, przeksztatcajac go w bardziej hydrofilowe metabolity,
posiadajgce polarne, reaktywne grupy funkcyjne np. karboksylowa, hydroksylowg lub amonowsa.
Przemiany te majg duze znaczenie z klinicznego punktu widzenia, bowiem wywierajg ogromny
wptyw m.in. na farmakodynamike i farmakokinetyke stosowanych lekéw. Najwiekszy udziat
w metabolizmie oksydacyjnym wykazujg izoenzymy cytochromu P450, poniewaz katalizujg
przemiany ok. 90% stosowanych obecnie srodkéw farmaceutycznych. Z tego powodu enzymy

te zalicza sie do tzw. enzyméw metabolizujacych leki (ang. drug-metabolizing enzymes, DME).
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Bardzo rzadko zdarza sie, aby lek nie ulegat biochemicznej modyfikacji w organizmie zywym.
W wiekszosci przypadkéw produkty metabolizmu powstajace w fazie | sg przeksztatcane dalej
i ulegajg Il fazie biotransformacji. Niekiedy zdarza sie, iz zwigzek podlega przemianom tylko
w fazie |I. W takim przypadku powstajg tzw. reaktywne metabolity, ktére moga by¢ bardziej
toksyczne od zwigzkéw wyjsciowych i powodowaé uszkodzenia biatek komérkowych lub
czagsteczek DNA oraz RNA [Gonzalez i in. 2006, Murray i in. 2009].

I1.1.1.2. Faza Il

Metabolity powstate podczas | fazy ulegajg dalszym przemianom, czyli sprzeganiu
z endogennym substratem np. glutationem, aminokwasem lub z anionami kwasu octowego,
siarkowego czy glukuronowego. Reakcje |l fazy katalizowane sg gtéwnie przez enzymy z rodzin
transferaz np. UDP-glukuronylotransferaz (UGT) i S-transferaz glutationu (GST). Produkty
powstate w wyniku tych modyfikacji sg lepiej rozpuszczalne w $rodowisku wodnym, a
w konsekwencji tatwiej usuwane z organizmu. Ponadto metabolity Il fazy sg zazwyczaj mniej
toksyczne niz zwigzek pierwotny, zatem reakcje te majg charakter detoksykacyjny.
W przeciwienstwie do enzymow | fazy, ktérych rola oraz mechanizmy aktywnosci zostaty dosc
dobrze poznane, enzymom Il fazy poswiecono dotychczas znacznie mniej uwagi [Gonzalez i in.
2006, Murray i in. 2009].

11.1.1.3. Faza Ill

Za eliminacje z komérki hydrofilowych produktéw fazy Il odpowiada szereg pomp tzw.
transporteréw btonowych. Ze wzgledu na bariere jakg stanowi lipofilowa btona komorkowa
transport ten odbywa sie zwykle w sposéb aktywny i ma charakter antyportu [Murray i in. 2009,
Mutschler iin. 2010]. Procesy te przyjeto traktowac jako Il faze biotransformaciji lekéw (Rys.11.2.).
Najliczniejsza rodzine biatek transportowych tworzg transportery ABC (ang. ATP-binding cassette
transporters). Biatka te sg waznymi elementami bariery krew-narzad, wptywajg na biologie

komérek nowotworowych i niestety moga uczestniczy¢é w rozwoju opornosci wielolekowe;.
1l.1.2. Modyfikacje metaboliczne lekow

W wyniku przemian metabolicznych ze zwigzku aktywnego farmakologicznie moze
powstaé produkt dziatajgcy podobnie, ale tez charakteryzujacy sie dziataniem stabszym lub wrecz
toksycznym dla organizmu (Rys. 11.2.).

Aktywny
——————— metabolit | fazy —————— -
f LEK: \ | faza Il faza [} i \ Il faza
' lipofilowy I metabolizmu Nieaktywny metabolizmu | Metabolitlifazy: | metabolizmu
’ | —————» ; - | ——
: - hydrofobowy, | metabolit | fazy : - hydrofilowy, |
- niepolarny. oISl - nieaktywny.

| 1 i 1 \ 1
________ - Toksyczny 1 S ———

I metabolit | fazy
7/

Rys. I.2. Modyfikacje wtasciwosci biologicznych lekéw [Rang i in. 2007]
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W procesie biotransformacji moze réwniez dojs¢ do przeksztalcenia zwigzku
nieczynnego farmakologicznie w metabolit o wiasciwosciach terapeutycznych. Wiasnie takim
przemianom ulegajg tzw. proleki. W takiej formie stosowane sa niektére leki
przeciwnowotworowe. Swojg aktywnos$¢ przejawiajg dopiero w obrebie tkanek zaatakowanych
przez nowotwor, pod wplywem dziatania uktadu enzymatycznego komorki nowotworowej,
w wyniku czego ryzyko wystgpienie efektéw niepozadanych u pacjenta jest znacznie nizsze
[Gonzalez i in. 2006, Murray i in. 2009].

11.1.3. Miedzyosobnicze réznice w metabolizmie lekow

Waznym elementem witasciwosci farmakologicznych leku jest fakt, ze nie u wszystkich
pacjentéw bedzie wywierat identyczny efekt terapeutyczny. Aktywnos$é enzyméw
detoksykacyjnych, odpowiedzialnych za deaktywacje zwigzkdw mogacych mie¢ szkodliwy wptyw
na organizm, podporzadkowana jest szeregowi czynnikbw zaréwno zewnetrznych jak
i wewnetrznych. Udowodniono, ze liczne substancje, w tym niektore przyjjmowane leki, moga
wywiera¢ znaczacy wptyw na stopien metabolizmu innych lekéw poprzez inhibicje lub indukcje

aktywnosci katalitycznej enzyméw metabolizujgcych [Yang i in. 2017].

Ponadto liczne badania dowodzg, ze na odmienny przebieg biotransformacji leku
w organizmie wplywajg nie tylko czynniki takie jak: srodowisko, wiek, pte¢, dieta, jak i stan
fizjologiczny organizmu pacjenta, ale réwniez uwarunkowanie genetyczne. Zmiennos$c
genetyczna w genomie cztowieka jest zjawiskiem powszechnym. Ostatnie badania dowodzg, ze
genetycznie uwarunkowane réznice w odpowiedzi na standardowe dawki lekéw dotyczg
w szczegolnosci farmakoterapii przeciwnowotworowej ze wzgledu na powazng toksycznosé
i waski indeks terapeutyczny tej grupy lekéw [Liiin. 2011]. Problem ten zastuguje na szczegéine
uwzglednienie w planowaniu chemioterapii nowotworéw, bowiem wrodzone rdznice
w metabolizmie lekéw przeciwnowotworowych sprawiaja, ze przy standardowym dawkowaniu
lekéw u niektdérych pacjentow wystepuja powazne powiktania toksyczne, a u innych leczenie jest
suboptymalne. Najczestszg przyczyng odmiennych reakcji na podany specyfik sg zmiany
w sekwencji nukleotydéow gendéw kodujacych biatka enzymatyczne odpowiedzialne za
transformacje metaboliczng lekow.

3 SNP|

ADQY N L ”7~cA

- CA A Is GT -
/\[MD}&4'TAGA

T T 7% G |C -
,.,«\LI"UP 1 _AGA

G T
Al 1 cG

Rys. I1.3. Polimorfizm genetyczny (SNP)
[www.whatisdna.net/wiki/single-nucleotide-polymorphisms/, dostep 2020-02-28]
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Pierwsze zmiany majg najczesciej charakter polimorfizmu genetycznego (Rys.l1.3.).
W 90% jest to polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP - single nucleotide polymorphism),
czyli zmiana na poziomie pojedynczego nukleotydu w sekwencji DNA, w wyniku ktérej powstajg
ré6zne warianty danego genu. [Indelman i in. 2005, Ekhart i in. 2009, Li i in. 2011]. Niektére jego
warianty mogg mieé bezposredni wptyw na efektywnos¢ wazniejszych Sciezek metabolicznych
(Rys. 11.4.), dlatego pacjentéw klasyfikuje sie wedtug czterech odmiennych grup fenotypowych:
osoby wolno metabolizujgce lek (PM — poor metabolizer), osoby ze zmniejszonym metabolizmem
leku (IM — intemediate metabolizer), osoby z prawidtowym metabolizmem leku (EM — efficient
metabolizer) i osoby bardzo szybko metabolizujgce lek (UM — ultrarapid metabolizer) [Li i in.
2011].

- Odpowiedz na

dawke standardowa
OdpowiedzZ na dawke nizsza
niz standardowa
mp s
I Odpowiedz na dawke
Wy2szg niz
standardowa |

\ - w Odpowiedi na alternatywna

terapie

Rys. I1.4. Polimorfizm genetyczny a efekt terapeutyczny leku
[opracowanie wiasne na postawie: http://genelex.com/patients/, dostep 2020-02-28]

U os6b z metabolizmem prawidiowym (fenotyp EM) standardowe dawki leku bedag
tolerowane prawidtowo. Natomiast u oséb, ktore stabo lub w ogdle nie metabolizujg danego leku
(PM) do postaci nieaktywnej farmakologicznie moze dochodzi¢ do nasilonego dziatania leku,
a takze jego kumulacji, czego skutkiem jest zwiekszenie ryzyka wystgpienia dziatan
niepozadanych podczas stosowania terapii. Zatem u tych osob nalezy stosowa¢ duzo mniejsze
dawki niz standardowe. Szczego6lnie dotyczy to lekéw o niskim wspdtczynniku terapeutycznym.
Osoby wykazujgce bardzo szybkie tempo przemian metabolicznych (UM), aby osiagngc
efektywne, terapeutyczne stezenie leku, wymaga¢ bedg wigkszej dawki farmaceutyku, niz
standardowa. Wzmozony proces biotransformacji tych oséb prowadzi¢ bedzie do szybkiej
eliminacji leku, a w konsekwencji krétszego czasu dziatania, czyli potencjalnie jego nizszej
skutecznosci. Z drugiej strony, gdy enzym odpowiada za przemiane proleku do jego formy
aktywnej u oséb fenotypem UM moze dojs¢ do wytworzenia toksycznego poziomu aktywnej formy
leku. Z kolei u pacjentow z fenotypem PM w przypadku podania proleku nalezy spodziewac sie
niewielkiego efektu terapeutycznego lub wrecz jego braku [Liiin. 2011].

1.1.4. Spersonalizowana terapia przeciwnowotworowa

Nowotwory stanowig wcigz jedng z gtéwnych przyczyn zgondéw na swiecie. Pomimo,

iz stosujac terapie przeciwnowotworowg nowymi lekami uzyskuje sie istotng poprawe zdrowia
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u niektérych pacjentéw, nadal w znacznej grupie chorych obserwuje sie dziatania niepozgdane
przy réwnoczesnej niskiej skutecznosci leczenia. Szacuje sie, iz co roku w Stanach
Zjednoczonych umiera okoto 100 000 oséb z powodu wystgpienia ubocznych dziatan lekéw,
w tym lekéw przeciwnowotworowych [Murray i in. 2009]. Ustalenie i wyb6r schematu dawkowania
leku, szczegolnie dla pacjentéw z zaawansowanym stadium choroby napotyka wiele trudnosci.
Konieczne jest bowiem podanie mozliwie wysokiej dawki, zwigzanej z mozliwie najnizszym
ryzykiem wystgpienia powaznych dziatan niepozadanych, pamietajac przy tym, ze leki stosowane

w chemoterapii przeciwnowotworowej charakteryzujg sie waskim indeksem terapeutycznym.

Ponadto od wielu wiekbw w medycynie stosowane byto taczenie podobnych choréb i ich
objawoéw w jednolite grupy. Wszystko to miato na celu zwiekszenie efektywnosci przyswajania
wiedzy medycznej, ktéra przy tak szybkim rozwoju nauki, rozrasta sie w duzym tempie. Jednak
w dzisiejszych czasach bardzo wazng potrzebg stato sie dgzenie do indywidualnego leczenia
chorego. Doswiadczony lekarz wie, ze ,kazdy pacjent choruje inaczej”. Medycyna
personalizowana to catkiem nowe podejscia do procesu diagnostyczno-terapeutycznego

szczegoblnie w dziedzinie choréb nowotworowych [Budin-Ljosne i in. 2015, Fronczak 2016].

Obecnie, w przypadku terapii przeciwnowotworowych prébuje sie wyselekcjonowac tych
chorych, u ktérych istnieje duze prawdopodobienstwo rozwinigcia sie silnej odpowiedzi
toksycznej. Rozwdj farmakogenetyki przyczynit sie do lepszego zrozumienia indywidualnych
réznic w toksycznosci oraz do opracowania nowych, racjonalnie zaprojektowanych,
bezpieczniejszych i bardziej dostepnych lekéw. [Tan i in. 2013]. Medycyna stratyfikowana dzieli
pacjentéw na grupy w oparciu o ich genetycznie uwarunkowane ryzyko wystgpienia choréb lub
ich reakcje na leczenie, w celu zaoferowania pacjentom leczenia celowanego - konkretnie

dopasowanego do danej grupy (Rys II.5.).
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Rys. II.5. Spersonalizowana terapia przeciwnowotworowa
[opracowanie na podstawie: https://pct.mdanderson.org/#/ dostep dnia: 2020-02-26]

Uwaza sig, iz nowe spojrzenie na terapie przeciwnowotworowg przyczyni sie
w znacznym stopniu do zwiekszenia skutecznosci farmakoterapii. Mozliwe stanie sie rowniez

zidentyfikowanie, przed zastosowaniem leku, polimorfizmoéw genetycznych u pacjentéw silnie
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podatnych na toksyczne dziatanie lekdéw [Wilkinson 2005, Murray i in. 2009]. Przyktady

stosowanych terapii celowanych przedstawiono w Tabeli II.1

Tabela.ll.1. Przyktady terapii celowanej wykorzystywane do leczenia pacjentow chorych na nowotwér

[Fronczak 2016]
Nowotwor Lek Cel Badany Rodzaj Metoda badania
gen/biatko badania
Przewlekta Imatinib BCR/ BCR/ABL obecnos¢ fuzji RT-PCR, RQ-PCR
biataczka ABLA1 BCR/ABL oraz
szpikowa monitorowanie
(CML) ilosci BRC/ ABL1
w trakcie leczenia
Rak piersi Trastuzumab HER2 HER2 obecnosé IHC, FISH
Z na- nadekspresji
dekspresjg HER2/amplifikacji
HER2 HER2
Rak jelita Cetuksymab  EGFR KRAS, NRAS obecnosé sekwencjonowanie
grubego Panitumu- mutacji w KRAS, Sangerowskie
mab NRAS DNA, gPCR, NGS
Rak jajnika Olaparib PARP-1 BRCA1/2 badanie obec- sekwencjonowanie

nosci mutacji w

Sangerowskie

BRCA1/2 DNA, gPCR, NGS

Wymienione powyzej dziatania posiadajg wspdélny cel: zapewnienie ,odpowiedniemu
pacjentowi odpowiedniego leku w odpowiedniej dawce i w odpowiednim czasie”. Pozwoli to nie
tylko na optymalizacje leczenia w aspekcie medycznym (zastosowanie bardziej skuteczne;
terapii), ale rowniez w aspekcie ekonomicznym, poniewaz zastosowanie wtasciwego leczenia
pozwoli unikng¢é wydatkdw spowodowanych leczeniem, ktoére okazatoby sie nieskuteczne
[Fronczak 2016].

11.2. Cytochromy P450 (I faza metabolizmu)
11.2.1. Ogdlna charakterystyka enzymow cytochromu P450

Cytochromy P450 (ang. cytochrome P450, P450) to liczna i wielofunkcyjna grupa biatek
enzymatycznych wykazujgcych aktywnos¢ monooksygenaz [Isin i in. 2007, Manikandan i in.
2018]. Biorg one udziat w | fazie przemian metabolicznych ksenobiotykéw. Wystepuja we
wszystkich organizmach zywych, poczawszy od bakterii, poprzez grzyby, rosliny, do zwierzat i
ludzi. Obecne sg we wszystkich typach komérek ssakdéw, za wyjatkiem dojrzatych erytrocytéw.
Szczegdlnie wysokg aktywnos¢ zroznicowanych izoenzyméw P450 stwierdza sie w siateczce
Srodplazmatycznej hepatocytow. Biatka z grupy cytochromu P450 wystepujg takze m. in.
w komérkach ptuc, nerek, mozgu i jgder, jednak ich tgczna aktywnos¢ jest tam nizsza, niz
w watrobie (Tab.ll.2.). Ludzkie izoenzymy cytochromu P450 kodowane sg przez 57 genow.
W oparciu o strukture pierwszorzedowa izoenzymy cytochromu P450 zostaty zaklasyfikowane do
18 rodzin i 43 podrodzin [Nelson 2009, Guengerich 2020].
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Tabela.ll.2. Zawartos¢ catkowitej frakcji P450 w wybranych ludzkich tkankach [Hrycay i in. 2008]

Tkanka Zawartosc¢ P450

[nmol/mg]

watroba 0,30 - 0,60

nadnercza 0,23-0,54

jelito cienkie 0,03 -0,21
mébzg 0,10
nerki 0,03
ptuca 0,01
jadra 0,01

11.2.1.1. Struktura cytochromdéw P450

Cytochromy P450 to hemoproteiny o masie czasteczkowej od 42 do 62 kDa, zwigzane
z btong retikulum endoplazmatycznego oraz wewnetrzng btong mitochondrialng. Hem,
stanowigcy grupe prostetyczng tych enzyméw, zawiera wyeksponowany w centrum aktywnym
atom zelaza (Fe), ktory zwigzany jest koordynacyjnie z czterema atomami azotu pierscienia
porfirynowego i dwoma osiowymi ligandami, z ktérych jeden stanowi reszta cysteiny (Rys.Il.6A).
W stanie spoczynkowym cytochromy P450 wystepujg w réwnowadze pomiedzy strukturg
szesciokoordynacyjnego niskospinowego jonu Fe(lll) z czgsteczkg wody w pozycji trans do
endogennego ligandu cysteinowego i pieciokoordynacyjnego wysokospinowego jonu Fe(lll)
z resztg cysteiny jako jedynym ligandem osiowym. Hem utozony jest réwnolegle do powierzchni
btony, w ktdrej zakotwiczone jest biatko P450. Wszystkie izoenzymy cytochromu P450 zawieraja
ten sam kompleks porfirynowo-hemowy jako centrum katalityczne, natomiast poszczegdine
izoformy r6znig sie miedzy sobg sekwencjg aminokwaséw, ktéra wptywa na zmiane topografii ich
miejsca aktywnego [Isin in. 2007, Potega 2010]. Cytochromy P450 s3 jednym z gtéwnych
sktadnikéw uktadu wieloczynnosciowej monooksydazy (ang. mixed function oxydases, MFO),
w sktad ktérego wchodzg takze NADPH-reduktaza cytochromu P450 i fosfatydylocholina
[Bachmann 2007, Potega 2010] (Rys.II.6B).

NADP*

NADPH _

.Zawias

Al
\ H:0

COOH COOH

ROH

Rys.Il.6. A - centrum porfirynowo-zelazowe cytochroméw P450, B - schemat kompleksu enzymatycznego
MFO: NADPH-reduktaza cytochromu P450 (kolor jasnozielony), cytochrom P450 (kolor ciemnozielony),
fosfatydylocholina (kolor niebieski) [Potega 2010, Ortiz 2015].
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11.2.1.2. Funkcje i mechanizm dziatania izoenzymow cytochromu P450

Zasadniczg funkcjg cytochroméw P450 jest kataliza reakcji utleniania zwigzkéw endo-
i egzogennych na drodze monooksygenacji, w ktorej jeden z dwdch atomow czgsteczki tlenu
wbudowywany jest do czgsteczki substratu. W reakcji tej izoenzymy cytochromu P450 przejmuja
elektron z NADPH lub z NADH i poprzez inne przenosniki elektronéw przenosza go na czasteczke
tlenu [Bachmann 2007, Potega 2010, Manikandan i in. 2018] (Rys.IL.7.).

RH + 02 + H* + NAD(P)H — ROH + H20 + NAD(P)*

gdzie RH — substrat, ROH — produkt

Rys.Il.7. Schemat reakcji utleniania zwigzkéw endogennych i egzogennych katalizowanej przez P450
[Bachmann 2007, Potega 2010].

Przedstawiony proces odgrywa istotng role w reakcjach endogennych np. w syntezie
cholesterolu, a takze w dalszych przeksztatceniach cholesterolu w hormony steroidowe i sole
kwasow zoéitciowych. Cytochromy P450 sg takze waznym elementem w metabolizmie
ksenobiotykdéw (leki, zanieczyszczenia srodowiska, mykotoksyny czy konserwanty zywnosci),
zwilaszcza substancji o charakterze hydrofobowym. Produkty metabolizmu sg zwykle bardziej
hydrofilowe od substratow, co sprzyja ich dalszemu metabolizowaniu i wydalaniu [Bachmann
2007, Ortiz 2015, Guengerich 2020].

Cykl katalityczny cytochromu P450 (Rys.l1.8.) jest inicjowany przez zwiazanie substratu,
RH, z czgsteczkg biatka hemowego (1). Powstanie kompleksu substrat-cytochrom przyspiesza
redukcje jonu Fe(lll) protoporfiryny IX, co nastepuje z udziatem elekironu przeniesionego
z NADPH przez NADPH-reduktaze cytochromu P450 (2). Redukcja jonu Fe(lll) do jonu Fe(ll)
umozliwia szybkie przytgczenie czgsteczki O2. Tworzy sie addukt Fe(ll)-Oz, ktdry szybko ulega
przemianie w bardziej trwaty kompleks Fe(lll)-O2+ (3). W dalszym etapie nastepuje przyjecie
drugiego elektronu i przegrupowanie tadunku, wskutek czego atom zelaza uzyskuje stopien
utlenienia +3, a atom tlenu -2 (4). Powstaty kompleks Fe(lll)-O2* oddziatuje z protonem
z otaczajgcego srodowiska. Po przytaczeniu kolejnego protonu nastepuje rozpad wigzania O-O
i utworzenie czasteczki H20 oraz kompleksu Fe(lll)=0. (5). Ten reaktywny kompleks przyjmuije
rodnik wodorowy z substratu, przechodzac w strukture Fe(lll)-O+H, pozostawiajac przejsciowy
wolny rodnik, Re. Powstate w ten spos6b dwa rodniki podlegajg przemianie tworzgc produkt
reakcji z grupg hydroksylowa, ROH (6). Koncowym etapem cyklu przemian jest odtaczenie
czasteczki produktu (utlenionego metabolitu) i odtworzenie utlenionej formy cytochromu P450
[Ortiz 2015, Guengerich 2020].
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Rys.l1.8. Cykl katalityczny cytochromu P450 [Potega 2010, Ortiz 2015].

11.2.2. Rola cytochromoéw P450 w metabolizmie lekow

U cztowieka cytochromy P450 sg gtéwnymi enzymami zaangazowanymi w metabolizm
przyjmowanych lekéw (ok. 75%). W ludzkiej watrobie dominujgcymi podrodzinami P450
biorgcymi udziat w metabolizmie ksenobiotykdéw, w tym wielu lekéw sa: P4501A (9%), P4502C
(27%) i P4503A (45%). Tak znaczny udziat izoenzyméw P4503A(4) i 2C9 wynika w duzym
stopniu z wysokich pozioméw ekspresji tych enzymow w watrobie (i jelicie cienkim) cztowieka
oraz z ich szerokiej specyficznosci substratowej. Na Rys.11.9. uwzgledniono réwniez udziat innych
frakcji enzyméw P450 uczestniczacych w biotransformaciji substancji egzogennych w ludzkiej
watrobie [Ortiz 2015, Manikandan i in. 2018].

A B

1A1

2E1

Rys.I.9. Enzymy metabolizujgce leki. A — udziat ludzkich enzyméw w metabolizmie lekéw, UGT — UDP-
glukuronylotransferazy, FMO — monooksygenazy flawinowe, NAT - N-acetylotransferazy, MAO -
monoaminooksydaza. B — udziat poszczegdlnych frakcji enzyméw P450 w metabolizmie lekéw [Ortiz 2015].
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Powstate produkty metabolizmu zwykle staja sie bardziej polarne i lepiej rozpuszczalne
w wodzie, co sprzyja ich dalszemu metabolizowaniu i wydaleniu z organizmu [Bachmann 2007].
Ro6znice w strukturze centrum aktywnego enzymu P450 okreslajg zdolno$¢é oddziatywania
z substratami o charakterystycznej strukturze chemicznej i pozycji zmian oksydacyjnych ich
molekut. Zatem ksenobiotyk, w tym lek moze ulega¢ biochemicznej modyfikacji przez jedng
izoforme badz kilkka réznych form izoenzymatycznych, czego przykiadem jest kodeina
podlegajgca oksydacyjnej O-demetylacji przez P4502D6 i N-demetylacji przy udziale P4503A4
[Tomaszewski i in. 2008]. W zaleznosci od rodzaju substratu oraz pozycji w czasteczce, do ktérej
zostaje dotgczony atom tlenu enzymy cytochromu P450 moga katalizowac nie tylko reakcje
monooksygenaciji, ale rowniez bra¢ udziat w reakcjach redukcji, dehydratacji, dehydrogenaciji,
dehalogenaciji, dimeryzacji i izomeryzacji [Bachmann 2007]. Procesy utleniania katalizowane przy

udziale enzymow cytochromu P450 obejmuja reakcje:

» hydroksylacji - elektrofilowy element struktury w hemie Fe(lll)=O przytagcza atom tlenu

do niespolaryzowanego wigzania C-H (np. szlaki przemian testosteronu),

» dealkilacji - hydroksylacja zachodzgca w pozycji a do heteroatomow, np. atomu tlenu
(etery), siarki (tioestry), azotu (aminy, amidy), gdzie rozpad wigzania prowadzi
odpowiednio do O-, S-, N-dealkilacji - procesy bioaktywacji i detoksykacji ksenobiotykow

np. leku przeciwdepresyjnego imipraminy,

» monooksygenacji heteroatoméw — w przypadku amin i amidéw I- i ll-rzedowych
hydroksylacja wigzania N-H do N-hydroksyloaminy, ktéra metabolizowana jest do

nitrozopochodnych — proces aktywacji kancerogenéw i lekow,

 epoksydacji — proces ofrzymywania  zwigzkbw  wysoce  reaktywnych
i wykazujacych wtasciwosci toksyczne (epoksydow), ktérych reakcje z DNA sag

bezposrednig przyczyna kancerogennych wtasciwosci wielu zwigzkow.

Biotransformacja wiekszosci lekéw przy udziale P4503A4 zachodzi gtdéwnie poprzez
reakcje hydroksylacji, N-dealkilacji i N-dechloracji, przy czym hydroksylacji ulegajg gtéwnie

alifatyczne fragmenty czasteczek a takze ugrupowania benzylowe [Li i in. 2011].
11.2.3. Biatka sieroce cytochromu P450

Nalezy réwniez nadmieni¢, iz sposrod odkrytych dotychczas 57 gendw kodujgcych
izoenzymy cytochromu P450, az 1/4 z nich nalezy do tzw. biatek sierocych (ang. orphan
proteins). Oznaczato, ze ich funkcja, miejsce ekspresji, a takze sposob regulacji wcigz nie zostaty
do konca wyjasnione [Szaefer i in. 2019]. Brakuje nam wiedzy na temat ich funkcji w metabolizmie
endogennym i egzogennym, a takze ich roli w metabolizmie substancji toksycznych
i rakotwérczych. Nie wykluczone, iz mogg wywiera¢ wptyw na metabolizm lekéw. Obecnie do
sierocych P450 zalicza sie 13 izoenzymow: P450 2A7, 251, 2U1, 2W1, 3A43, 4A22, 4F11, 4F22,
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4V2, 4X1, 421, 20A1 i 27C1 (Tabela 11.3.). Niektore z nich majg juz przypisane przypuszczalne
funkcje np. w metabolizmie kwasu arachidonowego. Jednak dla wigkszosci sierocych P450

dostepna jest szersza wiedza na temat ich gendw i polimorfizméw pojedynczych nukleotyddéw niz

o ich funkcjach biologicznych [Guengerich i in. 2010].

Tabela.ll.3. Ludzkie sieroce P450 [Guengerich 2011]

P450 Miejsce ekspresji Prawdopodobny substrat
2A7 watroba
251 skéra, watroba, tchawica, ptuco, zotgdek, kwas retinowy, kwas arachidonowy, AQ4N,
jelito cienkie, sledziona, nowotwory piersi  eliptycyna, niektére nadtlenki eikozanoidéw,
7,8-dihydrodiolowa pochodna benzo(a)pirenu,
2U1 grasica, mézg kwasy ttuszczowe (w, w-1), N-arachidonoyl
serotonina, pochodne debrizochiny i
terfenadyny
2W1 komérki nowotworowe substancje rakotwdrcze
3A43 watroba, mozg alprazolam, testosteron
4A22 watroba
4F11 watroba kwasy ttuszczowe (w-1, -2, -3...), B-hydroxy
kwasy tluszczowe, etylomorfina, erytromycyna,
chlorpomazyna, imipramina, benzfetamina,
werapamil,
4F22 skéra, jadra, szpik kostny, watroba, jelito kwas arachidonowy
cienkie, miesien szkieletowy, mézg
4V2 oko kwasy tluszczowe (w)
4X1 moézg, watroba, skora, prostata, serce, anandamid (AEA)
aorta, piersi, jelito grube, tchawica, aorta
nerki
471 nowotwor piersi kwasy ttuszczowe (w-2, -3, -4, -5)
20A1 moézg, watroba, sledziona, inne
27CA1 Watroba, nerki, sledziona

11.2.3.1. P450 2A7

Transkrypty mRNA tego izoenzymu odnotowano w ludzkiej watrobie i przetyku. Splicing
alternatywny jest prawdopodobnie zwigzany z produkcjg hybrydy alleli P450 2A6/2A7. Hybryda
ta ma nizszy poziom aktywnosci enzymatycznej niz P450 2A6. Do tej pory heterologiczna
ekspresja P450 2A7 w roznych systemach nie pozwolita na otrzymanie aktywnej formy tego

izoenzymu. Nie wiadomo réwniez, czy aktywna forma P450 2A7 istnieje [Guengerich 2011].
11.2.3.2. P450 251

Ekspresje mRNA izoenzymu wykryto w ludzkiej skérze i watrobie. Istniejg réwniez
doniesienia o ekspresji P450 2S1 w tchawicy, ptucu, zotadku, jelicie cienkim i sledzionie. Gen ten
prawdopodobnie regulowany jest przez czynnik transkrypcyjny - receptor weglowodorow
arylowych (ang. aryl hydrocarbon receptor, AhR). Wzrost poziomu ekspresji izoenzymu P450 2S1
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zaobserwowano w komoérkach MCF-7 po traktowaniu ich réznymi metoksystylbenami, czyli
zwigzkami posiadajgcymi zdolnos¢ do zaburzania ekspresji i aktywnosci AhR. [Szaefer i in.
2019]. Heterologiczna ekspresja zostata osiggnieta w drozdzach i stosunkowo wysokim poziomie
w systemach E. coli. ekspresja P450 2S1 Uwaza sie, ze izoenzym CYP2S1 moze uczestniczy¢
w metabolizmie kwasu retinowego, niektérych nadtlenkéw eikozanoidéw. Jednak specyficznosc
P450 251 wobec substratéw jest nadal kontrowersyjna. Pojawito sie pytanie, czy P450 2S1 moze
oddziatywac¢ z reduktazg NADPH-P450i akceptowac elektrony. W 2009 roku Bui i Haninson doszli
do wniosku, ze P450 2S1 nie jest w stanie oddziatywac z reduktazg NADPH-P450 ani przyjmowac
elektronéw z reduktazy. Jednakze praca Bui i Haninsona budzita powazne zastrzezenia. Dwa
lata p6zniej stwierdzono, ze P450 2S1 redukuje prolek AQ4N. Wyniki te potwierdzaja, ze P450
2S1 katalizuje reakcje redukcyjne za pomocg reduktazy NADPH-P450, a takze sugerujg
ujawnienie normalnych rél oksydazy o mieszanej funkcji P450 2S1. [Xiao i in. 2011] Ponadto
wykazano, ze P450 2S1 katalizuje utlenianie zwigzkéw majgcych wielopierscieniowe struktury
aromatyczne m.in. 7,8-dihydrodiolowg pochodng benzo(a)pirenu i lek przeciwnowotworowy
— eliptycyne [Mrizova i in. 2016]. Dowiedziono réwniez, iz P450 2S1 katalizuje utlenianie kwasu
arachidonowego do 19-HETE, a takze wykazuje aktywnos$¢ wobec kilku innych nienasyconych
kwaséw ttuszczowych i tylko w1-hydroksy wielonieniasyconych kwaséw ttuszczowych [Fekry i in.
2019].

11.2.3.3. P450 2U1

mRNA P450 2U1 wykryto w ludzkim mézgu i grasicy. Heterologiczng ekspresje
odnotowano w komdrkach owadzich. P450 2U1 odpowiedzialny za metabolizm kwasu
arachidowego i innych kwasow tluszczowych tj. nienasyconych kwaséw ttuszczowych
(linolenowego, palmitylowego, wakcenowego, eikosatrienowego, eikozapentaenowego, EPA
i dokozaheksanowego, DHA), a takze diugich nienasyconych kwasow tluszczowych
(palmitynowego i stearynowego) [Dhers iin. 2017]. Sugeruje sie, iz P450 2U1 zaangazowany
moze by¢ w utlenianie endogennej N-arachidonoyl serotoniny (inhibitora hydrolazy amidowe;j
kwasu ttuszczowego) w pozycji 2 jej pierscienia indolowego (Rys.I1.10) [Siller i in. 2014], a takze
katalizuje hydroksylacje pochodnych debrizochiny i terfenadyny [Ducassou i in. 2015]. Wyniki te
sugeruja, iz ten typ przemian moze by¢ istotny dla metabolizmu lekéw w ludzkim mézgu.

HO _ P80 ho
N 2U1 o
N
N H

Rys.ll.10. Metabolizm N-arachidonoylserotoniny wobec P450 2U1 do 2-okso-Narachidonoylserotoniny
[Siller i in. 2014].
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11.2.3.3. P450 2W1

Préby znalezienia miejsca ekspresji mMRNA P450 2W1 w ludzkiej tkance zakonczyty sie
niepowodzeniem, a ekspresja wydaje sie wystepowaé tylko w komérkach nowotworowych,
szczegolnie raka jelita grubego i watroby [Guengerich 2011, Szaefer i in. 2019]. Izoenzym P450
2W1 bierze udziat w aktywacji kancerogennych policyklicznych weglowodoréw aromatycznych,
co moze mie¢ szczegblne znaczenie w Swietle lokalizacji tego enzymu w nowotworach. Ze
wzgledu na swoistg dla nowotworu ekspresje i wyjgtkowa aktywnosc¢ katalityczng w raku jelita
grubego CYP2W1 uznano za interesujacy cel w leczeniu raka jelita grubego. Nadekspresja tego
enzymu wigze sie bowiem przynajmniej ze skroceniem przezycia pacjentéw z rakiem jelita
grubego [Chung i in. 2016] Ponadto P450 2W1 katalizuje N-demetylacje benzfetaminy, redukcje
AQA4N przy udziale reduktazy NADPH-P450 i w matym stopniu utlenianie kwas6w ttuszczowych,
a takze wykazuje pewng aktywnos$¢ wobec indoli i jego pochodnych [Guengerich 2011].
Wykazano réwniez wplyw niektérych stylbendw na poziom ekspresji tych izoenzymow
w komérkach nowotworowych piersi. Obserwowano bowiem wzrost ekspresji P450 2W1
w komérkach linii MCF-7 traktowanych 3,4,2’-trimetoksy-trans-stilbenem oraz spadek poziomu
transkryptu P450 2W1 podczas leczenia komérek MDA-MB-231 resweratrolem, zwigzkiem
o budowie stilbenu, wystepujgcym u roslin naturalnie pod wptywem stresu [Szaefer i in. 2019].
Zatem P450 2W1 odpowiedzialny jest nie tylko za metabolizm lekéw stosowanych w terapii
przeciwnowotworowej, ale réwniez potencjalne $rodki chemoterapeutyczne mogg modulowaé
poziom ekspresji tych izoenzyméw w komoérkach nowotworowych [Chung i in. 2016, Szaefer
2019]. Informacje te sa niezwykle istotne dla planowania terapii przeciwnowotworowej, w gtéwnej

mierze przeciwko nowotworom jelita i piersi.

11.2.3.4. P450 3A43 i P450 4A22

P450 3A43 zlokalizowano w watrobie i mbzgu. Heterologiczng ekspresje tego izoenzymu
odnotowano w E.coli i komoérkach COS-1 [Agarwal 2008]. Prawdopodobnie P450 3A43 bierze
udziat w metabolizmie alprazolui w matym stopniu testosteronu. [Guengerich 2011]. Stosunkowo
mato wiadomo na temat P450 4A22. Ekspresja tego enzymu nie wydaje sie by¢ na wysokim
poziomie. Zostat on zlokalizowany w ludzkiej watrobie i petni tam funkcje hydroksylazy kwasow

ttuszczowych [Lino Cardenas i in. 2011].

11.2.3.5. P450 4F11

mRNA P450 4F11 ulega ekspresji w watrobie. Heterologiczna ekspresja zostata
osiggnieta w komorkach drozdzy, owadoéw i E.coli. P450 4F11 wykazuje aktywnos¢ katalityczng
wobec kwaséw tluszczowych, a takze ketokwasow tluszczowych. Nie zaobserwowano
bioaktywacji wobec wielu prokancerogenéw [Guengerich 2011]. Odnotowano natomiast pewna
aktywnos¢ przy utlenianiu witaminy K1. Ponadto P450 4F11 katalizuje N- i O-demetylacje lekow
takich jak erytromycyna, benzfetamina, etylomorfina, chlorpromazyna, imipramina i werapamil
[Kalsotra i in. 2004].
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11.2.3.6. P450 4F22

Ekspresje mRNA P4504F11 wykryto w skérze i jadrach, a takze na niewielkim poziomie
w szpiku kostnym, watrobie, jelicie cienkim, miesniu szkieletowym i mézgu. Uwaza sie, ze P450
4F22 bierze udziat w bioaktywacji pochodnych kwasu 12R-hydro(peroksy)-eikozatetraenowego
i 8R, 11R, 12R-epoksy(hydroksy)-eikosatrienowego. Ponadto dowiedziono, iz P450 4F22 utlenia

kwas arachidonowy do mieszaniny kwasow hydroksy-eikosatetraenowych [Guengerich 2011].
11.2.3.7. P450 4V2

mRNA ludzkiego P450 4V2 wykryto w siatkéwce oka. Stwierdzono réwniez, ze mutacje
w genie P450 4V2 zwigzane sg z wystepowaniem dystrofii krystalicznej Biettiego (ang. Bietti's
crystalline dystrophy, BCD), rzadkiej choroby objawiajgcej sie powstawaniem krystalicznych
wnikajgcych ztogéw i roznym stopniem atrofii naczyniowo-rdzeniowej rozpoczynajacej sie na
tylnym biegunie gatki ocznej. Przeprowadzone badania biochemiczne wskazujg, ze u pacjentow
z BCD zaburzony jest metabolizm kwasow ttuszczowych. [Nakano i in. 2012]. Zatem uwaza sie,
iz P450 4V2 wraz z innymi izoenzymami P450 moze odgrywac role w metabolizmie kwaséw
tluszczowych i sterydow. Wykazano réwniez, ze P450 4V2, ktérego ekspresje uzyskano
w komérkach owadzich katalizuje hydroksylacje $redniotancuchowych kwaséw ttuszczowych
(ang. Medium chain fatty acids, MCFA) [Guengerich 2011], a takze metabolizuje
wielonienasycone kwasy ttuszczowe (ang. polyunsaturated fatty acid, PUFA) [Nakano i in. 2012].

11.2.3.8. P450 4X1

Ekspresja P450 4X1 ma miejsce m. in. w mdzgu, tchawicy, watrobie, sercu i aorcie.
Ekspresje i aktywnos¢ P450 4X1 odkryto rowniez w réznych nowotworach. Uznano go zatem za
potencjalny cel molekularny terapii przeciwnowotworowej [Kumar 2015]. W badaniach
eksperymentalnych dowiedziono, ze kwas arachidonowy i jego pochodna anandamid sg
substratami P450 4X1. Jednakze mozliwosci metaboliczne P450 4X1 sg w duzej mierze nieznane
[Guengerich 2011].

11.2.3.9. P450 4271

Ekspresja P450 4Z1 jest niewykrywalna lub na bardzo niskim poziomie w wiekszo$ci
tkanek ludzkich. Natomiast obfitg ekspresje odnotowano w tkankach sutka i nowotworach piersi.
Obecnosc tego izoenzymu stwierdzono w liniach komérkowych raka piersi T47-D i MCF-7 [Rieger
i in. 2004]. Jedynymi zgtaszanymi substratami dla P450 4Z1 sg kwasy tluszczowe, kwas

laurynowy i kwas mirystynowy [Guengerich 2011].
11.2.3.10. P450 20A1

Ekspresie mRNA P450 20A1 wykryto w moézgu i watrobie. Jak na razie nie

zidentyfikowano substratéw dla tego izoenzymu [Han i in. 2017].
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1112.3.11. P450 27C1

mRNA P450 27C1 ulega ekspresji w wielu tkankach, w tym w watrobie, nerkach
i Sledzionie. Enzym ten nalezy do rodziny P450 27, do ktérej nalezg réwniez P450 27A1 i 27B1,
izoenzymy zaangazowane w hydroksylacje witaminy D. Natomiast izoenzym P450 27C1 nie
utlenia witaminy D, 25-hydroksy-witaminyD ani cholesterolu. Do tej pory nie zidentyfikowano

substratéw dla tego izoenzymu [Guengerich 2011].

1.3. Monooksygenazy flawinowe (I faza metabolizmu)
11.3.1. Ogdlna charakterystyka enzymow FMO

Monooksygenazy flawinowe (ang. flavin-containing monooxygenases, FMO) biorg
czynny udziat w metabolizmie i detoksykacji lekdw o wtasciwosciach lipofilowych, a znaczenie ich
byto pomijane przez wiele lat. Pierwotnie uchodzity za enzymy pomocnicze dla monooksygenaz
cytochromu P450. Jednak scharakteryzowanie cztonkéw rodziny FMO, poznanie metabolicznych
nastepstw rzadkich mutacji i ich wariantéw polimorficznych doprowadzito do wzrostu znaczenia
tych enzymoéw w aspekcie farmakologicznym i toksykologicznym. FMO i P450 majg wiele
podobienstw. Ich ekspresja ma miejsce w tych samych tkankach, angazujg w cyklu katalitycznym
czasteczkowy tlen, jak i NADPH jako kofaktor. Nierzadko przejawiajg réwniez aktywnos¢

metaboliczng wobec tych samych lekéw [Krueger i in. 2005].

Tabela Il.4. Wptyw polimorfizméw genu FMO na metabolizm ksenobiotykéw [Phillips i in. 2008 i 2019,

A\ MOST

Tangiin. 2017]
Gitowne . .
Gen miejsce sz\ll"v:’qrz?)nla Leczenie' SNP* Efekt koncowy
ekspresiji a
FMO3 watroba mutacje amfetamina, N61K zmniejszenie lub
osoby uposledzajgce benzydamina zniesienie aktywnosci
dorostej funkcjonalno$¢
i powodujgce
TMAurig?
etionamid, R205C umiarkowany spadek
dziatania clozapina, aktywnosci
niepozgdane lub deprenyl L360P wzrost aktywnosci
zwiekszona
skutecznosé leku
matamfetamina E158K/E3  umiarkowany spadek
, 08G aktywnosci, u dzieci
tamoksyfen, moze powodowac
tioacetozon, przemijajgce objawy
siarczek TMAurii,
sulindaku zaobserwowano
wzrost skutecznosci
sulindaku
promotor  wzrost lub spadek
ré6znych aktywnosci
SNP
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Glowne

L. Powiazania . g 4 .
Gen miejsce Leczenie SNP Efekt koncowy
— ekspresiji z choroba _
FMO2 ptuca odpowiedz na leki disulfoton, Q472X3 zniesienie aktywnosci
lub inne zw. forat,
chemiczne leki oparte na
tiomoczniku
FMO1 watroba obnizona ekspresja  chlorprozamina  R502X zniesienie aktywnosci
u ptodu, w rdzeniu imipramina, zalezne od substratu
nerka kregowym przy itopryd
u ptodu, ALS
nerka
u osoby
dorostej,
jelito cienkie
zwiekszona olopatadyna, promotor  spadek aktywnosci
ekspresja przy tamoksyfen, SNP
migotaniu tioacetazon

przedsionkow
odpowiedz na leki

" FMO nie jest jedynym enzymem uczestniczacym w metabolizmie in vivo niektérych zwigzkéw chemicznych.
2 Zidentyfikowano ponad 30 mutacji. ° Inne zidentyfikowane SNP wystepujg w tle Q472X. TMAuria — trimetyloaminuria,
ALS - stwardnienie zanikowe boczne (ang. amylotrophic lateran sclerosis) *SNP - Polimorfizm pojedynczego nukleotydu

(ang. Single Nucleotide Polymorphism)

W przeciwienstwie do enzymow cytochromu P450, aktywno$¢ monooksygenaz
flawinowych na ogét nie jest modulowana przez obce zwigzki chemiczne, co sugeruje, iz srodki
farmaceutyczne metabolizowane przez FMO sg mniej podatne na oddziatywanie z innymi lekami.
Zaobserwowane roznice miedzyosobnicze w aktywnosci tych enzymow sg zatem bardziej
prawdopodobne ze wzgledu na czynniki genetyczne niz czynniki srodowiskowe. Obecnie
wiadomo, iz cztowiek posiada pie¢ funkcjonalnych genéw FMO [Philips i in. 2008]. Trzy z nich

(FMO1, FMO2, FMO3) odgrywajg najwieksza role w metabolizmie lekéw (Tabela 11.4).

Rys.ll.11. A - Model struktury biatka FMO B - kanat i miejsce aktywne ze zwigzanym NADPH i FAD

Sekwencja wigzaca
FAD

Domena duza

Sekwencja
identyfikujaca
FMO

w bakteryjnej FMO [Eswaramoorthy i in. 2006, Cho i in. 2011].
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Enzymy FMO maja $cisle zwigzang grupe prostetyczng FAD i wigzacy kofaktor NADPH.
Gtéwng strukture enzymu FMO mozna poréwnac¢ do budowy matzy z matg ,gérng skorupa”
i wiekszg dolng (Rys.ll.11a). Enzymy FMO zaréwno drozdzy, jak i bakterii sg dimerami. Kazdy
monomer skifada sie z dwoch domen strukturalnych, wiekszej w ktérej zakotwiczona jest grupa
flawinowa FAD i mniejszej wiazacej NADPH (tzw. domeny insercyjnej). Obie domeny sg
potagczone podwojnym tacznikiem. Kanatl miedzy dwiema domenami prowadzi do miejsca
aktywnego enzymu, w ktérym NADPH wigze obie domeny i zajmuje szczeline blokujaca dostep
do grupy flawinowej FAD (Rys.ll.11b). Grupa nikotynamidowa NADPH oddziatuje z FAD,

natomiast miejsce wigzania NADPH zachodzi na miejsce wigzania substratu w grupie flawinowej.

11.3.1.2. Funkcje i mechanizm dziatania izoenzymdw FMO

Monooksygenazy flawinowe katalizujag reakcje utleniania wielu nukleofilowych zwigzkéw
zawierajgcych heteroatom taki jak azot, siarka czy fosfor. Jednakze niedawno wykazano, ze
ludzka izoforma FMO5 ma nietypowg aktywnos$¢, zachowuje sie bowiem jak monooksygenaza
Baeyera-Villigera (BVMO). FMO sg zaangazowane w metabolizm wielu lekéw, pestycydow i
substanc;ji toksycznych, poprzez przeksztatcanie lipofilowych ksenobiotykéw w polarne i tatwo

wydalane metabolity.

Do aktywnosci katalitycznej enzyméw FMO wymagany jest dinukleotyd
flawinoadeninowy (FAD) jako grupa prostetyczna, NADPH jako kofaktor oraz tlen czasteczkowy
jako kosubstrat. Pierwszym etapem cyklu katalitycznego (Rys.ll.12) jest redukcja FAD, ktéra
nastepuje z udziatem dwdch elektronéw przeniesionych z NADPH (1). Nastepnie zredukowana
czasteczka FAD szybko reaguje z tlenem czasteczkowym tworzac peroksyflawine, FAD-OOH (2).
Powstaty wodoronadtlenek jest stabilizowany przez NADP+. Przyjmuje sie, iz w takiej formie FMO
wystepuje w komoérce do momentu napotkania na odpowiedni nukleofil, czyli substrat, S. FAD-
OOH reaguje z napotkanym S (3). W wyniku ataku nukleofilowego nastepuje wbudowanie atomu
tlenu do czasteczki substratu, FAD natomiast pozostaje jako FAD-OH, czyli hydroksyflawina.
Nastepnie FAD-OH przeksztatca sie w FAD poprzez uwolnienie czgsteczki wody (4). Koncowym
etapem jest powolne uwolnienie NADP+ (5). Rozktad FAD-OH jest najwolniejszym krokiem w
catym cyklu, dlatego tez uwaza sie, iz determinuje on Vmax catego cyklu katalitycznego FMO. W
przeciwienstwie do cyklu cytochromu P450 wigzanie substratu do enzymu w cyklu FMO nie ma
wplywu na Vmax [Phillips i in. 2019]. Ponadto w cyklu katalitycznym moze doj$¢ do rozszczepienia
kompleksu [(FAD-OOH)(NADP+)], w wyniku czego uwolniona zostaje czgsteczka NADP+
i powstaje H202. Szybko$c¢ tego procesu jest wyzsza w obecnosci substratu. Szacuje sie, iz 30-

50% zwigzanego tlenu ulega przemianie do H202 [Siddens i in. 2014].
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Rys.ll.12. Cykl katalityczny monooksygenaz flawinowych [Phillips i in. 2019].

11.3.2. Rola FMO w metabolizmie lekow

Sposréd monooksygenaz flawinowych, rodzina FMO1 charakteryzuje sie najszerszym
zakresem substratowym. Zakres ten obejmuje m.in. lek antydepresyjny - imipramine,
gastroprokinetyczny — itopryd i antyhistaminowy - olopatadine. Ekspresja FMO1 w watrobie
cztowieka zostaje wyciszona w momencie narodzin. Zatem wkitad tego enzymu w metabolizm
lekéw u cziowieka dorostego jest ograniczony tylko do tkanek poza watrobg. Ponadto obnizone
stezenie FMO1 obserwuje sie u 0sO6b chorych na stwardnienie zanikowe boczne (ang.
amylotrophic lateran sclerosis, ALS). Natomiast wzmozong ekspresje FMO1 zaobserwowano
u pacjentow, u ktérych wystepowato migotanie przedsionkéw. Chociaz wyniki te sg interesujace,
potencjalna rola FMO1 w etiologii wymienionych choréb pozostaje nadal do ustalenia. Okreslenie
znaczenia FMO1 w detoksykacji lekéw wykazano w badaniu na myszach z niedoborem tego
genu. Kiedy podano zwierzegtom doswiadczalnym imipramine, ktéra ulega przemianom
metabolicznycm wobec FMO1 do N-tlenku, u myszy wystgpity dziatania niepozadane.
Towarzyszyto temu zwiekszenie stezenia leku macierzystego w osoczu i nerkach oraz wzrost
stezenia dezypraminy w mdzgu, co wskazuje, iz w przypadku braku FMO1 wigkszos¢ leku jest

metabolizowana przez szlak metaboliczny enzymdw P450 [Phillips i in. 2008].

FMO2 jest przyktadem genu, ktéry znajduje sie na dobrej drodze zeby sta¢ sie ludzkim
pseudogenem. Wiekszos¢ oséb jest homozygota, gdzie w wyniku mutacji nastgpito zastgpienie
kodonu glutaminy kodonem stop. W efekcie allel FMOZ2*2A koduje odciety, nieaktywny
katalitycznie polipeptyd. Taki rodzaj allelu wystepuje zasadniczo u 100% wszystkich populacji za
wyjgtkiem afrykanskiej, gdzie nastepuje kodowanie petnej diugosci polipeptydu i potwierdzono

tam obecnos¢ rodzimego allelu FMO2*1 w mikrokosmkach ptuc. Cho¢ niewiele jeszcze wiadomo
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o lekach bedacych substratami dla FMO2, stwierdzono, ze enzymy te sg zdolne do utleniania
lekdbw przeciwgruzliczych, tj. etionamidu i tioacetazonu, co ma wplyw na toksycznosc
i skutecznosé tych terapeutykow w populacjach afrykanskich [Phillips iin. 2008, Veeramah 2008].

Niedobor produkcji FMO3 prowadzi do tzw. trimetyloaminurii [Fennema i in. 2016].
Dotkniete nig osoby nie sg w stanie metabolizowaé trimetyloaminy (TMA) do N-tlenku. W efekcie
nadmiar trimetyloaminy wydalany jest z potem, moczem i w oddechu, powodujac silny odér
przypominajacy zapach zgnitych ryb. [Shephard i in. 2015]. Cierpiacy na tg chorobe majg rowniez
ograniczong zdolnos¢ do metabolizowania benzydaminy, czy sulindaku, ktére nalezg do
niesteroidowych lekdéw przeciwzapalnych. Sulindak stosowany jest w leczeniu rodzinnej
polipowatosci gruczolakowatej. Podawany jest w formie proleku. Przez bakterie jelitowe
przeksztatcany jest z sulfotlenku do siarczku, czyli do aktywnej postaci leku. U pacjentéw z
rodzinng polipowatoscig gruczolakowatg, u ktérych wystepujg warianty FMO3: E158K i E308G
obserwuje sie regresje istniejacych polipdw, a takze ochrone przed tworzeniem sie gruczolaka.
[Tangiin. 2017] FMO3 metabolizuje réwniez klozapine (lek przeciwpsychotyczny) oraz deprenyl
podawany chorym na chorobe Parkinsona, a takze tamoksyfen stosowany gtéwnie w terapii raka
sutka [Phillips i in. 2008].

W przypadku FMO5, pomimo sekwencji aminokwaséw podobnej do pozostatych
monooksygenaz flawinowych okazato sie, ze ludzki izoenzym FMOS5 jest zasadniczo nieaktywny
wobec zwigzkow nukleofilowych. Wykazuje natomiast silng aktywnos¢ katalityczng
ukierunkowana na elekirofilowe czgsteczki karbonylu, ktére sg typowymi substratami
monoksygenazy Baeyer-Villiger'a (ang. Baeyer-Villiger Monooxygenases, BVMO). Odmienne
zachowanie tego izoenzymu prawdopodobnie wynika z faktu, iz gen FMOS5 jako jedyny sposréd
wszystkich innych genéw FMO znajduje sie poza klastrem 220 kb chromosomu 1 [Fiorentini i in.
2017]. Dotychczas gatgz utleniania Baeyera-Villigera w metabolizmie lekéw byta dos¢
zaniedbywana. Ostatnio w kilku pracach badawczych zasugerowano, iz izoenzym FMOS5 bierze
udziat w metabolizmie aktywnych skifadnikow farmaceutycznych (ang. Active Pharmaceutical
Ingredient, API) m. in. zwigzku przeciwnowotworowego E7016 i przeciwbakteryjnego MRX-1 [Lai
2011iin., Mengiin. 2015]. Ponadto wykazano, iz FMO5 wykazuje silng aktywnos$¢ wobec dwoch
rozpowszechnionych lekdéw, nabumetonu i pentoksyfiliny, zawierajacych ugrupowanie
karbonylowe w tancuchu alifatycznym [Fiorentini i in. 2017]. Dzieki tym badaniom odkryto nie
tylko nowa Sciezke szlaku metabolicznego stosowanych lekéw, ale takze podkreslono wkiad
ludzkich FMO, a przede wszystkim FMOS5 w przemiany metaboliczne lekéw. Wktad ten byt przez
diugi czas niedoceniany. Niestusznie sgdzono, iz jest on incydentalny, a oznaczanie zakresu

substratu izoenzyméw FMO jest zbedne wobec roli cytochromu P450.
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11.4. UDP-glukuronylotransferazy (Il faza metabolizmu)
11.4.1. Ogolna charakterystyka UDP-glukuronylotransferaz

UDP-glukuronylotransferazy (ang. UDP-glucuronosyliransferase, UGT) to podstawowe
katalizatory reakcji Il fazy biotransformacji. Odgrywajg u ssakéw gtéwng role w przemianach
substancji endo- i egzogennych, do form lepiej rozpuszczalnych w wodzie, czyli fatwiej
usuwanych z organizmu. Obecne sg w komérkach roslin, zwierzat i bakterii [Bock 2003].
Wigkszos¢ danych literaturowych przedstawia podziat ludzkich biatek UGT na 2 rodziny: UGT1
i UGT2 [Guillemette 2010]. Natomiast zgodnie z uaktualniong klasyfikacja, wymienia sie
4 rodziny: UGT1, UGT2, UGT3 i UGT8 oraz 5 podrodzin: UGT1A, UGT2A, UGT2B, UGT3A
i UGT8A, w obrebie ktérych wyréznia sie 22 funkcjonalne izoformy UGT (Rys.I.13.) [Yang i in.
2017, Miners i in. 2020].

UGT2B28 UGT2B11

UGT2B10 UGT8A1

UGT2B7

UGT3A1

3A<
UGT3A2

UGT2B4

UGT2B17

UGT1A6

UGT1A5

UGT1A10 UGT1A7

UGT1A? yGT1A8

Rys.ll.13. Drzewo filogenetyczne ludzkich izoenzymow z rodziny UGT, Podrodziny UGT1A, UGT2A, UGT2B
to izoenzymy istotne dla metabolizmu lekéw i ksenobiotykéw [Mazerska i in. 2016, Miners i in. 2020].

Watroba jest najwazniejszym, lecz nie jedynym organem, w ktérym obecne sg UGT.
Izoenzymami wystepujacymi poza watrobg sg UGT1A7, obecny w przetyku, zotadku i ptucach,
UGT1A8 i UGT1A10, ktérych ekspresja ma miejsce w przewodzie pokarmowym oraz UGT2A1
znajdujacy sie gtéwnie w komérkach nabtonkowych nosa. mRNA kodujgcy szereg UGT obecny
jest takze w komdrkach nabtonka jelit. W nerkach obecne sa izoformy UGT z obydwu rodzin,
a poziom UGT2B7 w tym organie doréwnuje ekspresji w watrobie. Enzymy z rodziny UGT2B
obecne sg tez w gruczotach piersi i prostaty [Ohno i in. 2009, Court i in. 2012].

11.4.1.1. Struktura enzymow UGT

UDP-glukuronylotransferazy umieszczone sg w siateczce srddplazmatycznej (ER).
Biatka te zbudowane sg z dwéch domen N- i C-koricowej, o fgcznej masie 50-60 kDa (Rys.11.14).

Cata domena N-koncowa oraz przewazajgca czes¢ domeny C-koncowej skierowane sg do
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Swiatta ER. Domena C-koncowa odpowiada za wigzanie kofaktora UDPGA, co jest cechg
wspblng omawianych enzyméw (jest ona identyczna u wszystkich izoform UGT1 i bardzo
podobna u izoform UGT2). Biatka réznig sie natomiast domeng N-koncowa, ktéra determinuje
specyficznos¢ substratowg poszczegdinych izoenzymoéw [Patana i in. 2008, Fedejko i in. 20114,

Fujiwara i in. 2016].

Lys-Lys
cytoplazma
yiop — COO
blona ER
swiatfo ER
*HN —
aglikon UDPGA

Rys.ll.14. Proponowany model umiejscowienia biatka UGT w btonie ER. Cata domena N-koncowa (wigzgca
aglikon) oraz przewazajaca cze$¢ domeny C-koncowej (wigzacej UDPGA) znajdujg sie w Swietle ER
[Fedejko i in. 2011a, Fujiwara i in. 2016].

Funkcjonalne jednostki UGT mogg wystepowacé w formie pojedynczej podjednostki lub
oligomerow do czterech podjednostek. Wykazano, ze biatka UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A7, 1A8,
1A9, 1A10 i 2B7 ulegajg homodimeryzacji. Niektére z nich moga tgczyé sie takze
w heterodimery jak np. UGT1A1 z innymi izoformami podrodziny UGT1A. Mozliwe jest réwniez
utworzenie heterodimeréw przez biatka réznych podrodzin np. UGT2B7 z izoformami UGT1A
[Fedejko i in. 2011a]. Jak do tej pory wszelkie préby poznania petnej struktury krystalicznej UGT
konczyty sie niepowodzeniem. Powaznym ograniczeniem badan nad strukturg UGT jest trudnosé
w otrzymaniu krysztatéw biatka. Problemy zwigzane z uzyskaniem nadekspresiji, oczyszczaniem

oraz krystalizacjg sg typowe dla glikozylotransferaz [Miley i in. 2007].
11.4.1.2. Funkcje i mechanizm dziatania izoenzymow UGT

UDP-glukuronylotransferazy katalizujg reakcje glukuronidacji, czyli sprzegania substratu
z kwasem glukuronowym, co prowadzi do powstania glukuronidu (Rys.ll.15.). Glukuronidacja jest
jedna z gtéwnych Sciezek metabolizmu 1l fazy. Szacuje sie, ze enzymy UGT biorg udziat

w ok. 35% wszystkich reakcji tej fazy [Fedejko i in. 2011a, Mazerska i in. 2016].

Reakcja glukuronidacji polega na przeniesieniu kwasu B-D-glukuronowego z kwasu
urydyno-5'-difosfo-a-D-glukuronowego (UDPGA) na odpowiednig grupe funkcyjng aglikonu
(hydroksylowa, karboksylowa, aminowa, tiolowg lub sulfonamidowa). Najbardziej podatnymi na
glukuronidacje miejscami w czasteczkach substratow sg nukleofilowe atomy tlenu i azotu.
Reakcja ta zachodzi zgodnie z mechanizmem substytucji nukleofilowej typu drugiego (SN2),
nastepuje atak heteroatomu aglikonu na anomeryczny atom wegla (C1) kwasu
a-D-glukuronowego. O mechanizmie tym $wiadczy zmiana konfiguraciji przy C1, w wyniku ktérej
powstaje B-D-glukuronid [Fedejko i in. 2011a].
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kwas UDP-o-D-glukuronowy p-D-glukuronid

Rys.ll.15. Reakcja glukuronidaciji [King i in. 2000, Mazerska i in. 2016].

W wyniku glukuronidacji, obok glukuronidu, powstaje urydynodifosforan (UDP), ktory
ulega defosforylacji do urydynomonofosforanu (UMP). Natomiast produkt sprzegania przedostaje
sie ze Swiatla siateczki srédplazmatycznej (ER) do cytozolu na drodze utatwionej dyfuzji
z udziatem transporterow anionowych lub moze zosta¢ przeprowadzony w wyjsciowy aglikon
w wyniku hydrolizy katalizowanej przez obecng w ER B-glukuronidaze [Fedejko i in. 2011a, Dai
iin. 2015].

11.4.2. Rola UDP-glukuronylotransferaz w metabolizmie lekow

Lipofilowy charakter przyjmowanych lekéw pozwala na ich efektywne przenikanie przez
btony biologiczne i selektywne dotarcie do celu molekularnego. Jednakze witasciwosci te
utrudniajg eliminacje tych zwigzkéw z organizmu. Dlatego tez niezwykle konieczna jest ich
przemiana do postaci bardziej hydrofilowej, ktéra znacznie tatwiej bedzie wydalana z organizmu.
Jak wspomniano wczesniej (ll.1.1. Ogdblna charakterystyka procesu biotransformaciji)
mechanizmy reakcji obu faz nie sg powigzane i mogg zachodzi¢ niezaleznie od siebie. Jednak
bardzo czesto reakcje | fazy skutkujg wprowadzeniem lub ,odstonieciem” grupy funkcyjnej, ktérej
obecnos¢ zwieksza podatnos¢ na dalsze przemiany katalityczne wobec enzyméw Il fazy, w tym
wobec UDP-glukuronylotransferaz. Poza utatwieniem eliminacji lekéw z organizmu przemiany
metaboliczne petnig rowniez role detoksykacyjna, ktéra ma na celu zmniejszenie reaktywnosci
oraz toksycznosci stosowanych lekéw [Rowland i in. 2013].

Szacuje sie, iz UDP-glukuronylotransferazy odpowiedzialne sg za biotransformacje ok.
35% lekow, ktore podlegaja reakcjom Il fazy. W poréwnaniu z liczbg lekéw metabolizowanych
przez enzymy cytochromu P450, pula lekédw usuwanych na drodze sprzegania z kwasem
glukuronowym jest niewielka (ok. 1/7), jednak wystarczajgca aby uwzglednia¢ efekty zwigzane
z modulacjg aktywnosci enzymow UGT. Substratami UGT sg zwigzki hydrofobowe, zazwyczaj
o strukturze pierscieniowej, posiadajgce nukleofilowe atomy tlenu, azotu lub siarki. Glukuronidaciji
ulegajg przede wszystkim ugrupowania hydroksylowe, karboksylowe, aminowe (l-, Il- i Ill-
rzedowe), tiolowe, a takze kwasne atomy wegla. Do substratéw UGT zalicza sie z jednej strony
zwigzki endogenne tj. bilirubine, kwasy zoiciowe, kwasy ttuszczowe, hormony steroidowe
i tyroidowe oraz witaminy rozpuszczalne w ttuszczach, ale takze ksenobiotyki [Mazerska i in.
2016, Yang i in. 2017, Miners i in. 2020]. Chociaz glukuronidacja przewaznie wigze sie

z dezaktywacja, w przypadku niektérych zwigzkéw mozna zaobserwowac¢ zachowang lub
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podwyzszong aktywnos¢ biologiczng glukuronidu. Spektakularnym przyktadem jest morfina,
ktorej 6-O-glukuronid wykazuje duzo silniejsze dziatanie analgetyczne niz wyjsciowy aglikon [Paul
i in. 1989]. Ponadto nie zawsze transformacja oksydacyjna przez enzymy | fazy jest konieczna
przed glukuronidacjg (lek przeciwwirusowy - zydowudyna). Szerokie spektrum substratowe
izoenzymoéw UGT umozliwia glukuronidacje i eliminacje wielu zwigzkéw o zréznicowanej
strukturze. UGT biorg udziat w metabolizmie lekow nalezacych do wielu grup terapeutycznych m.
in. przeciwbdlowych, przeciwwirusowych, przeciwnowotworowych, przeciwpadaczkowych,
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych i uspokajajgcych typu benzodiazepin [Rowland i in.
2013, Yang i in. 2017, Xiao i in. 2018, de Man i in. 2018].Procentowy udziat poszczegdlnych
izoform UGT w metabolizmie lekéw zaprezentowano na Rys.Il.16.

UGT1A3

UGT2B4 UGT1A6

UGT1A10 UGT1A8

Rys.ll.16. Procentowy udziat poszczeg6lnych izoform UGT w metabolizmie lekéw [Wiliams i in. 2004].

IL5. Interakcje lekéw przeciwnowotworowych
11.5.1. Interakcje lekow zwigzane z enzymami metabolizujacymi

Obecnie ze wzgledu na stosowanie terapii wielolekowych co raz czesciej obserwuije sie
wystepowanie interakcji miedzy lekami. W ramach tych interakcji leki wchodzg ze sobg
w reakcje antagonistyczne badz synergistyczne. O reakcjach antagonistycznych mowimy
wowczas, gdy dwa zastosowane przez nas srodki dziatajg przeciwstawnie, czyli na przyktad
jeden lek podnosi, a drugi obniza cisnienie. Natomiast do reakcji synergistycznych dochodzi
wowczas, gdy leki wzajemnie wzmacniajg swoje dziatanie. Jezeli leki zostang zle dobrane, moga
pojawi¢ sie ostre skutki uboczne. Szacuje sie, ze w krajach zachodnich okoto 4% pacjentéw jest
hospitalizowanych z powodu wystgpienia interakcji lek-lek. W ostatnich latach poswiecono wiele
uwagi interakcjom farmakokinetycznym zwigzanym z inhibicja enzymédw metabolizujgcych leki
(DME), w szczego6lnosci enzymom z grupy cytochromu P450 i UDP-glukuronylotransferaz [Kato
2020]. Zahamowanie aktywnosci enzyméw metabolizujgcych leki powoduje spadek klirensu
watrobowego, czyli objetosci osocza catkowicie oczyszczonego z danej substanciji w jednostce
czasu. Powoduje to wzrost bioaktywnosci leku bedgcego substratem enzymu, a w nastepstwie
akumulacje leku w organizmie, a zarazem wzrost toksycznosci (Rys.ll.17.). Jest to jedna z

gtéwnych przyczyn wycofywania z rynku wielu lekow [Rowland i in. 2013].
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Rys.I.17. Wptyw obecnosci inhibitora DME na metabolizm lekéw [Rowland i in. 2013]

Badanie potencjalnych interakcji lek-lek jest konieczne nie tylko z punktu widzenia
klinicznego, ale réwniez ekonomicznego. Nalezy zauwazyé, ze ewentualne wycofanie leku
generuje duze straty dla firm farmaceutycznych. Zjawisko modulacji aktywnosci enzyméw
metabolizujgcych leki ma szczegdine znaczenie w przypadku co raz czesciej stosowanych
przeciwnowotworowych terapii wielolekowych. Zwigzane sg one z duzym ryzykiem wystepowania
efektédw niepozadanych, a ich waskie okna terapeutyczne, wysoki potencjat toksycznosci lekéw,
jak i mozliwe interakcje miedzylekowe ograniczajg ich stosowanie [Paul i in. 1989]. Wiele badan
wskazuje na zdolnos¢ stosowanych lekéw przeciwnowotworowych do modulacji enzymow
rodziny P450 i UGT [Korprasertthaworni in. 2019, Leow i in. 2019, Kato 2020]. Inhibicja tych
enzyméw moze prowadzi¢ nie tylko do niebezpiecznych interakcji pomiedzy lekami, ale takze do
zaburzenia funkcjonowania organizmu poprzez zahamowanie metabolizmu zwigzkow
endogennych. Indukcja UGT z kolei wigze sie ze wzmozong inaktywacja i eliminacjg lekéw
cytotoksycznych, skutkiem czego jest ostabienie ekspozycji komoérek nowotworowych na

dziatanie leku, a wigc zmniejszenie jego efektu terapeutycznego [Rowland i in. 2013, Kato 2020].
11.5.2. Przyktady interakcji lekow
11.5.2.1. Indukcja i inhibicja izoenzymdw cytochromu P450

Rownowaga reakcji prowadzonych przez enzymy cytochromu P450 moze by¢ zakt6cana
przez wiele czynnikéw. Ich aktywno$¢ katalityczna moze ulega¢ zmianie nie tylko poprzez
czynniki genetyczne, przebyte schorzenia watroby, endogenny system regulacji hormonalnej, ale
réwniez przez udziat zwigzkéw egzogennych bedacych ligandami receptoréw jadrowych, ktére

moga indukowac zaréwno aktywacje jak i represje genéw docelowych [Indelman-Sundberg i in.
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2005, Wang i in. 2017, Manikandan i in. 2018]. Zatem zaréwno substancje pochodzenia
endogennego (hormony, cytokiny) jak i egzogennego (skfadniki diety, zanieczyszczenia
Srodowiska, przyjmowane leki) mogg modulowa¢ funkcjonowanie enzyméw P450 poprzez
inhibicje badz indukcje aktywnosci poszczegdinych izoform [Wang i in. 2017, Manikandan i in.
2018]. Moze to mie¢ wptyw na stopien metabolizmu niektérych lekéw, a w konsekwencji na

koncowy efekt terapii [Indelman-Sundberg i in. 2005].

Hamowanie dziatania enzymu moze zachodzi¢ wskutek antagonizmu kompetycyjnego
np. chinidyna — z udziatem P450 2D6 lub niekompetycyjnego np. ketokonazol, ktéry tworzy silne
wigzania z jonem zelaza na trzecim stopniu utlenienia (Fe(lll)) ugrupowania hemowego
izoenzymu P450 3A4. Indukcja enzymdéw moze nastgpi¢ po wielokrotnym podaniu niektérych
lekdbw np. ryfampicyny, etanolu czy karbamazepiny, ktére zwiekszajg aktywnos$¢ oksydazy
mikrosomalnej i uktadu sprzegajacego poprzez wzmozenie syntezy enzymow mikrosomalnych
[Manikandan i in. 2018]. Ciekawym przyktadem jest rowniez efekt dziatania soku grejpfrutowego.
Zawarte w nim sktadniki (szczeg6lnie 6,7-dihydroksybergamotyna) hamujg aktywnos¢ izoenzymu
P450 3A4. Wynikiem tego jest zmniejszenie metabolizmu m.in. doustnych blokeréw kanatow
wapniowych, estradiolu, diazepamu, midazolamu, czy statyn np. symwastatyny, ktérej gltownym
metabolitem jest B-hydroksykwas. Jest to inhibitor reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-
koenzymu A (HMG-CoA), enzymu katalizujgcego wczesny etap biosyntezy cholesterolu.
W przypadku spozycia szklanki soku grejpfrutowego efekt jest minimalny i nie ma znaczenia
klinicznego. Jednakze spozywanie bardzo duzych ilosci soku (ponad 1 litr na dobe) znacznie
zwieksza aktywnos$¢ w osoczu reduktazy HMG-CoA. Dlatego tez, przy przyjmowaniu lekéw
najlepiej jest popijac je czystag wodg niegazowang [Salomon i in. 2007]. Przyktady indukgciji

i inhibicji wybranych izoenzyméw cytochromu P450 zamieszczono w Tabelach 11.5. i 1.6

Tabela II.5. Przyktady indukcji aktywnosci wybranych izoenzymoéw cytochromu P450 [Wilkinson 2005,
Futunde i in. 2020]

Rodzina

P450 Substancje indukujgce metabolizm Leki, ktérych metabolizm jest wzmozony

benzopiren (dym papierosowy),
1A2 karbamazepina, fenobarbital,
ryfampicyna

acetaminofen, klozapina, haloperidol,
teofilina, TLPD, warfaryna

barbiturany (zwlaszcza fenobarbital), barbiturany, chloramfenikol, warfaryna,

2C9 . . . doxorubicyna, ibuprofen, tolbutamid,
fenytoina, prymidon, ryfampicyna fenytoina, chloropromazyna, sterydy,

2C19 karbamazeplna, fenobarbital, TLPD, fenytoina, topiramat, warfaryna
fenytoina

2E1 etanol, izoniazyd acetaminofen, etanol, halotan

TLPD, ketokonazol, blokery wapnia, SSRI,
cyklosporyna, doksorubicyna, tamoksifen,

erytromycyna, estrogeny, benzoidiazepiny,
omeprazol, ryfampicyna, efawirenz,

ryfampicyna , kortykosteroidy,
3A4 barbiturany, karbamazepina,
efawirenz, fenytoina, troglitazon
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Tabela 11.6. Przyktady inhibicji wybranych izoenzymoéw cytochromu P450 [Wilkinson 2005, Futunde i in.
2020]

Eggéma Substancje hamujgce metabolizm Leki, ktérych metabolizm jest hamowany
cymetydyna, fluorochinony, , . . .

1A2 makrolidy, izoniazyd, zileuton, %C;}ﬁrg”$‘(L9F’,‘bk'v?éff‘:r”i’aha'Ope”dc"’
sok grapefruitowy ’ ’ y
amiodaron, chloramfenikol, barbiturany, chloramfenikol, warfaryna,

2C9 cymetydyna, izoniazyd, SSRI, doxorubicyna, ibuprofen, tolbutamid,
metronidazol, zafirlukast fenytoina, chloropromazyna, sterydy,

2C19 omeprazol, SSRI fenytoina, topiramat, warfaryna

2D6 amiodaron, cymetydyna, chinidyna, TLPD, flekainid, lidokaina, opioidy
SSRI meksyletyna,

3A4 Klarytromycyna, SSRI, fluorochinony, doksorubicyna, SSRI, efawirenz, omeprazol,

sok grapefruitowy, erytromycyna,

tacrolimus, chinina, sildenafil, trazodon, erytromycyna, estrogeny,

ryfampicyna, nefazodon,

11.5.2.2. Modulacja aktywno$ci izoenzymdéw UGT

Podobnie jak w przypadku izoenzyméw cytochromu P450, na ekspresje i aktywnosc
UDP-glukuronylotransferaz moga mie¢ wptyw roézne czynniki, w tym czynniki genetyczne
(polimorfizm genetyczny) i niegenetyczne czynniki regulujace (receptory jadrowe, szlaki
sygnalizacji komérkowej, nieprawidtowe stany fizjologiczne itp.). Wszelkie zaburzenia ekspresiji,
jak i aktywnosci metabolicznej izoenzyméw UGT moga wptywac na stan fizjologiczny, rbwnowage
metaboliczng endogennych lub egzogennych substancji, ich toksycznosé, a takze powodowac
choroby wywotane zaburzeniami metabolicznymi [Korprasertthaworn i in. 2019]. Na przyktad
zahamowana badz obnizona aktywno$s¢ UGT1A1 powoduje zaburzenia w metabolizmie
bilirubiny, co zwigzane jest wystepowaniem chorob takich jak zespét Criglera-Najjara i zespét
Gilberta. Zmiany wtasciwosci funkcjonalnych enzyméw UGT mogg znaczaco wptyng¢ na klirens
czynnikéw rakotwdrczych, powstanie przewlektego stanu zapalnego, a takze inicjacje procesu
nowotworzenia. Wiadomo bowiem, ze polimorfizmy izoenzyméw UGT1A1, 1A6, 2B4, 2B7 oraz
2B15, metabolizujgcych hormony steroidowe Scisle zwigzane sg z rakiem piersi, endometrium
i prostaty. Na przyktad nizsza ekspresja UGT1A1 zmniejsza ryzyko wystgpienia raka
endometrium, poniewaz w mniejszym stopniu wydalany jest 2-hydroksyestradiol,
antyproliferacyjny metabolit estradiolu. Natomiast genotyp UGT1A1 o wysokiej aktywnosci wigze
sie z nizszym poziomem przeciwutleniajgcej bilirubiny w surowicy, co powoduje wzrost ryzyka
zachorowalnosci na raka ptaskonabtonkowego przetyku [Yang 2017].0procz opisanych powyzej
funkcji UGT, enzymy te sg niezbedne do metabolizowania lekéw, w tym lekéw
przeciwnowotworowych. Dysfunkcja UGT odgrywa znaczgca role w przemianach metabolicznych
lekéw i zwigzana jest z toksycznoscig tych lekdw. Dotychczas zidentyfikowano duzg liczbe
induktoréw, jak i inhibitoréw enzyméw nalezacych do UGT. Ich obecnos¢ w organizmie pacjenta
moze powodowac interakcje typu lek-lek, ktdrym czesto towarzyszy zmieniona ekspozycija na lek,
jak i powigzana z nim toksycznos$¢, a takze wystepowanie skutkdédw ubocznych. Przyktady indukciji

i inhibicji wybranych izoenzyméw UGT wraz z ich substratami zamieszczono na Rys [1.18 i 11.19.
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Rys.Il.18. Induktory i inhibitory wybranych izoform UGT1A i powigzanych z nimi substratow. [Yang 2017]

INDUKTORY I I SUBSTRATY
Epirubicyna I UG Kwasy Zolciowe, S-kanwedilol,
. 287 Estradiol, Kodeina,
= Zydowudyna, Dikfofenak,
INHIBITORY b " Progesteron, Epirubicyna,
Flukenazol Ketamina, Maproksen, Iykofenalan, Flurbiprofen,
Andrografolid, Ketokonazol, Probenecyd, Denopamina, Nalokson,
Dekstrometorfan, Metadon, Kwas Zotciowy, G_Fl.lkﬂknri_}rkmdy, Maproksen, :
Mienasycone Bisfenol A, Kwas Eikozancidy, Minerokortykoidy
kwasy tuszczowe, Takrolimus,  walproinowy Retinoidy,
INDUKTORY | | suBsTRATY
Esfrogen Testosteron,
| UG'T S-pksazepam,
2B15  Paracetamal,
INHIBITORY S " lLararepam,
Kwas Sorafenib,  Imatynib, i
walproinowy, Kwras Arctiina,
Bisfenol &, Fotciowy, Arctigenin,
Takrolimus, Dazatynib,  Kalcytriol,

Rys.I1.19. Induktory i inhibitory wybranych izoform UGT2B i powigzanych z nimi substratow. [Yang 2017]

Nalezy rowniez nadmienic, ze zmiany w aktywnosci UGT moga mie¢ rowniez pozytywny

aspekt, poniewaz obnizenie aktywnosci niektérych izoenzyméw z tej rodziny moze spowodowac
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wzmocnienie efektu terapeutycznego lekéw lub opdzni¢ wydalanie niektorych antyoksydacyjnych
substancji endogennych, jak i ksenobiotykéw. Co ciekawe, w niektérych przypadkach obnizona
aktywnos¢ UGT zwigzana jest ze zmniejszonym ryzykiem wystgpienia niektérych nowotworow

z powodu przedtuzonej ekspozycji na leki terapeutyczne [Yang i in. 2017].
11.5.2.3. Hamowanie glukuronidacji aktywnego metabolitu Irinotekanu

Irinotekan (CPT-11) to pétsyntetyczny analog kamptotecyny, ktéry nalezy do inhibitorow
topoizomerazy 1, a zatem hamuje replikacje i transkrypcje DNA. CPT-11 jest powszechnie
stosowanym lekiem przeciwnowotworowym, ktérego mechanizm dziatania i szlak metaboliczny
jest bardzo dobrze poznany. Jest on prolekiem, dlatego tez wymaga aktywacji przez
karboksyesteraze do aktywnego metabolitu 7-etylo-10-hydroksykamptotecyny (SN-38). Aktywna
forma SN-38 jest nastepnie dezaktywowana przez glukuronidacje katalizowana gtéwnie przez
izoenzym UGT1A1 do postaci nieaktywnej tj. glukuronidu SN-38 (SN-38G) [de Man i in. 2018].
W przypadku leczenia samym irinotekanem lub w terapii kombinowanej odpowiednio 30-40%
i 11-37% pacjentdw wymaga hospitalizacji ze wzgledu na wystapienie ciezkiej biegunki, ktéra
moze zagrazac zyciu [Wang i in. 2017]. Przyjmuje sie, ze odpowiedzialna jest za to akumulacja
SN-38, ktérej przyczyng moze by¢ niewydajna glukuronidacja wynikajagca z polimorfizmu
izoenzymu UGT1A, hydrolizy SN-38G do aktywnej formy SN-38 przez bakteryjne
B-glukuronidazy, a takze z inhibicji UGT1A1 zwigzanej z interakcjami lek-lek w terapiach
kombinowanych [Katzung 2012, Guthrie i in. 2017]

11.5.2.4. Indukcja ekspresji UGT

Komérki nowotworowe wyksztatcity szereg mechanizmoéw opornosci na leki stosowane
w leczeniu choréb nowotworowych. Obserwuje sie m. in. nadekspresje transporteréw btonowych,
a takze celéw molekularnych lekéw np. topoizomeraz DNA i enzymédw metabolizujgcych leki.
Nadekspresja enzyméw odpowiedzialnych za detoksykacje lekéw przeciwnowotworowych
przyczynia sie do spotegowania procesu inaktywacji tych zwigzkéw. Skutkiem tego jest
zmniejszenie wrazliwosci komérek nowotoworowych na chemoterapie lub nawet nabycie przez
nie lekoopornosci [Hu i in. 2015]. Wykazano, ze aktywny metabolit irynotekanu tj. SN-38 indukuije
ekspresje izoenzymu UGT1A1 w komoérkach nowotworowych za posrednictwem czynnika
transkrypcyjnego PXR [Basseville i in. 2011]. Nadekspresja tego izoenzymu przyczynia sie do
zmniejszenia wrazliwosci komoérek nowotworowych na irinotekan. Podobne wyniki
zaobserwowano réwniez w przypadku innego leku przeciwnowotworowego, tamoksifenu,
ktérego jedng z gtdwnych sSciezek dezaktywacji jest glukuronidacja. Hydroksylowe aktywne
pochodne tamoksifenu metabolizowane sg gtownie przez UGT2B7 i UGT2B15. Wykazano, ze
pochodne 4-OHTAM (ang. 4-hydroxy tamoxifen) oraz endoksifen indukujg ekspresje izoenzymu
UGT2B15 w komorkach nowotworowych piersi, co wigze sie z promowaniem ich inaktywacji. Role
tego zjawiska w opornosci nowotworéw potwierdzajg rowniez badania profili ekspresji enzymow
UGT w ksenoprzeszczepach. Wykazaty one znaczgco wyzszg ekspresje mRNA UGT2B15

w nowotworach opornych niz w tych wrazliwych na terapie [Chanawong i in. 2017]. Ponadto
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wykazano indukcje ekspresji UGT2B7 w komérkach HepG2 kontrolowane poprzez Sciezke
sygnatowg p53 przez epirubicyne, powszechnie stosowany lek przeciwnowotworowy
metabolizowany na drodze glukuronidacji. Co wiecej, takie samo zjawisko zaobserwowano w
przypadku innych lekéw przeciwnowotworowych niebedacych substratami UGT2B7: trzech
lekéw z grupy antracyklin (doxorubicyny, daunorubiciny, idarubicyny) oraz szesciu lekéw z innych
grup (mitomycyny C, 5-fluorouracylu, kamptotecyny, SN-38, topotekanu i etopozydu). Zjawisko
to moze mie¢ wiec kluczowe znaczenie w terapii kombinowanej, bowiem potgczenie dwoch lub
trzech lekdéw sposrod tych dziewieciu jest czesto stosowane w leczeniu réznych nowotwordw.
Jednym 2z przykladéow jest zastosowanie epirubicyny i mitomycyny C w leczeniu
zaawansowanego nowotworu watrobokomérkowego. W takim przypadku jesli mitomycyna C
spowoduje indukcje UGT2B7 in-vivo zwiekszona glukuronidacja epirubicyny moze skutkowac
obnizeniem efektywnosci terapii. Podobnie indukcja UGT2B7 przez jeden z lekow
cytotoksycznych moze promowac¢ glukuronidacje niecytotoksycznych Ilekéw bedacych
substratami tego enzymu np. morfiny przyczyniajac sie do zmniejszenia ich dziatania
terapeutycznego [Wilkinson 2005].

1.6. Metabolizm in vitro, rola w badaniach przedklinicznych

Proces opracowywania nowych lekéw obejmuje badania przedkliniczne i cztery fazy
badan klinicznych. Badania przedkliniczne, do ktérych zaliczane sa badania in vitro oraz in vivo
sg prowadzone wedtug réznych protokotow, ktére w wiekszosci sg zgodne z przepisami Dobrej
Praktyki Laboratoryjnej (ang. Good Laboratory Practice, GLP). Na wczesnym etapie rozwoju tych
badan podejmuje sie decyzje dotyczacag przysztosci dalszych loséw potencjalnego leku.
Kandydat na lek musi przejs¢ kilka etapéw jego wdrazania, takich jak: okreslenie dostepnosci
leku (badania farmakokinetyki), wchtaniania, dystrybucji, metabolizmu i eliminacji (ADME) oraz
wstepne badania, ktére majg na celu zbadanie bezpieczenstwa jego stosowania poprzez
okreslenie m. in. genotoksycznosci, mutagennosci i toksycznosci ogéinej. Celem tych badan jest
uzyskanie pierwszych i niezwykle cennych informacji, ktére sg niezbedne do dalszych etapéw
wdrazania leku [Andrade i in. 2016].

Pierwszym etapem badan nad nowym lekiem sg badania in vitro. Dzieki nim wtasciwo$ci
danej substancji mozna wykaza¢ pozaustrojowo. Odbywa sie to zazwyczaj na biochemicznych
uktadach enzymatycznych, modelach hodowli komérkowych lub w tkankach wyizolowanych
z organizmow przebadanych wczesniej zwierzat. Badania przedkliniczne na materiale
wyizolowanym przydatne sg w celu okreslenia stabilnosci metabolicznej potencjalnego leku [Shu
i in. 2008]. Przemiany metaboliczne zachodzgace w zywych organizmach sg procesami
determinujgcym farmakokinetyczny profil kazdego leku, gdyz wiele sposréd stosowanych
w lecznictwie zwigzkédw wymaga metabolicznej aktywacji. Procesy detoksykacyjne rowniez
odgrywajg istotng role, bowiem wptywajg na szybkos¢ eliminacji aktywnych form leku z organizmu
pacjenta, a zatem skracajg czas dziatania terapeutykéw. W niektorych przypadkach metabolizm

moze prowadzi¢ do powstania duzo bardziej toksycznych produktéw, ktére moga byé
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odpowiedzialne za niepozgdane i niebezpieczne efekty w organizmie. Dlatego tez bardzo wazne
jest gtebokie poznanie procesédw metabolicznych i detoksykacyjnych potencjalnych lekéw, w tym
lekéw przeciwnowotworowych [Mréz i in. 2018, Bejrowska i in. 2018]. Wiedza ta pomaga
przewidzie¢ wystgpienie oddziatywan pomiedzy stosowanymi jednoczesnie kilkoma lekami w tzw.
terapiach wielolekowych. Interakcje te moga prowadzi¢ do inhibicji lub indukgji szlakéw innych
lekbw, w tym nie tylko szlakow metabolicznych, ale roéwniez innych zaangazowanych
w prawidtowe funkcjonowanie komorki [Kumar i in. 2001]. Zaleznosci te sa niezwykle istotne
szczegblnie z punktu widzenia terapii przeciwnowotworowej. Dlatego tez waznym jest, by
w pogtebianiu wiedzy dotyczacej powyzszych zagadnien, postugiwac sie odpowiednimi modelami
eksperymentalnymi. Istnieje kilka systeméw in vitro stosowanych do badan nad metabolizmem
lekéw i ich wpltywem na ekspresje enzyméw metabolizujgcych. Badania te prowadzone sa

zar6éwno w systemach bezkomorkowych, jak i komoérkowych.

11.6.1. Badania metabolizmu w uktadach bezkomorkowych

Na tym etapie badan, w celu okreslenia podatnosci danego zwigzku na przemiany
metaboliczne w uktadach bezkomorkowych, inkubuje sie go z frakcjg enzymatyczng (zawierajaca
enzymy metabolizujgce ksenobiotyki) wraz z dodatkiem ich kofaktorow np. NADPH, czy UDPGA,
ktore odpowiedzialne sg za aktywacje danej grupy enzyméw [Andrade i in. 2016]. Metody badania
metabolizmu w uktadach bezkomérkowych pozwalajg na testowanie duzych ilosci zwigzkéw
w stosunkowo krotkim czasie, wykonanie wysokowydajnych badan przesiewowych oraz
automatyzacje procedur [Richardson i in. 2016]. Detekcje badanej substanciji i jej metabolitéw, po
uprzednim kontakcie z aktywnymi enzymami umozliwiajg techniki spektrometrii masowej (MS)
i chromatografii cieczowej (LC) [Shuiin. 2008, Mr6z i in. 2018]. Nalezy nadmienic, iz w metodach
tych istnieje mozliwos¢ stosowania elementéw ludzkich komérek, co znacznie zwieksza
znaczenie tych badan w przypadku okreslania podatnosci potencjalnych lekéw na metabolizm
u cziowieka. W praktyce, jako zrédto enzymédw stosuje sie m. in. enzymy mikrosomalne
wyizolowane z ludzkiej watroby (ang. human liver microsomes, HLM), frakcje cytozolowg (ang.
human liver cytosol, HLC), frakcje S9 ludzkiej watroby (mieszanine mikrosoméw i cytozolu),
a takze izoenzymy rekombinantowe [Richardson i in. 2016]. Wiekszos$¢ z nich dostepna jest
komercyjnie. Dawniej wszystkie biatka pozyskiwano z tkanek zywych organizmoéw (Rys.l1.20).
Jednak w przypadku enzymoéw rekombinantowych ze wzgledu na nieustannie rosngce
zapotrzebowanie, tego typu metody okazaty sie mato wydajne. Problem niedoboru rozwigzano
dzieki rozwojowi biotechnologii. Zastosowanie technik rekombinacji DNA umozliwito masowg
produkcje prowadzong w specjalnych systemach komorkowych tj. w bakteriach, drozdzach,
owadach, roslinach i zwierzetach, do ktérych za pomocg odpowiednich wektoréow wprowadza sie

namnozony transgen, czyli fragment genu kodujgcego pozadane biatko [Targovnik i in. 2016].
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3. Wirowanie z duza

predkoscia
Supernatant — Cytozol
Tkanka Osad — Mikrosomy
watroby
3 farfl Een e Frakcja S9 = wszystkie enzymy | i |l fazy
upernatant — Frakcja -
1. Homogenizacja Cytozol = rozF’(lJNS;%Z%nS?I_egEYS})’ I fazy
2. Wirowanie z mala predkoscia Osad - odpady 2 !

= biatka btonowe - enzymy | fazy

Mikrosommy (P450, FMO) i Il fazy (UGT)

Rys.ll.20. Schemat procedury otrzymywania frakcji enzymatycznych z watroby [opracowanie na podstawie
Richardson 2016]

11.6.1.1. Bakteryjny model komorkowy

Caly proces transfekcji komoérek bakteryjnych, az do momentu osiggniecia stabilne;
ekspresji wprowadzonego biatka jest stosunkowo szybki i trwa okoto 3 miesiecy. W bakteryjnych
systemach ekspresyjnych nadal dominuje system Escherichia coli i pozostaje uktadem
preferowanym w badaniach laboratoryjnych [Chen 2012, Pawlowska 2014]. Innym modelem
komorkowym, w ktérym otrzymano enzymy rekombinantowe cytochromu P450 jest szczep
Salmonellai typhimurium [Kamataki 2006]. Dzieki zastosowaniu tzw. bakteriofagéw, czyli wiruséw
atakujgcych bakterie, w tatwy sposéb wprowadza sie rézne rodzaje wektoréw o silnych
promotorach. Utrzymanie takiej hodowli komoérkowej nie wymaga wysokich naktadéw
finansowych, bowiem komorki rosng szybko w standardowych mediach hodowlanych,
w zawiesinie o duzej gestosci [Hanlon i in. 2007, Ferrer-Miralles i in. 2013, Pawtowska 2014].
Procedury takich hodowli komérek sg proste i dobrze opracowane [Ferrer-Miralles i in. 2013].
Nalezy zachowac¢ m. in. odpowiednig temperature, wartos¢ pH i stezenie tlenu (ponizej 1%).
Bakterie stuzg przede wszystkim jako system ekspresyjny dla biatek cytochromu P450 m. in.
P450 1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 i 3A4. Do katalitycznej aktywnosci
biatek cytochromu P450 niezbedny jest prekursor hemu, ktéry nalezy dodawaé¢ do medium
hodowlanego. Gtéwng wadg tego systemu ekspresyjnego jest to, ze potranslacyjna modyfikacja
biatek przebiega inaczej niz w komérkach ludzkich. W N-terminalnej sekwencji cDNA kodujacej
biatko nastepuje modyfikacja, a doktadniej zwiekszenie zawarto$ci par AT, co zapobiega
formowaniu sie struktur drugorzedowych, a takze zwigeksza rozpuszczalnos¢ biatek [Gillam, 2008,
Pawtowska 2014].

11.6.1.2. Drozdzowy model komérkowy

Drozdze sg doskonatymi gospodarzami do produkcji funkcjonalnych rekombinantowych
biatek przeznaczonych do zastosowan przemystowych lub medycznych [Baghban i in. 2019].
Drozdzowy model komdérkowy posiada wiecej zalet niz system bakteryjny. Proces transfekciji
przebiega tutaj rowniez okoto 3 miesiecy, a hodowla komorek i izolacja rekombinantowego biatka
nie sprawia wigkszych trudnosci. Ponadto synteza, fatdowanie i usytuowanie biatka w btonie

komorkowej przebiegajg identycznie jak w komdrkach ssakéw [Cheng i in. 2006, Pawtowska 2014
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Baghban i in. 2019]. Modyfikacja N-terminalnej sekwencji kodujgcej biatko nie jest wymagana.
Gtéwna wada drozdzowego systemu ekspresyjnego jest to, ze w komoérkach drozdzy ekspresja
reduktazy cytochromu P450 i cytochromu b5 zachodzi na zbyt niskim poziomie, aby doszto do
katalitycznej aktywnosci biatek P450, dlatego tez podobnie jak w systemie bakteryjnym, do
komérek drozdzy wprowadza sie dodatkowy plazmid kodujgcy te biatka [Cheng i in. 2006,
Pawtowska 2014]. Do ekspresji rekombinantowych biatek stosuje sie komorki drozdzowe
pochodzgce m.in. z Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe i Yarrowia lipolytica
[Baghban i in. 2019]. Jednak pomimo wielu zalet, drozdzowy model komérkowy w poréwnaniu
z bakteryjnym jest rzadziej stosowany do ekspres;ji biatek cytochromu P450, poniewaz nie tylko
hodowla bakterii i ich transfekcja jest mniej skomplikowana, ale takze bakterie nie majg
endogennych enzyméw cytochromu P450,a ekspresja rekombinantowych P450 zachodzi na
wyzszym poziomie niz w przypadku drozdzy [Schroer i in. 2010, Pawtowska 2014]. W komérkach
drozdzy osiggnieto ekspresje m.in. nastepujgcych ludzkich biatek P450 1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C8,
2C9, 2C18, 2C19, 2D6, 2E1 i 3A4 [Hanioka i in. 2010, Yasuda i in. 2010, Pawtowska 2014].
Drozdzowy model komdérkowy nie jest powszechnie stosowany do ekspresji innych biatek

metabolizujgcych.

11.6.1.3. Owadzi model komérkowy

Owadzi model komérkowy jest bardzo czesto stosowany do produkcji eukariotycznych
biatek rekombinantowych, choé nieco mniej powszechny jest on w badaniach laboratoryjnych. Do
transfekcji najczesciej stosuje sie komérki Spodoptera frugiperda (Sf9) lub Trichoplusia ni (Tni)
[Tiwari i in. 2010, Pawtowska 2014]. Gen kodujgcy dane biatko wprowadza sie stosujac
bakulowirusa,a inkorporacja genu zachodzi we wnetrzu komoérki gospodarza. Sama transfekcja
trwa od 2 do 3 miesiecy. W komérkach owadzich ekspresja biatka przebiega podobnie jak w
komérkach ludzkich, nie jest zatem wymagana modyfikacja sekwencji cDNA [Lee i in. 1994,
Tiwari i in. 2010, Pawtowska 2014]. Ponadto komorki owadzie sg pozbawione endogennych
biatek cytochromu P450 [Hariparsad i in. 2006]. Podobnie jak w systemach opisywanych
wczesniej tj. bakteryjnym i drozdzowym, gtéwng wadg owadziego modelu komdérkowego jest niski
poziom endogennych enzymow transferu elektrondw, w tym reduktazy cytochromu P450. Istnieje
zatem potrzeba wprowadzenia do komérki owadziej drugiego wektora niosgcego gen tego
enzymu lub utworzenia jednego podwéjnego wektora, zawierajacego izoenzym i reduktaze
cytochromu P450 [Crespi i in. 1997, Pawtowska 2014]. Do pozywki hodowlanej dodaje sie
réwniez prekursor hemu, niestety mimo to, w czesci populacji komérek owadzich moze brakowaé
apoproteiny w strukturze hemu [Venkatakrishnan i in. 2001]. Pierwsze owadzie modele
komérkowe, w ktérych otrzymano ekspresje ludzkich biatek cytochromu P450 zostaly
opracowane przez zespo6t J.T. Batersa [Buters i in. 1994]. Opracowano rowniez komérki owadzie,
w ktérych otrzymuje sie ekspresje wiekszosci biatek zaangazowanych w metabolizm zwigzkow
endo- i egzogennych [Stiborova i in. 2017]. Sg to tzw. Supersomes™ wykazujgce bardzo wysoki
poziom aktywnosci katalitycznej. Obecnie, m. in. w ofercie handlowej dostepnych jest ponad 40

réznych, zaréwno ludzkich jak i zwierzecych rekombinantowych izoenzymoéw cytochromu P450,
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a takze monooksygenaz flawinowych (FMO), oksydaz monoaminowych (MAO), UDP-
glukuronylotransferaz (UGT), N-acetylotransferaz (NAT), karboksyesterazy (CES)) i ludzka
oksydaza aldehydowa (AQO) [Product Catalog].

11.6.2. Badania metabolizmu w komorkach nowotworowych

W przypadku badan nad metabolizmem potencjalnych lekéw coraz szerszym stato sie
stosowanie stabilnych linii komérek nowotworowych [Kumar i in. 2001, Chanawong i in. 2017],
w tym takich, w ktérych w sposéb sztuczny uzyskano nadekspresje wybranych enzymoéw
metabolizujgcych leki np. cytochromu P450 lub UGT [Gomez-Lechén 2008]. Postep nauki
pozwalajgcy na hodowle réznych linii komoérek nowotworowych w warunkach laboratoryjnych (in
vitro) umozliwia bardziej wiarygodne przejscie pomiedzy badaniami biochemicznymi
a doswiadczeniami na zwierzetach. Eksperymenty prowadzone w komérkach nowotworowych
zachowujg cafoksztatt wptywu warunkéw metabolizmu komoérkowego na badany proces przy
jednoczesnym ograniczeniu oddziatywania czynnikbw egzogennych. Pozwala to uzyskaé
fizjologiczny poziom stezenia m. in. enzymow, kofaktoréw i zwigzkéw niskoczgsteczkowych,
przez co warunki in vivo sg imitowane znacznie lepiej niz w uktadach bezkomaérkowych. Z drugiej
strony, wyniki badan na liniach komoérkowych charakteryzujg sie mniejszg powtarzalnoscig niz te,
otrzymane w modelach bezkomdrkowych. Hodowla komoérek ssaczych jest bowiem narazona na
liczne wahania zwigzane z r6zng tolerancjg komérek na zmiany pH, temperatury, a takze réznym
tempem wzrostu komérek. Ponadto tworzenie ssaczych systemow ekspresyjnych biatek
metabolizujgcych jest zdecydowanie najtrudniejszg metodg sposréd wszystkich opisanych wyzej
modeli. Caly proces transfekcji trwa okoto 6 miesiecy. Wadg tego systemu niewatpliwie sg
wysokie koszty utrzymania (wysoka cena poditozy hodowlanych i odczynnikéw do podtrzymania
nadekspresji) [Hariparsad i in. 2006], a takze zdecydowanie nizszy poziom ekspresji biatek

metabolizujgcych niz w systemach bakteryjnych, drozdzowych, czy owadzich.

W tabeli I.7 przedstawiono przyktady ludzkich linii komérkowych, w ktérych otrzymano
nadekspresje enzymow zaangazowanych w | i [l faze metabolizmu lekéw. Zastosowanie hodowli
komérkowych w biofarmaciji ma przede wszystkim na celu poznanie mechanizmoéw wnikania
i wychwytu substancji chemicznych przez komérki. Umozliwia to wytypowanie, z licznej niekiedy
grupy takich zwigzkéw, ktérych witasciwosci sg najkorzystniejsze pod wzgledem
biofarmaceutycznym. Zatem wprowadzona technologia hodowli komérek pozwolita na gwattowny
postep nauk biomedycznych poniewaz stanowi tanszg i etycznie dopuszczalng alternatywe wielu
badan na zwierzetach [Kumar i in. 2001, Pawtowska 2014].

Tabela Il.7. Przyktady ludzkich linii komérkowych z nadekspresjg enzymow | i 1l fazy metabolizmu
[Pawtowska i in. 2011]

Linia komérkowa Enzymy | fazy metabolizmu Enzymy |l fazy metabolizmu

P450: 1A1, 1A2, 2A6, 2B6, 2C6,

AHH-1 TK+/- 2C9, 2D6, 2E1. 3A4
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Linia komérkowa Enzymy | fazy metabolizmu Enzymy |l fazy metabolizmu

Caco-2 P450: 2A6, 3A4
UGT: 1A1, 1A3, 1A4, 1A8, 1A10,
HEK293 (AD-293) P450: 1A1, 1A2, 2C8, 2C9 2B4, 2B7, 2B10, 2B11, 2B15,
2B17, 2B28
HelLa UGT1A9

P450: 1A1,1A2, 2A6, 2B6, 2C8,

HepG2 2C9, 2C19, 2E1, 3A4

GST: Alpha 2, Mu

MCF-7 P450: 1A1, 2A6, 2D6, 3A4 SULT1A1

Wybor typu komorek do prowadzonej hodowli uzalezniony jest od charakteru
planowanych eksperymentéw. Do badan przemian metabolicznych najczesciej stosowane sa
komorki watroby — hepatocyty. Wykazujg one aktywnos¢ wielu czynnikow transkrypcyjnych,
w tym receptorédw jadrowych oraz enzymoéw metabolizujgcych i transporteréw bftonowych.
Posiadajg liczne funkcje warunkujgce homeostaze organizmu, a takze najwierniej odiwarzaja
reakcje indukcji ekspresji gendéw obserwowane in vivo. Z uwagi na reprodukcyjnosc¢ i fatwosé
hodowli, duze znaczenie majg komoérki uniesmiertelnione linii HepG2 i BC2. [Fahmi i in. 2010,
Ren i in. 2018]. Stosuje sie rowniez wiele innych typéw komorek, w tym komérki raka jelita np.
HT-29 oraz piersi np. MCF-7 [Dates i in. 2015, Mréz i in. 2018, Bejrowska i in. 2018], ktére
wykazujg wysokg aktywnos$¢ metaboliczng. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze poszczegdlne
komorki wykazujg r6zng ekspresje genow kodujgcych enzymy metaboliczne [Dates i in. 2015].
Dlatego badania takie wymagajg starannego wyboru uktadu modelowego w zaleznosci od m.in.

rodzaju enzymow i celu, jaki zamierzamy osiggnac.

Jednak trzeba wzigé pod uwage, ze badania in vitro nie moga stanowi¢ jedynego dowodu
na skutecznos¢ terapeutyczng danej substancji. Korzystne dziatanie potencjalnego leku moze
zostac potwierdzone jak rowniez catkowicie wykluczone podczas kolejnej fazy badan tj, badan
in vivo (na zywych organizmach). W pierwszym etapie przeprowadzane sg one na zwierzetach,
zwykle szczurach lub myszach. W niektérych przypadkach konieczne jest przeprowadzenie
badan na psach, kotach lub matpach [Andrade i in. 2016]. Zdaniem wielu os6b badania na
zwierzetach sg nieetyczne, jednak wydaje sie, iz jest to niezbedna procedura do potwierdzenia
bezpieczenstwa stosowania potencjalnego leku w ustroju oraz potwierdzenia jego skutecznosci
przed zastosowaniem u cztowieka. Jednak na podstawie badan in vitro nie mozliwe jest
wiarygodne stwierdzenie, iz dana substancja bedzie w 100% skuteczna u ludzi [Richardson i in.
2016].

1.7. Pochodne bisakrydyny

Juz od wielu lat w Katedrze Technologii Lekdéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej

prowadzone sg prace badawcze dotyczace przemian metabolicznych zwigzkéw
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przeciwnowotworowych z grupy pochodnych akrydyny tj. imidazoakrydonéw (np. C1311),
9-amino-1-nitroakrydyn (np. C-1748), triazoloakrydonéw (np. C1305) oraz od niedawna
niesymetrycznych bisakrydyn (Rys.I1.21.i 11.32).

AKRYDYNA
8 9 1
¥ AN 2
6 / 3
/ T \
R1
N, * N NO <
O  HN—[CHaJn— 2 O  HN—[CHJn—N
R1 ¢ \RS R1 [CH2] \R3
NS
N N/
-
=N R2 N=N
imidazoakrydony 9-amino-1-nitroakrydyny triazoloakrydony

Rys. 11.21. Monomeryczne pochodne akrydyny

Akrydyny to heterocykliczne zwigzki o szerokim zakresie wtasciwosci biologicznych
i farmaceutycznych. Dotychczas opublikowano szereg prac na temat pochodnych akrydyny
[Gabriel 2020, Nowak 2017]. Wiekszo$¢ z nich poswigcona jest wysokiej aktywnosci
przeciwnowotworowe] tych zwigzkoéw, choé wykazujg one rowniez dziatanie grzybobojcze,
przeciwpasozytnicze, przeciwdrobnoustrojowe, przeciwbdlowe i przeciwzapalne. Aktywnosé
przeciwnowotworowa akrydyn zalezy od ich zdolnosci do interkalacji do kwaséw nukleinowych:
(i) poprzez interkalacje pomigdzy pary zasad podwojnej helisy DNA i m. in. inhibicje enzymu,
topoizomerazy Il DNA lub (ii) poprzez stabilizacje alternatywnych czteroniciowych struktur DNA
tzw. kwadruplekséw G [Sondhi i in. 2013].

Wykazano, ze monomeryczne pochodne z grupy akrydondéw o symbolach C-1311
i C-1305 interkalujg do DNA, jednak fizykochemiczne wigzanie DNA nie jest kluczowe dla
wykazywanej przez te  zwigzki aktywnosci  przeciwnowotworowej.  Wiasciwosci
przeciwnowotworowe tych zwigzkéw zwigzane sg natomiast ze zdolnoscig hamowania
aktywnosci topoizomerazy Il oraz oddziatywania z DNA w sposéb kowalencyjny, a takze
tworzenia miedzytancuchowych wigzan sieciujgcych DNA po wczesniejszej metabolicznej
aktywacji [Fedejko-Kap i in. 2012]. Monomeryczne pochodne 1-nitroakrydyny posiadajg stabszg
zdolnos¢ do interkalacji, ale tworzg silne wigzania kowalencyjne z DNA. Wykazano, ze wta$nie
obecnos¢ wigzan kowalencyjnych determinuje efekt cytotoksyczny tych zwigzkoéw. Zwigzane jest
to obecnoscig grupy nitrowej w pozyciji 1 pierscienia akrydyny, poniewaz w odréznieniu od innych
pochodnych akrydyny struktura tréjpierscieniowego uktadu 1-nitroakrydyny tego zwigzku nie jest
ptaska, przez co interkalacja do DNA jest utrudniona [Pawlak i in. 1984]. 1-nitroakrydyny nie sg

natomiast inhibitorami topoizomerazy Il [Woynarowski i in. 1989].
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Badania zaleznosci pomiedzy strukturg a aktywnoscig wsrod cytotoksycznych zwigzkéw
interkalujgcych do DNA, ktére dziataty jako inhibitory topoizomerazy sugerowaty dodatnig
korelacje miedzy wzrostem cytotoksycznosci a sitg odwracalnego wigzania do DNA [Garg i in.
2000]. Wykazano rowniez, ze dimeryzacja réznych interkalujacych ugrupowan moze prowadzi¢
do silnego wzrostu zdolnosci do wigzania z DNA [Cholody i in. 1995]. Doprowadzito to do
pomystu, aby zaprojektowac zwigzki o strukturze dimeréw, ktére mogtyby wykazywac¢ podwadjna
interkalacje do DNA. Otrzymano w ten sposéb nowe pochodne, zwigzki z rodziny bisakrydyn
[Garg i in. 2000].

Aktywnos¢ przeciwnowotworowa bisakrydyn znana jest od lat 80 XX wieku. Z powodu
dziatania cytotoksycznego na komérki nowotworowe niektore bisakrydyny rozwaza sie jako
potencjalne leki przeciwnowotworowe. Wigkszo$¢ z nich to symetryczne pochodne, w ktérych
dwie czasteczki np. 9-aminoakrydyny (Rys. 1.22A) lub 9-amino-1-nitroakrydyny (Rys. [1.22B)
zostaly potaczone poprzez grupe aminowg réznymi tancuchami tgczgcymi, tzw. linkerami.
Dowiedziono réwniez, ze w zaleznosci od dtugosci linkerow bisakrydyny wykazywaty réznice
zaréwno w powinowactwie do wigzania z DNA, jak i w aktywnosci przeciwnowotworowej [Nowak
i in. 2017]. Niektoére z nich wykazujg réwniez silnie dziatanie przeciwzapalne oraz aktywnosé

przeciwprionowa [Sondhi i in. 2013].

A HC B
/CH;—CH,—X—CH;—CH, N
K4 NO,

3
—(CH,), HNOij/—CONH
= =
Jﬁc Cé@ Cﬁﬁ dﬁé

X = CH,NH(CH,),NHCH,
lub -
\
X=N — N
\

Rys. 11.22. Struktura A - bis-9-aminoakrydyny (BAPY) B — bis-9-amino-1-nitroakrydyny

11.7.1. Symetryczne bisakrydyny jako potencjalne leki
11.7.1.1. Diakrydyny — proste symetryczne bisakrydyny

Jedng z prostszych symetrycznych bisakrydyn, ktéra zostata uwzgledniona w badaniach
klinicznych byta N,N-di-9-akrydynylo-1,6-heksanodiamina, NSC 219733 (Rys.I1.23). Niestety
badania te zakonczyty sie niepowodzeniem, poniewaz zwigzek ten wykazat zbyt duzg
toksycznos¢ [Nowak i in. 2017]. Zaprojektowano i zbadano réwniez serige innych diakrydyn
o roznych dtugosciach i wtasciwosciach tancucha tgczacego. Na podstawie otrzymanych wynikow
stwierdzono, ze zwigzki posiadajgce w swojej strukturze maty, sztywny, polarny, neutralny tgcznik
tj. tancuch dikarbamoilopirazolowy wykazujg znaczgace wtasciwosci przeciwnowotworowe.

Najaktywniejszym z nich okazat sie zwigzek o symbolu BAPY (Rys. Il.22A) [Denny i in. 1985].
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I pochodna
------- akrydyny
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Rys. 11.23. Struktura N,N-di-9-akrydynylo-1,6-heksanodiaminy, NSC 219733 [Nowak i in. 2017]

Przeprowadzono réwniez badania symetrycznych bisakrydyn posiadajgcych w swojej
strukturze dwie 9-amino-1-nitroakrydyny. Na tej podstawie dowiedziono, ze obecnos¢ grupy
nitrowej w pozycji C1 pierscienia akrydyny jest niezwykle wazna dla aktywnosci
przeciwnowotworowej tych zwigzkéw. Skuteczna dawka medialna (ang. median effective dose,
EDso) dla bisakrydyn przedstawionych na Rysunku I1.22B byta okoto dziesieciokrotnie nizsza niz

dla ich analogéw nieposiadajgcych grupy NOz [Pastwa i in. 1993].
11.7.1.2. Symetryczne bisakrydyno-karboksyamidy

Innym przyktadem symetrycznych bisakrydyn sg ich pochodne karboksyamidowe. Jedng
z nich jest zwigzek zwany bis(DACA), w ktérym dwie podstawione czgsteczki akrydyno-4-
karboksyamidu zostaty potgczone poprzez tancuch aminoalkilowy Rys.I1.24). Zwigzek ten
w poréwnaniu z monomerem DACA wykazat pieciokrotnie i szesciokrotnie nizsze 1Cso (ang. half
maximal inhibitory concentration) odpowiednio w komérkach ludzkiej limfoblastycznej biataczki
Jurkat i raka ptuc Lewisa [Garg i in. 2000, Nowak i in. 2017].

tancuch
karboksyamidowy

Rys. Il.24. Struktura bis(akrydyno-4-karboksyamidu), bis(DACA) [Nowak 2017]

Analogi bis(DACA) zawierajgce mate podstawniki np. CHs, Cl w pozycji 5 pierscienia
akrydyny wykazywaly wyzszg cytotoksycznos¢ od niepodstawionego zwigzku. Natomiast
wigksze podstawniki w dowolnej pozycji powodowaty spadek cytotoksycznosci, prawdopodobnie
z powodu obnizenia powinowactwa tych zwigzkébw do DNA. Seria analogéw najsilniej
dziatajagcego zwigzku bis(5-metyloDACA) z dodatkowymi podstawnikami CHs i Cl w pozycji 1 lub
8 pierscienia akrydyny nie wykazywata znaczacych réznic w dziataniu w poréwnaniu ze
zwigzkiem 5-metylo. Wskazuje to zatem na fakt, ze podstawniki w pozycji 1 i 8 pierscienia
akrydyny w niewielkim stopniu zwigkszaja efekt grupy metylowej w pozycji 5 [Gamage i in. 1999,
Garg i in. 2000]. Na przestrzeni lat zsyntetyzowano roéwniez szereg innych bisakrydyn, w ktérych

chromofory potgczone sg nie tylko w pozycji C4, ale tez C1 pierscienia akrydyny (Rys.Il.25),
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a takze bis-(pirymidoakrydyny), jak i bis-(pirazoloakrydynokarboksyamidy) i bis-(9-
aminoaakrydyno-4-karboksyamidy) (Rys.l1.26), ktére badane byly pod katem cytotoksycznosci
i podatnosci na interkalacje do DNA [Wakelin i in. 2003, Antonini i in. 2003 i 2004].

NHR NHR o} HN——Y——NH O
O O x
N
| I
H
N Y— NHR NHR

R = (CH,),N(CHa), , X =H , Y = (CH,);N(CH)(CH,), wp R = (CHN(CHa); , X = H , Y = (CHy)N(CH,)(CHy),
R = (CH,),N(CH,), , X = OCH, , Y = (CH,);N(CH,)(CH,), R = (CH,),N(CHa), , X = NO,, Y = (CH,);N(CH,)(CH,),

Rys. 11.25. Przyktady bis(akrydyno-4-karboksyamidéw) [Nowak i in. 2017]

B N N

A N X N Y h
O CLC Y
X
il B () O O
CONHR CONHR r]j
" 07 N—Y—n

R = CH,CH,N(CH;),
R = CH,CH,N(CH,CH,),0

X=H, Y = (CH,);N(CH,)(CH,)

Rys. 11.26 Przyktadowe struktury A- bis(9-aminoakrydyno-4-karboksyamidu
B- bis(pyrazolo-9-iminoakrydono-4-karboksyamidu) [Nowak i in. 2017]

11.7.1.3. Symetryczne bisakrydyny z aromatycznymi lub cyklicznymi pierscieniami w fgczniku

Do grupy symetrycznych bisakrydyn zalicza sie réwniez takie, ktére posiadajg
aromatyczny pierscien w taczniku [Nowak i in. 2017]. Ich przyktady przedstawiono na Rys.l1.27.
Zwigzki te badano zaréwno pod katem cytotoksycznosci jak i zdolnosci do wigzania
z dwuniciowym DNA poprzez interkalacje aromatycznego chromoforu pomiedzy pary zasad
[Lorente i in. 2004].

/ O
/ \
W l \:KJ: ' "NH, X =</—§_\ " )(/=/©C/
\ \ -

P H

x

2C1”
H
N N NH
H/ = X 2 /
| x/ = lub X_ = CO,CH,
N = - ™~
N

Rys. 11.27 Przyktadowe struktury bisakrydyny z aromatycznym pierscieniem w taczniku [Nowak i in. 2017]
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Przyktady bisakrydyn z tgcznikiem zawierajgcym cykliczny pierscien przedstawiono na
Rys. 11.28. Zwigzki te przebadano pod katem cytotoksycznosci wobec linii komérek
nowotworowych tj. raka ptuc (NCI H-522), jajnika (PA1), piersi (T47D), okreznicy (HCT-15)
i watroby (HepG2). Analiza otrzymanych wynikow wykazata, ze zwigzek z grupg metoksylowag
wykazywat dobrg aktywnos¢ przeciwnowotworowg wobec wszystkich lini  komorek
nowotworowych za wyjatkiem linii HepG2. Ponadto zwigzek z ugrupowaniem metylowym
wykazywat lepsze dziatanie przeciwzapalne w poréwnaniu z ibuprofenem, najczesciej

stosowanym, standardowym lekiem przeciwzapalnym [Sondhi i in. 2013].

O—->< O> 7\
— /—/_<O O \j s
NN /N ‘IR
o

R R

R = OCH,
R =CH,

lub

Rys. 11.28 Przyktadowe struktury bisakrydyny z cyklicznym pierscieniem w tgczniku [Sondhi i in. 2013]

11.7.1.4. Symetryczne bisimidazoakrydony

Kolejnym przyktadem symetrycznych bisakrydyn sa bisimidazoakrydony, gdzie
tetracykliczne uktady pierscieniowe zostaty potaczone przez N?-metylodietylenotriamine lub 3,3'-
diamino-N-metylodipropyloaminowy facznik (Rys.ll.29.). Niektére z tych zwigzkéw wykazywaty
niezwykle wysoka aktywnos¢ i selektywnos¢ w przypadku raka jelita grubego. Efekt
przeciwnowotworowy byt réwniez widoczny w testach na komérkach linii HCT116 oraz in vivo
obejmujgcych heteroprzeszczepy guza pochodzacego z HCT116 u nagich myszy. Ponadto
wykazywaty one stosunkowo niskg toksycznosé ostrg i byty dobrze tolerowane przez leczone
zwierzeta. Bisimidazoakrydony oddziatujg z kwasami nukleinowymi in vitro, jednakze wstepne
dane eksperymentalne wskazuja, iz nie sg one bisinterkalatorami [Cholody i in. 1995].

-------------------

2
=
T —————
Zz
Y,
(T T - 2

\_______________N__,/ SN T P
pochodna
R1=H R = (CH2)2NCH3(CHz2)2 imidazoakrydonu
lub
R1=H R = (CH2)3NCH3(CH2)3
lub
R1=0CH3 R = (CH2)2NCH3(CHz2)2
lub
R1=0CH3 R = (CH2)3NCH3(CHz2)3
lub
R1=0H R = (CH2)3NCH3(CHz2)3
lub
R1 = C(CH3)3 R = (CH2)3NCH3(CH2)3

Rys. 11.29 Przyktadowe struktury bis-imidazoakrydonéw [Cholody i in. 1995]
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11.7.2. Niesymetryczne, dwufunkcyjne pochodne akrydyny

W literaturze mozna réwniez znalez¢ wzmianki o zwigzkach, ktére w swojej strukturze
posiadajg dwa rézne ugrupowania posiadajgce zdolnos$¢ wigzania do DNA, z czego jedno z nich
to imidazoakrydon. Drugim monomerem moze byé np. pochodna naftalimidu [Hariprasha i in.
2007] lub triazoloakrydonu [Cholody i in. 1995].

11.7.2.1. Naftalimid-imidazoakrydony

Przyktadem niesymetrycznego zwigzku bedacego potaczeniem imidazoakrydonu
z pochodng naftalimidu za pomocg tacznika diaminoalkilowego jest zwigzek o symbolu WMC79
(Rys.Il.30A). Wykazywat on wifasciwosci przeciwnowotworowe, jednakze dalsze badania
pozwolity na zoptymalizowanie jego struktury, co doprowadzito do zsyntetyzowania
metoksypochodnej o selektywnej aktywnosci przeciwnowotworowej (Rys.II.30B). Zwigzek ten
hamowat wzrost wielu linii komérek nowotworowych oraz powodowat szybka apoptoze.
W odroznieniu od zwigzku macierzystego (WMC79) byt toksyczny zaréwno dla komorek
nowotworowych posiadajacych, jak i nie posiadajacych funkcjonalnego genu p53. Wykazywat
réwniez silne dziatanie in vivo wobec heteroprzeszczepdw ludzkich guzéw okreznicy i trzustki
u myszy pozbawionych grasicy. Ponadto dowiedziono, iz nawet niewielkie zmiany w strukturze
tych zwigzkéw prowadzity do znaczacych zmian ich wtasciwosci biologicznych [Hariprasha i in.
2007].

.............

R
O O \\ ---------- N- 93/
s pochodna

N_N B naftalenu

Rys. 11.30 Struktura naftalimid-imidazoakrydonéw A — zwigzku WMC79 i B - jego metoksylowej pochodnej
[Hariprasha i in. 2007]

1.7.2.2. Imidazoakrydon-triazoloakrydony

Przyktadem niesymetrycznych, dwufunkcyjnych pochodnych akrydyny sg zwigzki ktére
posiadajg w swojej strukiurze pochodng imidazoakrydonu i triazoloakrydonu. Roéwniez
w przypadku tej grupy zwigzkéw dowiedziono, iz nawet niewielkie zmiany w strukturze prowadzity
do radykalnych zmian w selektywnosci i aktywnosci przeciwnowotworowej. Zatem
zasugerowano, ze podatnosé na bisinterkalacje nie wptywa na zdolnos¢ dziatania tych zwigzkow
jako srodki cytotoksyczne. Ponadto w 48 godzinnym tescie wykazano, ze zwigzek A (Rys.11.31)
posiadat wtasciwosci cytostatyczne, a nie cytotoksyczne. Natomiast oba zwigzki A i B byty dobrze
tolerowane przez zwierzeta leczone przy dawce nawet do 200mg/kg podawanej przez trzy dni
[Cholody i in. 1995].
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z
z
2

(i

pochodna
A: R1=H  R=(CH2)3NH3(CH2)3 triazoloakrydonu

B: R1=0H R=(CH2)3NH3(CH2)3

Rys. 11.31 Przyktadowe struktury imidazoakrydon-triazoloakrydonéw [Cholody i in. 1995]

11.7.3. Niesymetryczne bisakrydyny — krotka charakterystyka

W Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej zsyntetyzowano nowg
grupe zwigzkdéw, niesymetryczne bisakrydyny (ang. Unsymmetrical bisAcridines, UAs), ktdrych

krétkg charakterystyke przedstawiono w niniejszym podrozdziale.

pochodna
1-nitroakrydyny

_____________________

! O HN—% Rf NH NO, 1
1
1 1 1 1
1 R1 1 1 1
1 1
: 1 : N 1
1 1 1 1
1 : 1 :
i 1 i / I
: N | : N |
1 1
! =y \ !
M e e 4 M 8_2 ______ 4
pochodna
imidazoakrydonu
C-2028: R1=H  R=(CH2)3NCH3(CH2)3 R2=H
C-2041: R1=H R =(CH2)3piperazinyl(CH2)3 R2=H
C-2045: R1=0H R=(CH2)3NCH3(CH2)3 R2 =CH3
C-2053: R1=H R = (CH2)3NCH3(CH2)3 R2 =CH3

Rys. 11.30. Struktury chemiczne badanych niesymetrycznych bisakrydyn [Konopa i in. 2017]

Niesymetryczne bisakrydyny to dimeryczne pochodne, w ktérych dwa rézne monomery
np. pochodna imidazoakrydonu i 1-nitroakrydyny potgczone sg tancuchem aminoalkilowym
(Rys.l1.32.). W laboratorium Chemii i Biochemii Zwigzkéw Przeciwnowotworowych zostato
syntetyzowanych kilkka grup niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny. Dotychczas
opublikowano synteze 36 zwigzkéw nalezacych do trzech grup. Powstaty one w wyniku
potaczenia pochodnych 4-nitro lub 4-metyloakrydondéw, imidazoakrydondw i triazoloakrydondw z
pochodnymi 1-nitroakrydyny [Paluszkiewicz i in. 2020].

Reprezentantami jednej z nich sg zwigzki C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 bedace
przedmiotem niniejszej pracy. Dotychczas wykazaly one aktywnos$é cytotoksyczng wobec
komorek nowotworowych wielu linii w tym pochodzacych z nowotwordw prostaty, jelita, piersi oraz
trzustki. Hamowaly réwniez wzrost ludzkich nowotwordw przeszczepionych na tzw. nagie myszy
[Konopa i in. 2017 i 2019, Paluszkiewicz i in. 2020]. Ponadto wykazujg one ograniczony wptyw

na komorki linii prawidtowych [Pilch i in. 2020]. Obecnie trwajg réwniez prace majgce na celu
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zbadanie odpowiedzi komorkowej indukowanej przez niesymetryczne bisakrydyny w komérkach
ludzkich nowotwordéw okreznicy i ptuc, a takze badania majgce okresli¢ charakter oddziatywan
tych zwigzkéw z DNA, poniewaz w przeciwienstwie do wczesniej badanych, monomerycznych
pochodnych akrydyny, zwigzki te oddziatuja, lecz nie interkalacjg do podwojnej nici DNA
[Paluszkiewicz i in. 2020].

11.7.4. Metabolizm monomerow badanych niesymetrycznych bisakrydyn

Dotychczas w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej wiele uwagi
poswiecono na zbadanie szlakédw metabolicznych wczesniej badanych monomerycznych
pochodnych akrydyny o wysokiej aktywnosci przeciwnowotoworowej [Wisniewska i in. 2012,
Fedejko-Kap i in. 2012, Bejrowska i in. 2018, Mroz i in. 2018]. W tym celu jako $rodowisko
metabolizmu stosowano m.in. biatka enzymatyczne w mikrosomach szczurzych i ludzkich,

enzymy rekombinantowe, jak i ludzkie komérki nowotworowe np. HepG2 w badaniach in vitro.
11.7.4.1. Monomery imidazoakrydonu

Najwazniejszym z przedstawicieli imidazoakrydondw, zsyntetyzowanych w Katedrze
Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej, a tym samym jednym z monomeréw
badanych bisakrydyn jest zwigzek o symbolu C-1311 (Symadex), a dokfadniej
5-dietyloaminoetyloamino-8-hydroksyimidazoakrydon. Otrzymane na przestrzeni lat wyniki
wskazuja, ze zwigzek ten nie jest substratem dla izoenzyméw cytochromu P450: P450 1A2, P450
2C9, P450 2C19, P450 2D6 i P450 3A4. Z drugiej strony, pochodna imidazoakrydonu okazata
sie inhibitorem izoenzymoéw P450 1A2 i P450 3A4. Jest to inhibicja typu ,mechanism-based”
[Potega i in. 2016a i 2016b]. W komorkach HepG2 traktowanych C1311 zaobserwowano
ostabienie aktywnosci izoenzymu P450 3A4 [Bejrowska i in. 2018]. Zarbéwno inkubacja
szczurzych enzymow mikrosomalnych, jak i ludzkich komérek watroby HepG2 ze zwigzkiem
C-1311 dowiodta, iz zwigzek ten ulega metabolizmowi wobec izoenzyméw FMO1 i FMO3 dajac
jako produkt jego N-tlenkowg pochodng [Potega i in. 2011]. Natomiast prowadzone badania nad
Il fazg metabolizmu wykazaly, ze C-1311 jest tez substratem dla UDP-glukuronylotransferaz
(UGT). Najbardziej aktywnym, biorgcym udziat w przytaczaniu kwasu glukuronowego okazat sie
izoenzym UGT1A10. W znacznie mniejszym stopniu w glukuronidacji braty udziat izoenzymy
UGT1A3, UGT1A4, UGT1A7, UGT1A8 i UGT1A9. Nie zaobserwowano natomiast, aby
jakikolwiek UGT z podrodziny B2 katalizowat przemiane zwigzku C-1311 do glukuronidu
[Fedejko-Kap i in. 2012]. Ponadto C-1311 powodowat wzrost aktywnosci enzyméw UGT
w komorkach HepG2 i HCT116-UGT1A10 oraz miat niewielki wptyw na aktywnos¢ UGT
w komérkach HT-29 [Bejrowska i in. 2018].

11.7.4.2. Monomery 1-nitroakrydyny

Pochodne 1-nitroakrydyny C-857 i C-1748, ktére nalezg do monomeréw badanych

pochodnych bisakrydyny sg przede wszystkim wydajnie metabolizowane przez reduktaze
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cytochromu P450 oraz cytochromy P450 [Wisniewska i in. 2008 i 2012]. Wykazano, ze zwigzek
C-1748 jest mniej podatny na metabolizm z udziatem ludzkich i szczurzych enzymoéw
mikrosomalnych watroby niz C-857. Ponadto oba zwigzki ulegatly przemianom metabolicznym
wobec trzech izoenzyméw P450 1A2, P450 2C19, P450 3A4. W przypadku C-857 produktami
metabolizmu wobec wszystkich izoenzyméw byt prawdopodobnie zwigzek z dodatkowym
6-czionowym pierscieniem oraz 1-amino-9-akrydon. Wobec P450 3A4 powstawat 1-nitro-9-
akrydon. Zwigzek C-1748 charakteryzowat sie znacznie nizszg podatnoscia na metabolizm
z udziatem P450 niz C-857. Wszystkie izoenzymy metabolizowaty go do gtéwnego produktu
z 6-czlonowym pierscieniem. Ponadto prowadzone badania wykazaly, ze zwigzek C-1748
wywiera wplyw na aktywnos¢ i ekspresje DME. W obecnosci niskich stezen C-1748
(0,0001-0,1 uM) zaobserwowano wzrost aktywnosci enzymatycznej P450 2C9 oraz P450 3A4
w stosunku do standardowych substratéw [Niemira i in. 2013]. Pochodna C-1748 jest podatna
réwniez na metabolizm Il fazy z udziatem UGT. Produkt metabolizmu obserwowany wobec
mikrosomalnych frakcji zostat zidentyfikowany jako glukuronid, dla ktdérego proponowanym
miejscem przytgczenia kwasu glukuronowego jest grupa hydroksylowa w fancuchu
aminoalkilowym. Sposréd 10 przetestowanych ludzkich rekombinantowych izoenzyméw UGT,
jedynie UGT2B7 i 2B17 wykazaly aktywnos¢ wobec C-1748. Zwigzek C-1748 wykazat rowniez
zdolno$¢ do modulacji aktywnosci UGT w uktadach bezkomérkowych i komérkowych. Silng
inhibicje zaobserwowano dla rekombinantowych izoenzyméw UGT1A9 i UGT2B7 oraz
izoenzyméw UGT obecnych w komorkach HT-29. Inhibicja rekombinantowego UGT1A9 miata
charakter inhibicji mieszanej, natomiast hamowanie aktywnosci homogenatu komorek HT-29
inhibicji niekompetycyjnej [Mréz i in. 2018].

11.8. Podsumowanie

W Swietle przedstawionych doniesien literaturowych istotne jest poznanie szlakow
przemian metabolicznych potencjalnych lekéw, jak réwniez okreslenie ich zdolnosci do modulacii
aktywnosci enzymow metabolizujgcych leki (DME). Niezbedne jest poznanie odpowiedzi na
pytanie, czy zwigzek lub jego pochodne, kitére w przysztosci majg szanse zosta¢ lekami
przeciwnowotworowymi podlegajg biochemicznym modyfikacjom wobec enzyméw z rodziny
cytochromu P450, UDP-glukuronylotransferaz, czy monooksygenaz flawinowych. Ponadto
nalezy okresli¢, czy zwigzki te mogg oddziatywac z biatkiem enzymatycznym powodujac jego
inhibicje lub rzadziej aktywacje [Fedejko-Kap i in. 2012, Mréz i in. 2018, Yang i in. 2017], co
w przyszfosci moze wywota¢ u pacjentow istotng zmiane efektywnosci terapii. Sa to niezbedne
elementy badan przedklinicznych, ktére zmierzajg do okreslenia m.in. efektywnosci
detoksyfikacji, ryzyka wystgpienia opornosci na zastosowang terapia, jak réwniez mozliwosci
wywotania niepozgadanych interakcji miedzy lekami w terapii wielolekowej. Ponadto nalezy
podkresli¢, iz niesymetryczne bisakrydyny to zupetnie nowa, dotgd niezbadana farmakologicznie
grupa pochodnych akrydyny, wykazujgca wysokg aktywnosé cytotoksyczng, jak

i przeciwnowotworowg w uktadach modelowych i na zwierzetach.
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ll. CZESC DOSWIADCZALNA

lll.1. Materiaty

lll.1.1. Zwiazki przeciwnowotworowe

Bisakrydyny (C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053) - niesymetryczne, dimeryczne
pochodne akrydyny, gdzie dwa monomery: pochodna imidazoakrydonu i 1-nitroakrydyny
potagczone sg fancuchem aminoalkilowym. Otrzymane w postaci chlorowodorkéw

i metanosulfonianéw. Zwiagzki te sg przedmiotem badan niniejszej pracy.

C-1212, 5-dimetyloaminopropyloamino-imidazoakrydon, zwigzek cytotoksyczny,
stosowany w celach poréwnawczych, zsyntetyzowany w postaci jednowodnego

dichlorowodorku,

C-1311, 5-dietyloaminoetyloamino-8-hydroksyimidazoakrydon, zwigzek cytotoksyczny,
stosowany w celach poréwnawczych, zsyntetyzowany w postaci jednowodnego

dichlorowodorku (Symadex™),

C-857, 9-(2-hydroksyetyloamino)-1-nitroakrydyna, zwigzek cytotoksyczny, stosowany

w celach porownawczych, zsyntetyzowany w postaci monochlorowodorku (Capridine a),

C-1748, 9-(2-hydroksyloetyloamino)-4-metylo-1-nitroakrydyna, zwigzek cytotoksyczny,
stosowany w celach poréwnawczych, zsyntetyzowany w postaci monochlorowodorku

(Capridine B), stosowany w celach poréwnawczych,

1-nitro-9-akrydon, syntetyczny metabolit zwigzku C-857, stosowany w celach

poréwnawczych,

1-nitro-4-metylo-9-akrydon, syntetyczny metabolit zwigzku C-1748, stosowany w celach

poréwnawczych.

Zwiazki zostaly zsyntetyzowane i oczyszczone w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii

Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej. Nowe porcje zwigzkéw oraz syntetyczne

metabolity zostaty otrzymane przez dr inz. Ewe Paluszkiewicz.

1ll.1.2. Odczynniki chemiczne

Merck (Darmstadt, Niemcy) daw. Sigma-Aldrich: 7-etoksykumaryna (C11H10Os, 99%),

7-etylo-10-hydroksykamptotecyna  (SN-38, min. 98%), 7-hydroksy-4-(trifluoro-
metylo)kumaryna (TFK, 98%), alametycyna, Trichodemia viride (5 mg/ml w DMSO, min.
98%), acetonitryl (czystos¢ do HPLC), alkohol etylowy (C2HsOH, czystos¢ do HPLC),
alkohol metylowy (CH3OH, czystos¢ do HPLC), bromek 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ilo)-
2,5difenylotetrazoliowy (MTT, 98%), chloroform (CHCIs) chlorek magnezu szesciowodny
(MgClz2 x 6H20, 98%), chlorowodorek epirubicyne (EPI, min. 90%), czterosodowa sél
B-fosforanu  dinukleotydu  nikotynoamidoadeninowego  (B-NADPHx4Na, 98%)
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dichlorowodorek trifluoperazyny (TFP, min. 99%), dodecylosiarczan sodu (SDS, 98%),
dwuwodorofosforan (V) potasu (KH2POs, min. 98%), fluorek fenylometylosulfonylu
(PMSF, min. 98,5%), HEPES (CsH18N204S, min. 99%), Igepal CA-630, imipramina (kwas
borowy (V) (H3BOsz, min. 99%), kwas octowy (CH3COOH, min. 99%), kwas mréwkowy
(HCOOH, 98%), kwas fosforowy (V) (H3sPQOa4), kwas solny stezony (HCI), pozywka Mc’Coy
5A, pozywka MEM, s6l sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA), standard
BSA (Bovine Serum Albumin, min. 96%), testosteron, tri-(hydroksymetylo)aminometan
(tris-zasada, Tris-base), trisodowa sél kwasu urydyno-5’-difosfoglukuronowego (UDPGA,
98-100%), trypsyna-EDTA, wodorofosforan (V) potasu (K2HPOa, min. 98%),

POCH S.A. (Gliwice, Polska): chlorek potasu (KCI, 99,5%), chlorek sodu (NaCl, cz.d.a.),
dwuwodny diwodorofosforan (V) sodu (NaH2PO4 x 2H20, cz.d.a.), fluorek sodu (NaF,

cz.d.a.), izoprolanol (czystos¢ do LC-MS), sulfotlenek dimetylu (DMSO, min. 99%),
wodorotlenek sodu (NaOH, 98,8%).

Fisher Scientific (Wielka Brytania): mréwczan amonu (HCOONHa, czysto$é do HPLC),

Bio-Rad (Hercules, CA, USA): zestaw DC do oznaczania biatka (odczynnik A i odczynnik
B),

11l 1.3. Bufory

Bufor Brittona — Robbinsona, 0,04 M, zakres pH 2-12 (0,04 M H3BOS3, 0,04 M H3PO4,
0,04 M CH3COOQH) — przygotowany samodzielnie,

Bufor fosforanowo-potasowy, 0,1 M, pH 7,4 (0,1 M KH2POs, 0,1 M Ko2HPO4 w stosunku

1:1) — przygotowany samodzielnie,

Bufor HEPES/P450, 0,1 M, pH 7,4 (2,38 g HEPES/100 ml H20) — przygotowany

samodzielnie,

Bufor HEPES/UGT, (0,1 M, pH 7,4 HEPES, 40 mM MgClz, 0,125 mg/ml alametycyna)

— przygotowany samodzielnie,

Bufor HEPES/FMO, (0,1 M, pH 8,5 HEPES) — przygotowany samodzielnie,

RIPA — bufor lizujgcy (50 mM Tris-base, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 2 mM EDTA, 1%
Igepal CA-630, 0,5% deoksycholan sodu, 0,1% SDS)

Bufor TRIS-zasada - 0,15 M pH 7,4 (1,93 g Tris-zasada/100 ml H20) — przygotowany

samodzielnie

Zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS, phosphate-buffered saline), 1x stezony, pH
7,4 (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8 mM Na2HPO4, 1,7 mM KH2POs, stabilizowany
stezonym HCI)
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Izoton (0,135 M NaCl, 0,013 M NazHPO4, 1 mM EDTA, 5 mM KClI, 5 mM NaH2PO4x2H20,
7 mM NaF)

lll.1.4. Enzymy

Frakcia enzyméw mikrosomalnych komodrek watroby: szczura (RLM) i czlowieka

aktywowanych dexametazonem (Dex), 3 — metylocholantrenem (3MC) fenobarbitalem
(PB), Tebu-bio, Francja,

Rekombinantowe ludzkie izoenzymy cytochromu P450: P450 2C19 i P450 3A4

z koekspresja reduktazy cytochromu P450 (CPR), otrzymane w komérkach Escherichia

coli (Bactosomes), Cypex Ltd, Dundee, Wielka Brytania, za posrednictwem Tebu-bio,

Francja,

Rekombinantowe ludzkie izoenzymy monooksygenazy flawinowej: FMO1, FMO3

i FMO5, otrzymane w komérkach owadzich Sf9 przy zastosowaniu wektoréw
rekombinowanego bakulowirusa (Supersomes™), Caning, USA, za posrednictwem
DIAG-MED,

Rekombinantowe ludzkie izoenzymy UDP-glukuronylotransferazy: UGT1A1, UGT1A4,
UGT1A6, UGT1A9, UGT1A10, UGT2B4, UGT2B7, UGT2B15, UGT2B17, otrzymane

w komérkach owadzich Sf9 przy zastosowaniu wektorow rekombinowanego

bakulowirusa (Supersomes™), Caning, USA, za posrednictwem DIAG-MED,

1. 1.5. Linie komorkowe ludzkich nowotworow jelita i watroby

HCT116 - nowotwdér jelita grubego pochodzenia ludzkiego, wyizolowany od dorostego
pacjenta, ATCC, USA

HCT116-UGT1A10 - subklon linii nowotworu jelita grubego pochodzenia ludzkiego

HCT116 transfekowanej stabilnie wektorem plazmidowym z sekwencjg genu kodujgcego
izoenzym UGT1A10, otrzymany w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki

Gdanskiej przez dr inz. Monike Pawtowska [Pawtowska 2020]

HepG2 — ludzki nowotwér watroby, wyizolowany od 15-letniego pacjenta pochodzenia
kaukaskiego, ATCC, USA

HT-29 - gruczolakorak jelita grubego pochodzenia ludzkiego, wyizolowany od 44-letniego

pacjenta pochodzenia kaukaskiego, ATCC, USA

1ll.1.6. Odczynniki stosowane do prowadzenia hodowli komorkowej

Antybiotyki — penicylina G (62,3 mg/lI pozywki) i streptomycyna (100 mg/l pozywki), Merck

Darmstadt, Niemcy

Ptodowa surowica bydleca (FBS, Fetal Bovine Serum) inaktywowana termicznie, Merck

Darmstadt, Niemcy
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Pozywki: McCoy’s 5A Modified Medium dla komérek HCT116 i ich subklonu oraz HT-29,

MEM (Minimum Essential Medium Eagle) dla komoérek HepG2, Merck Darmstadt, Niemcy

Trypsyna-EDTA 2,5 %, rozcienczona 10-krotnie roztworem PBS 1x stezonym, Merck

Darmstadt, Niemcy

Wodoroweglan sodowy (NaHCOS3), Merck Darmstadt, Niemcy

lll.2. Stosowana aparatura i sprzet laboratoryjny

ll.2.1. Aparatura chromatograficzna

Chromatograf HPLC Millenium: detektor UV-Vis wielodiodowy PDA (Photodiode Array)
2996, system kontrolny 600E, system pomp 600, inzektor Rheodyne 7725i,
oprogramowanie Millenium 32, Waters Co., USA,

Chromatograf HPLC Shimadzu: detektor UV-Vis typu PDA, Nexera-i, LC - 2040C, 3D,
oprogramowanie LabSolution, Shimadzu, Japonia

Chromatograf HPLC Waters: detektor UV-Vis typu PDA 2996, system pomp 1525,
autosampler 717 plus, inzektor Rheodyne 7725i, oprogramowanie Empower 3, Waters
Co., USA

Kolumny chromatograficzne: kolumna analityczna C18, Supelcosil Suplex pKb-100 (25

cm x 4,6 mm, 5um), prekolumna Supelcosil Suplex pKb-100 Supelguard Catridge
(2 cm x 4 mm, 5um), Supelco, USA

System LC/MS Agilent: detektor UV-Vis typu DAD (Dual Absorbance Detector), 1290

Infinity Il LC, potaczony ze spektrometrem mas 6470B z potréjnym kwadrupolem,

oprogramowanie OpenLab, Agilent, USA

System LC/MS Shimadzu: detektor UV-Vis typu PDA, Nexera - i, LC - 2040C, 3D,

potaczony ze spektrometrem mas LCMS-2020 z pojedynczym kwadrupolem,

oprogramowanie LabSobution, Shimadzu, Japonia

lll.2.2. Pozostaty sprzet laboratoryjny

Czytnik ptytek, iMarkTM Microplate Reader, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA
Homogenizator, reczny 1 ml, Wheaton Science products, Millville, USA

Inkubator z atmosferg CO2 do hodowli komérkowych NuAire IR Autoflow CO2 Water-
Jacked NU-8700, NuAire Inc., USA

Komora z przeptywem laminarnym, Nuaire Biological Safety Cabinets, NU-425-400E,
NuAire, Inc., USA

Licznik komoérek, Z1 Coulter® Practicle Counter, Beckam, Fullerton, CA, USA

taznia wodna, Fisherbrand, typ PRL TA14 - Fisher Scientific, Wielka Brytania
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* taznia ultradzwiekowa, Elmasonic S30H, Elma, Polska

« Palnik z elektronicznym sterowaniem Fireboy Plus, Integra Biosciences, Szwajcaria
* pH-metr, ORION, model 710A - Thermo Orion, USA
»  Spektrofotometr dwuwigzkowy UV-Vis CARY 300 Bio - Varian Inc., Australia

+ System do oczyszczania wody MiliQ, Integral3 Water Purification System, Merc,
Millipore, USA

» Waga analityczna, WA 35, typ PRL TA14, Zaktady Mechaniki Precyzyjnej ,MERA-
WAG”, Gdansk, Polska

» Waga techniczna, KERN EG220-3NM - Kern & Sohn GmbH, Niemcy

»  Wirdwki: Centrifuge 5810R, Centrifuge 5417R, MiniSpin, Eppendorf, Westbury, NY, SA

»  Wytwornica lodu, ZBE150, Ziegra Eismaschinen, Niemcy

» Vorteks, Yellow Line TTS2 - IKA, Staufen, Niemcy
e Zamrazarka, Ultra-Low Temperature Freezer MDF-DU500VH-PE, -80°C, Panasonic,

Japonia

1ll.3. Metody doswiadczalne

lll.3.1. Rozpuszczalnosé bisakrydyn

Badanie rozpuszczalnosci prowadzono w temperaturze pokojowej. Do przeprowadzenia
prob rozpuszczalnosci przygotowano probdwki typu Eppendorf, do ktérych nawazono po 0,5 mg
badanej bisakrydyny (C-2028, C-2041, C-2045 lub C-2053). Substancje state w miare mozliwosci
maksymalnie rozdrobniono, gdyz duze krysztaly rozpuszczajg sie powoli, co moze by¢é mylnie
ocenione jako brak ich rozpuszczalnosci. Nastepnie do kazdej probdéwki dodano wode
redestylowang, 50% alkohol etylowy, DMSO Ilub 0,05 M bufor mréwczanowy o pH ok. 3,4
w objetosci odpowiadajgcej otrzymaniu 10 mM roztworéw, po czym prébki doktadnie wytrzgsano
i obserwowano efekt. Nastepnie, gdy otrzymano klarowne roztwory wodne oraz w DMSO
rozcienczono je w stosunku objetosciowym 1:10 i 1:100 za pomoca powszechnie stosowanych
buforéw o pH 7,4 tj. 0,1 M buforze fosforanowo-potasowym, 0,05 M buforze Tris-zasada oraz
0,1 M buforze HEPES. Prébki doktadnie wytrzgsano i obserwowano pod katem wypadania osadu
z roztworu. Otrzymanie roztworu klarownego $wiadczyto o rozpuszczalnosci bisakrydyny

w danym rozpuszczalniku.
1ll.3.2. Badanie czystosci i stabilnosci bisakrydyn

111.3.2.1. Roztwér H-0

Przygotowano 0,05 mM wodny roztw6r badanego zwigzku (C-2028, C-2041, C-2045 lub
C-2053), a nastepnie go inkubowano po diuzszych czasach w temperaturze pokojowej i w 37°C

(Tabela.lll.1.) Otrzymane prébki poddano analizie metodg RP — HPLC wedtug punktu 111.3.14.
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l.3.2.2. Roztwér DMSO/ H20

Przygotowano 0,05 mM roztwor wodny badanego zwigzku (C-2028, C-2041, C-2045 lub
C-2053) przez rozcienczenie 10 mM roztworu tego zwigzku w DMSO sporzadzonego na $wiezo
i po przechowywaniu w temperaturze 4°C przez okreslony czas (Tabela.lll.1.). Otrzymane prébki
poddano analizie RP — HPLC wedtug punktu I11.3.14.

111.3.2.3. Roztwér DMSO/ bufor HEPES

Przygotowano 0,05 mM roztwér badanego zwigzku (C-2028, C-2041, C-2045 lub
C-2053) przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM roztworu tego zwigzku w DMSO. Inkubacje
prowadzono w temperaturze 4°C przez czas podany w Tabeli Il1.3.1. Otrzymane prébki poddano
analizie RP — HPLC wedtug punktu 111.3.14.

Tabela Ill.1. Badanie czystosci i stabilnosci bisakrydyn w réznych warunkach — zestawienie stezenia
badanego zwigzku, sktadu mieszaniny analizowanej chromatograficznie, temperatury i czasu inkubacji.

Bisakrydyna Sktad mieszaniny inkubowanej T?rr?k%ebr:(t;;ira Czas inkubaciji
H20, bisakrydyna pokojowa 0, 40, 80 min
H20, bisakrydyna (chlorowodorek) 0, 80 min; 6 godz. 1 dzien

37°C

H20, bisakrydyna (metanosulfonian) 0, 3 godz.; 1,2 dni

0,05 mM
DMSO, H20, bisakrydyna 0, 80 min.; 1, 2, 5dni
4°C
DMSO, bisakrydyna 1,2,5dni
DMSO, HEPES, bisakrydyna 0, 80 min; 1 dzien

1l1.3.3.0ptymalizacja warunkow analizy chromatograficznej

111.3.3.1. Okreslenie pH fazy ruchomej

Dla kazdego badanego zwigzku (C-2028, C-2041, C-2045) przygotowano po 21
roztworéw o stezeniu 0,1mM w buforze Brittona — Robinsona w zakresie pH od 2 do 12, co 0,5
jednostki. Nastepnie przeprowadzono ich analize spektrofotometryczng i zarejestrowano widma
UV — Vis.

111.3.3.1. Wptyw pH buforu HEPES na podziat chromatograficzny

Analizie poddano roztwory zwigzku C-2045 otrzymane przez jego rozpuszczenie
w buforze HEPES o nastepujgcych wartosciach pH : 2; 3,5; 6,5; 7,4. Na kolumne dozowano po
50 ul kazdego z roztworow. Warunki analizy chromatograficznej przedstawiono w punkcie 111.3.14.

11.3.4. Metabolizm bisakrydyn wobec enzymow mikrosomalnych

Wszystkie doswiadczenia, ktére wymagaly przeprowadzenia reakcji enzymatycznej
wobec mikrosomow szczurzych lub ludzkich, wykonywano wedtug jednej procedury. Pierwszym
etapem byto przygotowanie mieszaniny reakcyjnej sktadajgcej sie z badanego zwigzku (7-
etoksykumaryna, C-2028, C-2041, C-2045 lub C-2053), frakcji mikrosomalnej watroby szczura
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lub cztowieka, buforui MgClz. Kohcowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 70 pl. Prébki
mieszano za pomocg vortexu, a nastepnie preinkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C
przez 2 min. Po tym czasie dodawano kofaktor - NADPH w celu zapoczagtkowania reakgciji
enzymatycznej (t = 0 min.). Probki ponownie doktadnie mieszano przy uzyciu vortexu, nastepnie
inkubowano w tej samej temperaturze przez okreslony czas. Reakcje zatrzymywano przez
dodatek HCI (8,75ul/70ul mieszaniny reakcyjnej) lub MeOH w stosunku objetosciowym 1:1.
Nastepnie prébki umieszczano na 10 min w lodzie, po czym je wirowano (10 min., 13400 rpm).

Otrzymany supernatant poddawano analizie metodg RP — HPLC.

111.3.4.1. Dobdr wiasciwego Srodowiska reakcji enzymatycznej

Przygotowano mieszaniny zawierajgce 7-etoksykumaryne, frakcje mikrosomalng
komorek watroby szczura, MgClz i okreslony buforu (Tabela 111.2.). Inkubacje prowadzono przez
0 i 30 min. Reakcje enzymatyczng zatrzymywano przez dodatek metanolu w stosunku

objetosciowym 1:1. Analize chromatograficzng przeprowadzano wedtug procedury I11.3.14.

Tabela Ill.2. Dobdr buforu do reakcji enzymatycznej — zestawienie sktadu mieszanin reakcyjnych.

Stezenie w mieszaninie

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe reakcyjnej
7-etoksykumaryna 2 mM* 0,05 mM
NADPH 10 mM** 1mM
RLM 20 mg/ml 2 mg/ml
MgCl2 10 mM 2mM
Reakcja 1 FP 100 mM -
Reakcja 2 HEPES/P450 100 mM -
Reakcja 3 Tris-zasada 250 mM -

*2 mM roztwér 7-etoksykumaryny otrzymano przez rozcienczenie woda redestylowang 20 mM roztworu
tego zwigzku w DMSO, ** 10 mM roztwor NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie redestylowane;j

111.3.4.2. Wptyw stezenia zwigzku na przebieg reakcji enzymatycznej

Sporzadzono mieszaniny reakcyjne zawierajgce zwigzek C-2045 o stezeniu 0,02 mM
lub 0,05 mM, frakcje mikrosomalng, HEPES oraz MgCl2 (Tabela II1.3.). Inkubacje prowadzono

przez 0 i 30 min. Reakcje zatrzymywano przez dodatek metanolu w stosunku objetosciowym 1:1.

Tabela lll.3. Zestawienie sktadu mieszanin reakcyjnych - badanie wptywu stezenia zwigzku na przebieg
reakcji enzymatycznej

Stezenie w mieszaninie

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe reakcyjnej
C-2045 1 mM* 0,02/0,05 mM
NADPH 10 mM** 1,2 mM
Frakcja mikrosomalna 20 mg/ml 2 mg/ml
MgCl2 10 mM 2mM
Bufor HEPES/P450, pH 7,4 100 mM -

*1 mM roztwor zwigzku C-2045 otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM roztworu tego
zwigzkéw w DMSO, ** 10 mM roztw6r NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie redestylowane;.
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111.3.4.3. Opracowanie warunkow zatrzymania reakcji enzymatycznej

Dla kazdego zwigzku (C-2045, C-1748) sporzgdzono po dwie mieszaniny reakcyjne,
ktorych sktad przedstawiono ponizej (Tabela 111.4.). Inkubacje prowadzono przez 0i 30 min. Jedna
z reakcji zatrzymano dodaniem kwasu solnego (8,75ul/ 70 pl mieszaniny reakcyjnej), a drugg
metanolem w stosunku objetosciowym 1:1.

Tabela lll.4. Zestawienie sktadu mieszanin reakcyjnych zastosowanych dla opracowania procedury
zatrzymywania reakcji enzymatycznej.

Stezenie w mieszaninie

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe reakcyjnej
C-1748 / C-2045 1 mM* 0,05 mM
NADPH 10 mM** 1mM
Frakcja mikrosomalna 20 mg/ml 2 mg/ml
MgClz 10 mM 2mM
Bufor HEPES/P450, pH 7,4 100 mM -

*1 mM roztwor zwigzku C-1748/C-2045 otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM roztworu
tego zwigzkow w DMSO, ** 10 mM roztwér NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie
redestylowane;.

111.3.4.4. Wptyw stezenia NADPH na przebieg reakcji enzymatycznej

Przygotowano mieszaniny reakcyjne, ktérych sktad zostat przedstawiony w Tabeli I11.5.
W celu zapoczatkowania reakcji enzymatycznej do badanych probek dodawano NADPH
o stezeniu koncowym 1,2 mM lub 2 mM. Inkubacje prowadzono przez 0 i 30 min. Reakcje
zatrzymywano przez dodatek HCI. Inkubacje prowadzono przez 0 i 30 min.

Tabela lll.5. Zestawienie sktadu mieszanin reakcyjnych - badanie wptywu stezenia NADPH na przebieg
reakcji enzymatyczne;j

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Stezenie w mieszaninie reakcyjnej
C-1311/C-1748/C-2045 1 mM* 0,05 mM
NADPH 10 mM** 1,2/2mM
Frakcja mikrosomalna 20 mg/ml 2 mg/ml
MgCl2 10 mM 2 mM
Bufor HEPES/P450, pH 7,4 100 mM -

*1 mM roztwér zwigzku C-1311/C-1748/C-2045 otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM
roztworu tego zwigzkéw w DMSO, ** 10 mM roztwér NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie
redestylowane;.

111.3.4.5. Metabolizm bisakrydyn wobec frakcji mikrosomalnej komdrek watroby szczura

Mieszaniny reakcyjne sporzadzono wedlug danych zawartych w Tabeli |IIl.6.
Doswiadczenia prowadzono zaréwno wobec nieaktywowanych enzymow frakcji mikrosomalnej,
jak i aktywowanych, czyli o podwyzszonej ekspresji izoenzyméw P450 1A, P450-2B lub P4503A.
Inkubacje prowadzono po czasach 0, 30 min lub 0, 2, 5,10 min. Reakcje zatrzymywano przez
dodatek kwasu solnego.
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Tabela lll.6. Zestawienie sktadu mieszanin reakcyjnych - badanie metabolizmu bisakrydyn wobec enzyméw
mikrosomalnych komoérek watroby szczura.

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Stezenie w mieszaninie reakcyjnej
C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 1 mM* 0,05 mM
NADPH 10 mM** 2 mM
RLM./Dex/3MC/PB 20 mg/ml 2 mg/ml
MgCl2 10 mM 2mM
Bufor HEPES/P450, pH 7,4 100 mM -

*1 mM roztwdr zwigzku C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10
mM roztworu tego zwigzkéw w DMSO, ** 10 mM roztw6ér NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie
redestylowane;.

111.3.5. Metabolizm bisakrydyn wobec enzymow rekombinantowych

Wszystkie doswiadczenia, ktére wymagaly przeprowadzenia reakcji enzymatycznej
wobec ludzkich izoenzyméw rekombinantowych, wykonywano wedtug jednej procedury.
Pierwszym etapem byto przygotowanie mieszaniny reakcyjnej sktadajacej sie z badanego
zwigzku (C-2028/C-2041/C-2045/C-2053), odpowiedniego izoenzymu, buforu HEPES i MgClz
(w przypadku P450). Koncowa objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 70 pl. Probki mieszano
za pomocg vortexu, a nastepnie preinkubowano w tazni wodnej w temperaturze 37°C przez
2 min. Po tym czasie dodawano kofaktor w celu zapoczatkowania reakcji enzymatycznej
(t = 0 min.). Probki ponownie doktadnie mieszano przy uzyciu vortexu, nastepnie inkubowano
w tej samej temperaturze przez okreslony czas. Reakcje zatrzymywano przez dodatek HCI
(8,75ul/70ul mieszaniny reakcyjnej). Nastepnie probki umieszczano na 10 min w lodzie, po czym
je wirowano (10 min., 13400 rpm). Otrzymany supernatant poddawano analizie metoda
RP — HPLC.

111.3.5.1. Badanie metabolizmu wobec rekombinantowych P4502C19 i P4503A4

Przygotowano mieszaniny zawierajgce badany zwigzek (C-2028/C-2041/C-2045/C-
2053), izoenzym P4502C19 lub 3A4, MgClz i bufor HEPES/P450 (Tabela I11.7.). W celu
zapoczatkowania reakcji enzymatycznej do badanych probek dodawano NADPH o stezeniu
koncowym 2 mM. Inkubacje prowadzono przez 0,30 min. Reakcje enzymatyczng zatrzymywano
przez dodatek HCI (8,75ul/70ul mieszaniny reakcyjnej). Analize chromatograficzng
przeprowadzano wedtug procedury 111.3.14.i 111.3.15.1.

Tabela lll.7. Zestawienie sktadnikdw mieszaniny reakcyjnej.

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Stezenie w mieszaninie

reakcyjnej
C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 1 mM* 0,05 mM
NADPH 10 mM** 2mM
P450 2C19/3A4 13,5/20,1 mg/ml 0,5 mg/mi
MgCl2 10 mM 2mM
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Bufor HEPES/P450, pH 7,4 100 mM -

*1 mM roztwdr C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 zwigzku otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10
mM roztworu tego zwigzkéw w DMSO, **10 mM roztwér NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie
redestylowane;.

111.3.5.2. Badanie metabolizmu wobec rekombinantowych FMO1, FMO3 i FMO5

Przygotowano mieszaniny zawierajgce badany zwigzek (C-2028, C-2041, C-2045 lub
C-2053), izoenzym FMO1/3/5 i bufor HEPES o pH 8,5 (Tabela 111.8.). W celu zapoczatkowania
reakcji enzymatycznej do badanych probek dodawano NADPH o stezeniu koncowym 0,3 mM.
Inkubacje prowadzono przez 0, 90 i/lub 120 min. Reakcje enzymatyczng zatrzymywano przez
dodatek HCI (8,75ul/70ul mieszaniny reakcyjnej). Analize chromatograficzng przeprowadzano
wedtug procedury 111.3.14. i 111.3.5.1 lub 111.3.5.2.

Tabela lll.8. Zestawienie sktadnikdw mieszaniny reakcyjnej.

Stezenie w mieszaninie

Skitadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe reakcyjnej
C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 1 mM* 0,02/0,05 mM
NADPH 5 mM** 0,3 mM
FMO1/3/5 20 mg/ml 0,5 mg/ml
Bufor HEPES/FMO, pH 8,5 100 mM -

A\ MOST

*1 mM roztwdr C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 zwigzku otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10
mM roztworu tego zwigzku w DMSO, **5 mM roztwér NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie
redestylowane;.

111.3.5.3. Badanie reakcji glukuronidacji wobec rekombinantowych UGT

Podatnos¢ bisakrydyn na metabolizm wobec UGT zbadano wobec ludzkich izoenzymoéw
rekombinantowych UGT (UGT1A1, 1A3, 1A4, 1A6, 1A9, 1A10, 2B4, 2B7, 2B15, 2B17). Dla
kazdego zwigzku (C-2028, C-2041, C-2045, C-2053) sporzadzono po mieszaniny reakcyjne,
ktérych skiad przedstawiono ponizej (Tabela 111.9.). W celu zapoczatkowania reakciji
enzymatycznej do badanych prébek dodawano kofaktor UDPGA o stezeniu 5 mM. Inkubacje
prowadzono przez 0, 30, 60, 90 i/lub 120 min. Reakcje zatrzymano dodaniem kwasu solnego
(8,75ul/ 70 pl mieszaniny reakcyjnej). Analize chromatograficzng przeprowadzano wedtug
procedury 111.3.14. i 111.3.15.1.

Tabela Il.9. Zestawienie sktadu mieszanin reakcyjnych

Sktadnik mieszaniny Stezenie w mieszaninie

Stezenie wyjsciowe

reakcyjnej reakcyjnej
C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 1 mM* 0,05 mM
UDPGA 20 mM** 5mM
UGT 5 mg/ml 0,5 mg/mi
Bufor HEPES/UGT 100 mM -

*1 mM roztwér zwigzku C-2028/C-2045/C-2053 otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM
roztworu tego zwigzkow w DMSO, **20 mM roztwér UDPGA otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie
redestylowane;.
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1l1.3.6. Badanie wptywu bisakrydyn na aktywnos¢ enzymow w uktadach bezkomorkowych

Badania wptywu bisakrydyn na aktywnos¢ katalityczng wybranych enzyméw P450 i UGT
zbadano wobec ludzkich izoenzyméw rekombinantowych P4502C19 i 3A4 oraz UGT1A1, 1A3,
1A4, 1A6, 1A9, 1A10, 2B7, 2B15, 2B17.

111.3.6.1. Wptyw bisakrydyn na aktywnosc izoenzymow P4502C19 i P4503A4

Reakcje metabolizmu standardowych substratow przeprowadzono przy braku lub
w obecnosci C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 o roznym stezeniu. Jako substraty standardowe dla
P450 stosowano: imipramine (P4502C19) i testosteron (P4503A4). Mieszaniny reakcyjne
sporzadzono wedtug Tabeli 111.10. Nastepnie postepowano zgodnie z procedurg 111.3.4. W celu
zapoczagtkowania reakcji enzymatycznej do badanych probek dodawano kofaktor NADPH
o stezeniu 2 mM. Inkubacje prowadzono przez 0 i 30 min. Reakcje zatrzymano dodatkiem kwasu
solnego (8,75ul/ 70 pl mieszaniny reakcyjnej). Analize chromatograficzng przeprowadzano

wedtug procedury [11.3.14.

Tabela Ill.10. Zestawienie sktadu mieszanin reakcyjnych

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Stezenie w mieszaninie reakcyjnej
Substrat standardowy 1 mM* 0,1 mM
C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 1 mM* 0,002/0,005/0,01/0,02/0,05 mM
NADPH 10 mM** 2mM
P450 2C19/3A4 13,5/20,1 mg/ml 0,5 mg/mi
MgCl2 10 mM 2mM
Bufor HEPES/P450, pH 7,4 100 mM

*1 mM roztwér zwigzku otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM roztworu tego zwigzku
w DMSO, **10 mM roztwor NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie redestylowane;.

111.3.6.2. Wptyw bisakrydyn na aktywno$¢ izoenzymow UGT

Reakcje glukuronidacji standardowych substratéw przeprowadzono przy braku lub
w obecnosci C-2028/C-2045/C-2053 o roznym stezeniu. Jako substraty standardowe stosowano:
SN-38 (UGT1A1), TFP (UGT1A4), EPI (UGT2B7), a dla pozostatych TFK. Mieszaniny reakcyjne
sporzadzono wedtug Tabela Ill.11. Nastepnie postepowano zgodnie z procedurg 11.3.4. W celu
zapoczatkowania reakcji enzymatycznej do badanych prébek dodawano kofaktor UDPGA
o stezeniu 5 mM. Inkubacje prowadzono przez 0 i 45 min. Reakcje zatrzymano dodaniem kwasu
solnego (8,75ul/ 70 pl mieszaniny reakcyjnej). Analize chromatograficzng przeprowadzano

wedtug procedury [11.3.14.

Tabela lll.11. Zestawienie sktadu mieszanin reakcyjnych

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Stezenie w mieszaninie reakcyjnej
Substrat standardowy 1 mM* 0,05 mM
C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 1 mM* 0,01/0,02/0,05 mM
UDPGA 20 mM ** 5mM
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UGT 20 mg/ml 0,5 mg/mi
Bufor HEPES/UGT 100 mM -

*1 mM roztwdr zwigzku otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM roztworu tego zwigzkéw
w DMSO, ** 10 mM roztwér NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie redestylowane;.

1ll.3.7. Okreslanie parametrow kinetycznych zmian aktywnosci wybranych izoenzymow
P450 3A4 i wybranych UGT wobec bisakrydyn

111.3.7.1. Wptyw na aktywnosc izoenzymow P450 3A4 w uktadach bezkomorkowych

Reakcje metabolizmu standardowego substratu (testosteronu) przeprowadzono przy
braku lub w obecnosci C-2045/C-2053 o ro6znym stezeniu. Mieszaniny reakcyjne sporzgdzono
wediug Tabeli 1ll.12. Nastepnie postepowano zgodnie z procedurg I1.3.4. W celu
zapoczatkowania reakcji enzymatycznej do badanych probek dodawano kofaktor NADPH
o stezeniu 2 mM. Inkubacje prowadzono przez 0 i 30 min. Reakcje zatrzymano dodatkiem kwasu
solnego (6,25ul/ 50 pl mieszaniny reakcyjnej). Analize chromatograficzng przeprowadzano

wedtug procedury [11.3.14.

Tabela lll.12. Zestawienie skladu mieszanin reakcyjnych dla uktadéw bezkomérkowych

Sktadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Stezenie w mieszaninie reakcyjnej
testosteron 0,5 mM* 0,02/0,05/0,1/0,2/0,5 mM
C-2045/C-2053 0,5 mM* 0,005/ 0,01 lub 0,001 mM
NADPH 10 mM** 2mM
P450 3A4 37 nmol/mg 222 pmol/ml
MgCl2 10 mM 2mM
Bufor HEPES/P450, pH 7,4 100 mM -

*0,5 mM roztwor zwigzku otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM roztworu tego zwigzku
w DMSO, **10 mM roztwor NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie redestylowane;.

I11.3.7.2. Badania aktywnosci homogenatdw HepG2 wobec standardowego substratu dla P450
3A4

Wykonano réwniez badanie podatnosci na metabolizm standardowego substratu dla
P450 3A4 tj. testosteronu w celu okreslenia aktywnosci homogenatow HepG2. Mieszaniny
reakcyjne sporzgdzono wedtug Tabeli ll1l.13. Nastepnie postepowano zgodnie z procedurg 111.3.4.
W celu zapoczatkowania reakcji enzymatycznej do badanych prébek dodawano kofaktor NADPH
o stezeniu 2 mM. Inkubacje prowadzono przez 0 i 2 godz. Reakcje zatrzymano dodatkiem kwasu
solnego (6,25ul/ 50 pl mieszaniny reakcyjnej). Analize chromatograficzng przeprowadzano

wedtug procedury 11.3.14.

Tabela lll.13. Zestawienie skladu mieszanin reakcyjnych dla uktadéow z homogenatami komoérek HepG2

Skitadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Stezenie w mieszaninie reakcyjnej
testosteron 0,5 mM* 0,02/0,05/0,1/0,2/0,5 mM
NADPH 10 mM** 2mM
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homoganat HepG2 18 mg/ml 1/2,5 mg/ml

MgCl2 10 mM 2mM

Bufor HEPES/P450, pH 7,4 100 mM -

*0,5 mM roztwor zwigzku otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM roztworu tego zwigzku
w DMSO, **10 mM roztwor NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie redestylowane;j.

111.3.7.3. Wplyw na aktywno$¢ izoenzymow UGT w uktadach bezkomdrkowych i homogenatach

komdrek linii HepG2

Reakcje glukuronidacji standardowego substratu dla UGT przeprowadzono przy braku
lub w obecnosci C-2028/C-2045/C-2053 o rdéznym stezeniu. Jako substrat standardowy
stosowano TFK. Mieszaniny reakcyjne sporzgdzono wedtug Tabela 11l.14 lub 11.15. Nastepnie
postepowano zgodnie z procedurg 111.3.4. W celu zapoczatkowania reakcji enzymatycznej do
badanych prébek dodawano kofaktor UDPGA o stezeniu 5 mM. Inkubacje prowadzono przez 0,
45 min dla uktadéw bezkomadrkowych i 0, 60 min dla uktadéw z homogenatami HepG2. Reakcje
zatrzymano dodaniem kwasu solnego (6,25ul/ 50 pl mieszaniny reakcyjnej). Analize

chromatograficzng przeprowadzano wedtug procedury 111.3.14.

Tabela lll.14. Zestawienie sktadu mieszanin reakcyjnych dla uktadéw bezkomérkowych

Skitadnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Stezenie w mieszaninie reakcyjnej
TFK 0,5 mM* 0,02/0,05/0,1/0,2/0,5 mM
C-2028/C-2045/C-2053 0,5 mM* 0,005/0,01 mM
UDPGA 20 mM ** 5mM
UGT1A1/UGT2B7 20 mg/ml 0,5 mg/mi
Bufor HEPES/UGT 100 mM -

*0,5 mM roztwor zwigzku otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM roztworu tego zwigzkéw
w DMSO, ** 10 mM roztwér NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie redestylowanej.

Tabela lll.15. Zestawienie skladu mieszanin reakcyjnych dla uktadéw bezkomérkowych

Skladnik mieszaniny reakcyjnej Stezenie wyjsciowe Stezenie w mieszaninie reakcyjnej
TFK 0,5 mM* 0,02/0,05/0,1/0,2/0,5 mM
C-2028/C-2045/C-2053 0,5 mM* 0/0,005/0,02 mM
UDPGA 20 mM** 1/2,5/5 mM
homogenat HepG2 18 mg/ml 0,5 mg/mi
Bufor HEPES/UGT 100 mM -

*0,5 mM roztwor zwigzku otrzymano przez rozcienczenie buforem HEPES 10 mM roztworu tego zwigzkéw
w DMSO, ** 10 mM roztwér NADPH otrzymano przez rozpuszczenie w wodzie redestylowanej.

111.3.7.4. Opracowanie wynikdw otrzymanych podczas doswiadczen 111.3.7.1-3.

Z uwagi na brak syntetycznego 6-B-hydroksytestosteronu i glukuronidu TFK ilos¢
powstajgcego produktu obliczono na podstawie sygnatu pochodzgcego od substratu. Szybkos¢
reakcji enzymatycznej obliczono korzystajgc ze wzorédw W1 i W2, po uprzednim sporzgdzeniu
krzywej wzorcowej zaleznosci powierzchni pod pikiem od stezenia substratu. Przyjeto, Ze liczba

moli powstajgcego produktu jest réwna ubytkowi moli substratu w mieszaninie reakcyjnej
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i wyznaczono jg podstawiajac do wzoru W1 wspétczynnik kierunkowy krzywej wzorcowej (a)

wynoszacy dla 6-B-hydroksytestosteronu 0,3096 i glukuronidu TFK 0,1107.

Py —
n= [pmol] (W1)
- = 1/mi W2
v=— [pmol/min/mg] (W2)
gdzie,
a — wspotczynnik kierunkowy krzywej wzorcowej zaleznosci powierzchni pod pikiem od stezenia
substratu

¢ — stezenia biatka enzymatycznego [mg/ml]

n — liczba moli produktu [pmol]

Po — powierzchnia pod pikiem pochodzgcym od substratu po zerowym czasie inkubacji
Pt — powierzchnia pod pikiem pochodzgcym od substratu po okreslonym czasie inkubacji
V — objeto$¢ mieszaniny reakcyjnej (0,05 ml)

v — szybkos¢ reakcji enzymatycznej [pmol/min/mg]
111.3.8. Warunki prowadzenia hodowli komorkowej

Hodowle komérkowg prowadzono w inkubatorze zapewniajgcym kontrolowane warunki
srodowiska tj. temperature 37°C, 5% CO:2 i 95% wilgotnosci. Wszystkie linie komorkowe
stosowane w niniejszej pracy: HCT116, HCT116-1A10, HepG2 i HT-29 rosty w postaci
monowarstwy. Do kazdej pozywki, odpowiedniej dla danej linii (Tabela.lll.16.) dodano
mieszanine antybiotykéw penicyliny G i streptomycyny (/ll.1.6 Odczynniki stosowane do
prowadzenia hodowli komdrkowej) oraz surowice bydlecg (FBS) inaktywowang termicznie (56 °C
przez 30 min) w stezeniu 10%.

Tabela 1ll.16. Zestawienie stosowanych linii komérkowych, przyblizonych ich czaséw podziatu oraz
rodzajow pozywek hodowlanych

Linia komérkowa Czas podziatu Rodzaj pozywki
HCT116 16 godz.
HCT116-1A10 16 godz. McCoy’s 5A Modified Medium
HT-29 20 godz.
HepG2 48 godz. MEM

111.3.8.1. Wysiewanie komdrek

W pierwszej kolejnosci odsgczono pozywke znad monowarstwy komoérek, po czym
komérki odklejono od powierzchni naczynia hodowlanego za pomocg 0,25% roztworu trypsyny-
EDTA stosujac 5 lub 10 minutowa inkubacje w temperaturze 37°C. Nastepnie dodano do komoérek

Swiezej pozywki, ogrzanej wczesniej do 37 °C, po czym komérki rozpipetowano. 0,5 ml
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otrzymanej zawiesiny przeniesiono do 9,5 ml izotonu a nastepnie obliczono gesto$¢ komérek za
pomoca licznika komérek. Komérki w odpowiedniej ilosci przenoszono na 60 mm ptytki Petriego
lub do swiezych naczyh hodowlanych i uzupetniano pozywkg do 3 ml (ptytki Petriego) lub 20 ml

(naczynia hodowlane).

1ll.3.9. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej metoda MTT

Do oznaczenia aktywnosci cytotoksycznej kazdej z badanych bisakrydyn wobec komorek
ludzkiego nowotworu jelita HT-29 zastosowano metode z uzyciem barwnika bromku
3-[4,5-dimetylo-2-ilo]-2,5-difenylotetrazolu, MTT. W metodzie tej przyjmuje sie, iz tylko
w komérkach zywych, w wyniku dziatania mitochondrialnej dehydrogenazy dochodzi do redukcji
z6ltego, rozpuszczalnego barwnika MTT do purpurowego produktu (formazanu). llosé zywych
komorek jest proporcjonalna do ilosci wytworzonych krysztatdbw formazanu. Absorbancje
roztwordw oznacza sie spektrofotometrycznie przy diugosci fali 540 nm.

W ptytkach 96-dotkowych zostaty umieszczone komdrki  nowotworowe bedace
w logarytmicznej fazie wzrostu w ilosci 600 tys./200 pl pozywki na dotek. Po 24 godzinnej
inkubacji w 37°C i 5% COz, do komorek kontrolnych dodano po 2 pl rozpuszczalnika (50% alkohol
etylowy), a do pozostatych po 2 pl zwigzku C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 w dziesieciu réznych
stezeniach, poczgwszy od najnizszego. Kazdy roztwér zwigzku zostat dodany do czterech
réznych studzienek. Koncowe stezenia badanego zwigzku byty nastepujace: 0,0001; 0,001;
0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10 uM. Roztwory wyjsciowe byly stukrotnie stezone
w stosunku do zatgczonych stezen, poniewaz dodawane byly w objetosci 2 pl/ 200 pl pozywki
|w dotku. W celu ujawnienia cytotoksycznego dziatania badanego zwigzku w komorkach
inkubowano ptytke przez 72 godziny (37 °C, 5% COz2). Po tym czasie, do kazdej ze studzienek
dodano po 20 pl roztworu barwnika MTT o stezeniu 4 mg/ml i ponownie inkubowano ptytke przez
3 godziny w tych samych warunkach. Nastepnie delikatnie odessano pod proznig ptyn znad
krysztatow formazanu i dodano do kazdej studzienki po 200 yl DMSO w celu rozpuszczenia
formazanu. Po doktadnym wymieszaniu zawartosci studzienek mierzono absorbancje roztworow
przy dtugosci fali 540 nm. Na podstawie uzyskanych wynikéw absorbancji uzyskano zaleznosé
ilosci zywych komorek od stezenia zwigzku, co pozwolito wyznaczy¢ warto$¢ ECso, czyli stezenie
zwigzku przy ktorym dochodzi do zahamowania proliferacji komérek nowotworowych

odpowiednio w 50%.
1l1.3.10. Homogenizacja komorek HepG2

Komorki HepG2 w bedgce w logarytmicznej fazie wzrostu odklejono od poditoza naczynia
hodowlanego przy pomocy 0,25% roztworu trypsyny-EDTA w PBS stosujgc ok. 5 min inkubacije
w 37°C. Otrzymang zawiesing komoérek poddano wirowaniu (5 min, 1000 rpm, 4°C), po czym
uzyskany osad przemyto dwukrotnie zimnym roztworem PBS i ponownie zwirowano w tych
samych warunkach. Nastepnie supernatant usunieto, a komorki zawieszono w 200 yl PBS
i przeniesiono do homogenizatora recznego wczesniej umieszczonego w lodzie. Komorki

ucierano przez 5 min. Poszczegélne partie homogenatéw potgczono i zmierzono stezenia biatka
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stosujgc procedure DC Protein Assay (111.3.11. Oznaczanie stezenia biatka - DC Protein Assay

(BIO-RAD)). Otrzymane homogenaty rozporcjowano i przechowywano w zamrazarce w -80 °C.
1ll.3.11. Oznaczanie stezenia biatka - DC Protein Assay (BIO-RAD)

W celu zbadania stezenia biatka do studzienek ptytki 96-dotkowej dodano po 3 ul
przygotowanych standardéw BSA (krzywa kalibracyjna) lub badanej probki. Nastepnie do kazdej
studzienki dodano po 25 pl odczynnika A i 200 pl odczynnika B. Nalezy nadmieni¢, iz
w procedurze tej kolejnos¢ dodawanych sktadnikéw jest niezwykle istotna. Zawartos¢ studzienek
delikatnie wymieszano i inkubowano przez 15 min w temperaturze pokojowej (wedtug producenta
tak przygotowane prébki zachowuja stabilnos¢ do 1 godz.). Po tym czasie zmierzono absorbancije
przy 750 nm. Stezenie biatka obliczono ze wzoru W3 uzyskanego na podstawie sporzgdzonej
krzywej wzorcowej BSA.

A
¢ =~ [mg/mi] (W3)

qdzie,

A — Srednia warto$¢ absorbancji roztworu biatka mierzona metodg DC Protein Assay przy 750
nm

a = wspdiczynnik krzywej kalibracyjnej BSA wynoszacy 0,067 dla ¢ < 1 mg/ml lub 0,0455
dla ¢ > Tmg/ml

1l1.3.12. Metabolizm bisakrydyn w komorkach ludzkich nowotworow jelita

Izolacje metabolitow przeprowadzono z komoérek trzech linii: HCT116, HCT116-1A10
i HT-29. Z konfluentnej hodowli komérek wysiano w ilosci 3x10% komoérek na plytki Petriego
(60x15 mm), a nastepnie uzupetniono pozywka (z 10% dodatkiem FBS, inaktywowanej
termicznie) do 3 ml. Po 24 godzinnej preinkubacji, majacej na celu przyklejenie komérek do
podioza pojemnika hodowlanego, przygotowano 10 mM roztwory kazdej bisakrydyny

w 50% alkoholu etylowym i w odpowiedniej ilosci dodawano do komérek (Tabela 111.17.).

Tabela lll.17. llo$¢ dodawanej bisakrydyny do komorek ludzkich nowotworéw jelita

o - . Stezenie zwigzku llos¢ 10 mM roztworu zwiazku
Stezenie wyjsciowe zwiazku w komorkach dodana do komadrek
5mM 5uM 3ul
25 uM 7,5 ul
10 mM H H
50 uM 15 pl

Nastepnie komorki inkubowano ze zwigzkiem przez okreslony czas. Kontrole stanowity
komérki nie traktowane zwigzkiem dla czasu inkubaciji: 24 godz. Po okreslonym czasie pobrano
po 1,5 ml pozywki znad warstwy komérek, po czym 0,2 ml pozywki dodano do takiej samej
objetosci acetonitrylu. Tak przygotowang prébke inkubowano w temperaturze pokojowej przez
60 min, zwirowano dwukrotnie (6 min, 13400 rpm), a nastepnie poddano analizie RP-HPLC
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(pozywka pohodowlana). Komérki na ptytce zdrapano skrobaczkg (z ang. cell scraper)
i przeniesiono do probdéwek typu falkon o objetosci 15 ml. Pozostatos¢ na ptytce przemyto 1 ml
PBSx1 i potaczono z zawartoscig probowki. Catosé zwirowano (5 min., 1000 rpm, 4°C),
odrzucono supernatant, a osad przemyto 5 ml PBSx1 i ponownie zwirowano w tych samych
warunkach. Po odrzuceniu supernatantu, osad zawieszono w 50 pl chloroformu, po czym
sonifikowano w tazni ultradzwiekowej przez 15 min., a nastepnie inkubowano w lodzie przez 1
godz. Po tym czasie catos¢ zwirowano (20 min., 13000 rpm, 4°C), osad odrzucono, odparowano
chloroform i dodano 50 ul 60% alkoholu metylowego, a otrzymany supernatant poddano analizie
metodg RP-HPLC (ekstrakt komdrkowy).

1l1.3.13. Wptyw bisakrydyn na aktywnos$¢é enzymow UGT w komorkach linii HT-29

Komérki linii HT-29 przeniesiono na 60 mm plytki Petriego w ilosci 3x108 komorek
w sposOb opisywany wczesniej (/11.3.8.1. Wysiewanie komdrek). Nastepnie po 24-godzinnej
inkubacji do kazdej z ptytek dodano po 30 pl Swiezo przygotowanych roztworow bisakrydyny
(0,001; 0,01; 0,1; 1; 5 pM) otrzymanych na drodze seryjnego rozcienczenia 50% alkoholem
etylowym 5 mM roztworéw w tym samym rozpuszczalniku. Do komérek kontrolnych dodano 30
pl 50% etanolu. Nastepnie ptytki umieszczono w 37°C na kolejne 24 godziny w celu inkubaciji
komérek ze zwigzkiem. Po tym czasie przygotowano 20 mM roztwér standardowego substratu
TFK w DMSO, ktéry nastepnie rozcienczono 50 % alkoholem etylowym do uzyskania roztworu 2
mM. Pozywke z nad warstwy komérek wymieniono na $wiezg i do kazdej z ptytek dodano po 30
pl rozcienczonego roztworu TFK w celu uzyskania 20 pM stezenia w pozywce. Nastepnie ptytki
inkubowano przez 1 godz. w 37°C w celu przeprowadzenia glukuronidacji TFK wobec komorek
HT-29 traktowanych badz nie traktowanych bisakrydyna.

Otrzymane pozywki pohodowlane przygotowano do analizy RP-HPLC w taki sam sposéb
jak w 111.3.12. Nastrzyk na kolumne wynosit 50 pl. Komérki po inkubacji z standardowym
substratem zdrapano skrobaczka i zawieszono w roztworze PBSx1, a nastepnie poddano
wirowaniu (5 min, 1000 rpm, 4°C). Usunieto supernatant i do osadu dodano 3 ml roztworu PBSx1,
po czym ponownie zwirowano w tych samych warunkach. Ponownie supernatant odsgczono
i czynnos$¢é powtorzono. Nastepnie otrzymany osad zawieszono w 70 pl buforu lizujgcego RIPA,
do ktérego uprzednio dodano PMSF o kohcowym stezeniu 1 mM. Tak sporzgdzone prébki
inkubowano przez 20 min w lodzie, mieszajac je co 5 min na wytrzgsarce typu vorteks. Po
zakonczonej lizie komorki poddano wirowaniu (15 min, 14000 rpm, 4°C). Otrzymany supernatant
przeniesiono do czystych probéwek typu Eppendorf. Absorbancje biatka zawartego w lizatach
komorkowych zmierzono metoda opisang juz wczesniej (/11.3.11. Oznaczanie stezenia biatka -
DC Protein Assay (BIO-RAD)).

Aktywnos¢ enzyméw UGT wyrazono jako udziat procentowy powierzchni pod pikiem
glukuronidu TFK wzgledem sumy powierzchni pod pikami pochodzgcymi od substratu
i glukuronidu. Aktywnos$¢ przeliczono na liczbe zywych komérek, przyjmujac, ze miarg liczebnosci
zywych komorek jest stezenie biatka zawartego w lizacie komérkowym, a stezenie to jest

proporcjonalne do absorbancji (W4). W obliczeniach uwzgledniono réwniez ewentualne réznice
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w objetosci otrzymanych lizatow komérkowych. Wydajnos¢ reakcji przy réznych stezeniach
bisakrydyny wyrazono jako procent wydajnosci kontrolnej (przy braku inhibitora).
AK - P

X=—"—P _.100% [9 W4
Ax- (P + P % [%] (W4)

gdzie,

Ak — wartos$¢ absorbancji biatka w prébce komérek kontrolnych

Ax — wartos¢ absorbanciji biatka w prébce komérek po ekspozycji na bisakrydyne
Pp — pole powierzchni pod pikiem pochodzgcym od produktu

Ps — pole powierzchni pod pikiem pochodzacym od substratu

X — aktywnos$¢ enzymu po ekspozycji komérek na bisakrydyne

1l1.3.14. Analiza RP-HPLC

Analize sktadu kazdej z mieszanin reakcyjnych dokonano za pomocg wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwrdconych (ang. reversed chase high-performance
liquid chromatography - RP-HPLC). Stosowano nastepujgce fazy ruchome:

» A: bufor méwczanowy - mréwczan amonu o stezeniu 0,05 M, pH~3,4, z 5% dodatkiem

metanolu o czystosci HPLC,
» B: metanol o czystosci HPLC z 5% dodatkiem H20,

» C:woda redestylowana z 15% dodatkiem acetonitrylu o czystosci HPLC,

» D: acetonitryl o czystosci HPLC.

Jako optymalny schemat zmiany sktadu fazy ruchomej wybrano ten przedstawiony
w Tabeli 111.18

Tabela Ill.18 Zmiany sktadu fazy ruchomej zastosowane w analizach RP-HPLC

Skiad fazy ruchomej [%]

Czas [min] Przeptyw [ml/min]

A B

1 85 15

25 1 20 80
28 1 0 100
29 1 0 100

30 1 85 15

40 1 85 15

Fazy ruchome C i D byly stosowane do przeptukiwania aparatu chromatograficznego
pomiedzy analizami. Do sporzgdzenia wszystkich roztworéw buforowych i faz ruchomych

stosowano wode redestylowang (R > 18 MQ - cm). Na kolumne dozowano 50 pl mieszaniny
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reakcyjnej. Wszystkie zaprezentowane w niniejszej pracy eksperymenty jak i analizy RP-HPLC

zostaly wykonane przynajmniej dwukrotnie.

1l1.3.15. Analiza LC-MS

111.3.15.1. Analiza HPLC-ESI-MS

Analizy HPLC-ESI-MS wykonano za pomocg aparatu chromatograficznego LC-2040C
sprzezonego ze spektrometrem mas LCMS-2020 (Shimadzu) lub 1290 Infinity Il LC potagczonego
ze spektrometrem mas 6470B z potréjnym kwadrupolem (Agilent) w trybie scan w zakresie m/z
200 -1200 lub 200 - 1000 przy przeptywie 0,5 ml/min lub 1 ml/min. Pozwolito to na otrzymanie

widm MS oraz wartosci jondw masowych dla kazdego piku chromatograficznego.

11.3.15.2. Analiza HPLC-ESI-MS/MS

Analize LC-MS/MS wykonano za pomocg chromatografu 1290 Infinity Il LC potaczonego
ze spektrometrem mas 6470B z potréjnym kwadrupolem w trybie scan-product ions dla kazdego
piku prekursorowego przy przeptywie 1 ml/min. Otrzymane fragmenty pozwolity na ujawnienie

aspektéw struktury chemicznej jondw prekursorowych, czyli metabolitéw badanych bisakrydyn.

1ll.3.16. Analiza statystyczna

Wszystkie zaprezentowane w niniejszej pracy doswiadczenia zostaly wykonane
przynajmniej dwukrotnie. Uzyskane wyniki przedstawiono w postaci $redniej i odchylenia
standardowego (SD). Do oceny statystycznej wynikbw oraz dopasowania modeli postuzyt
program GraphPad Prism 5.0. Dla oceny r6znic miedzy dwiema niezaleznymi grupami
zastosowano test t-Studenta. Dla poréwnania $rednich w wielu populacjach wykonano test
jednoczynnikowej analizy wariancji (one-way ANOVA). Poroéwnania wielokrotne pomiedzy
analizowanymi grupami przeprowadzono testem Bonferroniego. Przyjeto, ze réznice statystyczne
przy wartosciach: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 s3 istotne.
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IV. WYNIKI

Przedmiotem niniejszej pracy, jak przedstawiono to w celu pracy (s. 17) jest okreslenie
zdolnosci do przemian metabolicznych po wprowadzeniu do organizmu wybranych do badan
nowych pochodnych bisakrydyny o wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej. Jako nowe
zwigzki wymagaty one na poczatku analizy podstawowych wiasciwosci fizykochemicznych takich
jak rozpuszczalnosc i stabilno$¢ oraz optymalizacji warunkéw kontroli przemian metabolicznych
poprzez analize HPLC. Zwigzki wybrane do badan stanowig grupe pochodnych bisakrydyny
zawierajgcych w swojej strukturze dwa pierscienie: imidazoakrydonu i 1-nitroakrydyny potaczone

taricuchem aminoalkilowym.
IV.1. Rozpuszczalnos¢ badanych bisakrydyn

Pierwszym etapem analizy wiasdciwosci fizykochemicznych byto okreslenie
rozpuszczalnosci badanych pochodnych bisakrydyny (C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053)
w wybranych rozpuszczalnikach, tj. wodzie redestylowanej, 50% etanolu, DMSO i buforach
zastosowanych w niniejszej pracy: (i) do analizy HPLC, 0,05 M bufor mrowczanowy z 5%
dodatkiem metanolu o pH 3,4 oraz (ii) jako medium reakcji enzymatycznych. Roztwory
zastosowane dla prowadzenia reakcji enzymatycznych to: (a) 0,1 M bufor fosforanowo-potasowy
o pH 7,4; (b) 50mM bufor TRIS-zasada o pH 7,4 oraz (c) 0,1 M bufor HEPES o pH 7,4.
Sporzadzono 10 mM roztwory badanych zwigzkéw w H20, 50 % etanolu, DMSO i w/w buforze
mréwczanowym - jednym z eluentéw stosowanych do analizy chromatograficznej (Tab.lV.1a).
Nastepnie roztwory wodne i w DMSO rozcienczano w stosunku objetosciowym 1:10 i 1:100
(Tab.lV.1b.).

Tabela IV.1a Rozpuszczalno$¢ badanych zwigzkéw — C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 w wodzie

redestylowanej, 50% etanolu, DMSO i 0,05 M buforze mréwczanowym o pH 3,4; Stezenie — 10mM. Znak +
oznacza catkowitg rozpuszczalnosé.

H20 EtOH50% DMSO 0,05 M bufor mréwczanowy

pH 3.4 (i)
C-2028 + + + +
C-2041 + + + +
C-2045 + + + +
C-2053 + + + +

Tabela IV.1b Rozpuszczalno$¢ badanych zwigzkéow — C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 w wybranych
buforach (ii), stezenia — 1mM i 0,1 mM. Znak + oznacza catkowitg rozpuszczalnosé.

H20 0,1 M fosf-potas pH 7.4 (a) 50 mM Tris-zasada, pH7.4(b) HEPES 0,1 MpH 7.4 (c)

10 mM 1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100

C-2028 OSAD OSAD OSAD + OSAD +

C-2041 OSAD OSAD OSAD OSAD OSAD +

C-2045 OSAD OSAD OSAD OSAD + +

C-2053 OSAD OSAD OSAD OSAD OSAD +
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DMSO 0,1 M fosf-potas pH 7.4 (a) 50 mM Tris-zasada, pH 7.4 (b) HEPES 0,1 M pH 7.4 (c)

10 mM 1:10 1:100 1:10 1:100 1:10 1:100
C-2028 OSAD OSAD OSAD + + +
C-2041 OSAD OSAD OSAD + + +
C-2045 OSAD + OSAD + + +
C-2053 OSAD OSAD OSAD + + +

Analizujgc otrzymane wyniki, mozna stwierdzi¢, iz zwigzki C-2028, C-2041, C-2045 i C-
2053 nie wypadajg w formie osadu czyli dobrze rozpuszczajg sie w wodzie redestylowanej, 50%
etanolu i DMSO w stezeniach do 10 mM. Czyli rozpuszczalniki te moga by¢ stosowane jako
medium do sporzadzania wyjsciowych roztworéw zwigzkéw. Ponadto sg rozpuszczalne
w buforze mréwczanowym stosowanym jako gtéwny, obok metanolu eluent w analizie
chromatograficznej. Zatem zwigzki te nie bedg osadzac sie na stosowanej kolumnie. Najlepsze
wyniki rozpuszczalnosci badanych bisakrydyn w buforach stosowanych jako srodowisko reakcji
enzymatycznych otrzymano w wyniku rozpuszczenia ich w matej ilosci DMSO, a nastepnie
rozcienczenia buforem HEPES do stezenia 1 mM i 0,1 mM. Zatem w eksperymentach niniejszej
pracy wymagajacych przeprowadzenia reakcji enzymatycznej, jako srodowisko reakcji wybrano
0,1 M bufor HEPES o pH 7,4.

IV.2. Trwatos¢ i czystosé badanych pochodnych bisakrydyny
IV.2.1.Trwalos¢ i czystos¢ pochodnych bisakrydy w roztworach wodnych

IV.2.1.1 Chlorowodorki bisakrydyn

Trwato$¢ i czystos¢ badanych bisakrydyn w postaci chlorowodorkéw (C-2028,
C-2041, C-2045 i C-2053) sprawdzono w pierwszej kolejnosci w roztworach wodnych. W tym celu
sporzgdzono 0,05 mM roztwory badanych zwigzkéw w wodzie redestylowanej, a nastepnie
inkubowano je przez 0, 40 i 80 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie skiad probek
analizowano metodg RP-HPLC przy diugosci fali 380 nm. Otrzymane chromatogramy liniowe
zestawiono i zamieszczono ponizej (Rys.IV.1.). Obecnos¢ dodatkowych pikéw, zaznaczono na

chromatogramach jako Zi i Zo.

Roztwor w H20, T. pok. 380 nm

60 - %
A C-2028 B © C-2041

40

A[mAU]
A[mAU]

10 15 20 25 30
t [min]
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Rys. IV.1. Obrazy chromatograficzne 0,05 mM wodnych roztworéw A — C-2028, B — C-2041, C — C-2045,
D — C-2053 inkubowanych w temperaturze pokojowej przez 0, 40 i 80 min. Analiza prowadzona metodg
RP- HPLC (A,B,C — Milenium, D - Waters) przy 380 nm.

Nastepnym krokiem byto sprawdzenie trwatosci 0,05 mM wodnych roztworéw badanych
bisakrydyn inkubowanych w 37°C przez dtuzszy czas tj. 80 min, 6 godz. i 1 dzien. Wyniki analizy

chromatograficznej zestawiono i przedstawiono ponizej (Rys.IV.2a.).

Roztwér w H20, 37°C 380 nm
60 - 60 1
A C-2028 B C-2041
—— 24 godz. 24 godz.
45 4 6 godz. 451  —6godz.
—— 80min ——— 80min
5 ——0min ——0min
< 30
z S
15 A
28
2,2 Z;
0 - 4
10 15 20 25 30 10 15 20 25 30
t [min] t [min]
60 - 60 -
c C-2045 D c-2053
45 H ——— 24 godz. 45 4 ——— 24 godz.
6 godz. 6 godz.
§ —— 80min
.g. 30 S ——— 0 min
<
J 53
15 2,5 Z;
0 E = k T
10 20 30

t [min]

t [min]

Rys. IV.2a. Obrazy chromatograficzne wodnych roztworéw A — C-2028, B — C-2041, C — C-2045
i D — C-20583 inkubowanych w temperaturze 37°C przez 0, 80 min, 6 i 24 godz. Analiza prowadzona metoda
RP- HPLC (A,B, C — Milenium, D - Waters) przy 380 nm.

Analizujgc powyzsze chromatogramy liniowe (Rys. IV.1. i Rys. IV.2.) mozna stwierdzic,
iz wraz z wydluzeniem czasu inkubacji do 6 godzin nie obserwuje sie znaczacych zmian

w intensywnosci pikdw pochodzacych od badanych zwigzkéw w postaci chlorowodorkéw
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(C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053). Tylko w przypadku C-2028 i C-2045 po 24 godzinach
intensywnos$c¢ piku nieznacznie spada. Na stabilnos¢ nie miat réwniez istotnego wptywu wzrost
temperatury inkubacji. Zatem mozna uznaé, Zze zwigzki te wykazujg stabilno$¢ w roztworze
wodnym w temperaturze pokojowej przez kilka godzin. Jednakze zaréwno dla C-2028, C-2041,
jak i C-2045 oraz C-2053 juz przy czasie 0 min obserwuje sie obecnos¢ dodatkowych pikdw,
zaznaczonych na chromatogramach jako Z1 i Z2. Obecnos$¢ ich $wiadczy o zanieczyszczeniu
badanych zwigzkéw. Prawdopodobnie sg to produkty rozpadu, a wtasciwie hydrolizy badanych
bisakrydyn.

Podczas analiz chromatograficznych zebrano réwniez chromatogramy poziomicowe
(Rys.IV.2b.), na podstawie ktérych zadecydowano, aby w kolejnych etapach analizy stosowaé
inng dtugos¢ fali tj. 430 nm odpowiadajgcg maksimum absorpcji wszystkich badanych

bisakrydyn. Dzieki temu w kolejnych etapach niniejszej pracy dostrzezenie potencjalnych

metabolitow byto zdecydowanie prostsze.

Minutes Minutes

sa000] C-2053

520.00]

500.009

480.009

460.009

“000d 430 nm

420.00
400.009
380.00
360.00
340.00
320,001
300.00
280,007 i o
260.00 i |

240,007 | |

““““““““““““““““““““““““““

T
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00

Rys. IV.2b. Chromatogramy poziomicowe dla wodnych roztworéw bisakrydyn inkubowanych
w temperaturze 37°C przez 24 godz. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC (A,B, C — Milenium, D -
Waters).

1V.2.1.2 Metanosulfoniany bisakrydyn
Trzy sposrod badanych bisakrydyn tj. C-2028, C-2041 i C-2045 otrzymano réwniez
w postaci trwatych metanosulfonianéw. Sole te wykazaly lepszg rozpuszczalnos¢ w wodzie

w poréwnaniu z chlorowodorkami tych zwigzkéw. Trwato§¢ metanosulfonianow

bisakrydyn réwniez zostata zbadana. W tym celu sporzadzono 0,05 mM roztwory
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metanosulfonianu C-2028, C-2041 oraz C-2045 i inkubowano w 37°C przez dtuzszy czas
ti. 3 godz., 24 godz. i 2 dni. Wyniki analizy chromatograficznej przy dtugosci fali 430 nm

zestawiono i przedstawiono ponizej (Rys.IV.3.).

Roztwér w H20, 37°C 430 nm
- 60 -
= C-2028_MetS C-2041_MetS
40 1
=) 2.dni 5
< <
E —— 1 dzien £
< 3 godz. <
201 ——0 godz.
10 1l5 2l0 2|5 3'0 10 15 20 25 30
t [min] t [min]
60 -
C-2045_MetS
40 + —2dni
=) ——— 1 dzien
<
<

20 A

10 15 20 25 30
t [min]

Rys. IV.3. Obrazy chromatograficzne 0,05 mM wodnych roztworéw A — C-2028, B — C-2041, C — C-2045
inkubowanych w temperaturze 37°C przez 0, 3, 24 i 48 godz. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC
(Waters) przy 430 nm.

Analizujgc otrzymane wyniki (Rys. 1V.3) mozna stwierdzi¢, iz metanosulfoniany
bisakrydyn inkubowane w 37°C zachowujg trwato$¢ w roztworach wodnych do 24 godzin.
W przypadku C-2041 po 24 godzinach intensywno$¢ piku nieznacznie spada i obserwuje sie
przyrost produktdow ubocznych, swiadczacych o rozpadzie zwigzku. Wydaje sie zatem, ze
metanosulfoniany wykazujg nie tylko lepsza rozpuszczalno$¢, ale pozostajg diuzej stabilne
w badanych roztworach wodnych w poréwnaniu z ich chlorowodorkami. Dlatego do dalszych

etapéw badan stosowano metanosulfoniany zwigzkow C-2028, C-2041 i C-2045.
IV.2.2. Trwato$¢ pochodnych bisakrydyny w roztworach DMSO/H20

Kolejny etap badan polegat na sprawdzeniu stabilnosci trzech badanych zwigzkéw
(C-2028, C-2041 i C-2045) w mieszaninie DMSO i wody redestylowanej, gdyz DMSO jest zwykle
pierwszym rozpuszczalnikiem zwigzkéw badanych w uktadach enzymatycznych i komérkowych.
W tym celu przygotowano 10 mM roztwory badanych bisakrydyn w DMSO, a nastgpnie
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rozcienczono je woda redestylowang do 0,05 mM. Inkubacji w 4°C poddano zaréwno roztwory
tylko w DMSO, jak i te po rozcienczeniu H20. Analize sktadu poszczeg6inych prébek dokonano
metodg RP-HPLC, a wyniki zestawiono i przedstawiono na zataczonych chromatogramach
(Rys.IV.4.iRys.IV.5.).

Roztwér w DMSO/H20 , 4°C 430 nm

A C-2028

t [min]

601 2041

10 13 16 19 22 25 28 31 34
t [min]

60 -
C-2045

A [mAU]

t [min]

Rys. IV.4. Chromatogramy 0,05 mM roztworow zwigzku A — C-2028, B — C-2041, C — C-2045 w mieszaninie
DMSO i wody redestylowanej inkubowanych w 4°C przez 0, 80 min, 1, 2, 5 dni. Analiza prowadzona metodg
RP- HPLC (Shimadzu) przy 430 nm.

Analizujac otrzymane chromatogramy mozna stwierdzi¢, ze zaréwno zwigzek C-2028,
C-2041, jak i C-2045 wykazuje stabilno$¢ w mieszaninie DMSO i wody redestylowanej. Pomimo
inkubacji badanych roztworéw przez diugi okres czasu (do 5 dni) w 4°C, nie zaobserwowano
dodatkowych pikdw, ktére swiadczytyby o rozpadzie zwigzku.

Dla poréwnania przeprowadzono rowniez w takich samych warunkach (4°C) inkubacije
10 mM roztworéw badanych zwigzkéw w czystym DMSO przez 1, 2i 5 dni. Po tym czasie roztwory
te rozcienczono do 0,1 mM wodg redestylowang, a nastepnie poddano je analizie
RP-HPLC. Otrzymane wyniki zestawiono i przedstawiono ponizej (Rys.IV.5.).
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Roztwér w DMSO, 4°C, rozc. H.0 430 nm
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Rys. IV.5. Chromatogramy analizowanych 0,05 mM roztworéw zwigzku A — C-2028, B — C-2041,
C — C-2045 powstatych w wyniku rozcienczenia wodg redestylowang 10 mM roztworéw badanych
bisakrydyn w DMSO, inkubowanych w 4°C przez 1, 2, 5 dni. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC
(Shimadzu) przy 430 nm.

Analiza powyzszych obrazéw chromatograficznych wskazata iz nie nalezy
przechowywaé roztworéw badanych bisakrydyn (C-2028, C-2041 i C-2045) w DMSO, lecz za
kazdym razem sporzadzac je na $wiezo. Juz po jednym dniu inkubacji roztworéw tych zwigzkéw
w DMSO w 4°C obserwuje sie zmiany w ich sktadzie. Analiza RP-HPLC wykazata obecnosc
dodatkowego piku (ok. 13 min), produktu rozpadu zwigzku (Z1). Nalezy doda¢, iz wraz ze
wzrostem czasu inkubacji intensywnos¢ tego piku rosta wprost proporcjonalnie do spadku
intensywnosci piku pochodzacego od zwigzku pierwotnego. Natomiast roztwér zwigzku

sporzadzony najpierw w DMSO, a potem 100-200 razy rozcienczony wodg jest trwaty.
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IV.2.3.Trwatosé pochodnych bisakrydyny w roztworach DMSO/HEPES

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie stabilnosci badanych bisakrydyn w buforze
HEPES inkubowanych w 4°C. W tym celu sporzadzono 0,05 mM roztwory zwigzkéw C-2028,
C-2041 i C-2045 poprzez rozcienczenie buforem HEPES sporzadzonych na $wiezo 10 mM
roztworow w DMSO. Roztwory te inkubowano przez 0, 80 min i 24 godz., a nastepnie
przeprowadzono ich analize za pomoca RP-HPLC. Otrzymane wyniki zestawiono

i przedstawiono na ponizszych chromatogramach (Rys.IV.6.).

Roztwér w DMSO/HEPES, 4°C 430 nm
60 -
A C-2028
__ 40 - — 24 ggdz.
=) —— 80min
E ——O0min
< 20 |
O 4
10 13 16 19 22 25 28 31
t [min]
60 71 C-2041
B
——— 24 godz.
— 40 —_ i
2 SOQm
—— 0 min
E
< 20 -
0 : . : . T T
10 13 16 19 22 25 28 31
t [min]
60 -
C C-2045
'E:, 40 ——— 24 godz.
£ ————gOWm
—— 0 min
< 20
0

10 13 16 19 22 25 28 31
t [min]

Rys. IV.6. Chromatogramy analizowanych 0,05 mM roztworéow zwigzku A — C-2028, B — C-2041,
C — C-2045 powstatych w wyniku rozcienczenia buforem HEPES 10 mM roztworéw badanych bisakrydyn w
DMSO i inkubowanych w 4°C przez 0, 80 min i 24 godz.. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC (Shimadzu)

przy 430 nm.

Na podstawie powyzszych chromatograméw mozna stwierdzi¢, iz badane zwigzki
wykazujg stabilnos¢ w badanym buforze (0,1 M HEPES, pH 7,4). Otrzymane piki pochodzace od

pochodnych bisakrydyny, sg wyrazne, ostre i w miare wydluzenia czasu inkubacji ich
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intensywno$¢ zmienia sie nieznacznie. Ponadto nie obserwuje sie¢ dodatkowych pikéw, ktére
Swiadczy¢ by mogty o rozpadzie ktéregokolwiek z badanych zwigzkéw. Nalezy jednak zauwazyc,
ze w niektorych przypadkach (C-2028 i C-2045) po 24 godzinnej inkubacji roztworow w 4°C
intensywno$¢ pikdw nieznacznie spada, zatem aby zapewni¢ doktadnosé i powtarzalnosé
wynikéw, roztworéw tych nie nalezy przechowywac, lecz za kazdym razem sporzadzac
bezposrednio przed przystgpieniem do badan.

1V.2.4.1dentyfikacja produktow rozpadu badanych pochodnych bisakrydyn

IV.2.4.1. Analiza poréwnawcza widm UV-vis

Jak wykazano wczesniej nieodpowiednie przechowywanie bisakrydyn w roztworze
wodnym lub DMSO sprawia, ze zwigzki w niewielkim stopniu ulegajg rozpadowi do dwdch
produktéw Zi i Z>. Podczas przeprowadzonych analiz chromatograficznych zebrano widma
UV-vis tych produktéw i zestawiono je z widmami monomeréw imidazo (C-1212/C-1311)
i 1-nitro (C-857/C-1748), czyli tych z ktérych bisakrydyny zostaty syntetyzowane (Rys IV.7 i Rys
IV.8.).
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Rys. IV.7. Poréwnanie widm Uv-vis produkiu Z: powstatego w wyniku nieenzymatycznego rozpadu
bisakrydyny A - C-2028, B — C-2041, C — C-2045, D — C-2053 w wyniku inkubacji w czystym DMSO
i monomeréw badanych bisakrydyn. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC (Shimadzu).
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Rys. IV.8. Poréwnanie widm Uv-vis produkiu Zo powstatego w wyniku nieenzymatycznego rozpadu
bisakrydyny A - C-2028, B — C-2041, C — C-2045, C — C-2053, ich monomeréw oraz 1-nitroakrydonu.
Analiza prowadzona metodg RP- HPLC (Shimatzu).

Na podstawie poréwnania przebiegu otrzymanych widm absorpcyjnych oraz
charakterystycznych maksiméw absorpcji stwierdzono, ze produkty Z:2® i Z4*!' posiadajg
chromofor silnie zblizony do chromoforu monomeru imidazoakrydonu o symbolu C-1212,
natomiast widmo UV-vis Z1*5 przypomina widmo monomeru C-1311, analogu z dodatkowg grupa
hydroksylowg w pierscieniu imidazoakrydonu. Nalezy zatem uznac¢, ze otrzymane produkty
rozpadu Z: nalezg do grupy imidazoakrydondw. Natomiast widma UV-vis produktéw Z> nie
wykazujg podobienstwa do widm monomeréw imidazoakrydonu, ani 1-nitroakrydyn (C-857
i C-1748), lecz do produktu przemiany monomerow 1-nitroakrydyny do 1-nitroakrydonu
(Rys.IV.8.) [Mréz iin. 2018, Wisniewska iin. 2012].

IV.2.4.2. Analiza ESI-MS

W celu przyblizenia struktury produktéw Z: i Z2 i wykluczenia rozpadu badanych
zwigzkébw do monomerdw, z ktérych zostaly zsyntetyzowane, przeprowadzono analize
HPLC-ESI-MS badanych pochodnych bisakrydyny (Rys.IV.9) i ich produktéw Zi i Z2. Otrzymane
wyniki wartosci m/z poszczegdlnych pikbw poréwnano z jonami masowymi pochodnych
monomeréw imidazoakrydonu jak i 1-nitroakrydonu (Tabela 1V.2a-b.).
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Rys. IV.9. Chromatogramy MS dla 0,05mM wodnych roztworéw A — C-2028, m/z = 586.3, B — C-2041, m/z
=641.3, C—C-2045, m/z = 616.3, D — C-2053, m/z = 600.3. Analiza prowadzona HPLC-ESI-MS (Shimadzu).

Tabela IV.2a. Zestawienie jondbw masowych wraz z strukturg pochodnych monomeréw imidazoakrydonu i

A\ MOST

1-nitroakrydonu. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC i ESI-MS (Shimadzu).

Zwiazek ESI-MS Struktura
m/z
C-1212 321.15
o e~
\_
LD
l—y
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C-1311 351.15 (

‘:N
1-nitro-9-akrydon 2411 o0 NO,
e
N/
H
1-nitro-4-metylo-9-akrydon 255.1 0 NO,
e®
=
N
H
CH;

Przedstawione powyzej dane pozwolity zaproponowaé struktury powstajgcych
zanieczyszczen na podstawie poréwnan wartosci jonéw ESI-MS. Wyniki analiz przedstawiono

w Tabeli IV.2b.

Tabela IV.2b. Zestawienie jonédw masowych badanych pochodnych bisakrydyny wraz ze strukturg oraz
jonéw masowych produktéw rozpadu tych zwigzkéw w roztworach wodnych wraz z proponowanymi

A\ MOST

strukturami. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC i ESI-MS (Shimadzu).

Zwiazek ESI-MS Struktura
m/z
C-2028 586.25 CHa
o HN/\/\ SN NO,
728 364.15 o
o HN/\/\rL/\/\NH2
=
Z:°8 241.15 o0 NO;
LI
N/
N
C-2041 641.25
9 ™~ ) LN o
=
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Z* 419.15

‘=N
ZM 241 1
(@] NO2
A
N
H
C-2045 616.25

VAR 380.15 CHs

22 255.1

o) NO,

C-2053 600.25 CH3

7458 364.15 CH,

|
0 HN > ONTTNTONH,

l—n

Z5% 255.15

o NO,
RS
A
N
H
CH;

Analiza wartosci otrzymanych jonéw masowych wskazuje, ze obserwowane produkty nie
sg zwigzkami C-1212, C-1311, chociaz posiadajg element pierscienia imidazoakrydonu.
Natomiast nie ma wsrdd produktéw rozpadu pochodnych 9-amino-1-nitro akrydyny, jak zwigzki
C-1748, ani C-857, a jako Z2 powstaty analogi 1-nitroakrydonu, bez grupy aminowej w pozyc;ji 9.
Czyli na podstawie analizy ESI-MS wywnioskowano, ze badane zwigzki w roztworach wodnych
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ulegaja hydrolizie, w wyniku ktérej nastepuje rozerwanie wigzania C9-N w strukturze 9-amino-1-
nitroakrydyny, a w efekcie N-dealkilacja. (Rys.IV.10). Podsumowujgc, powstate produkty Zi
nalezg do grupy imidazoakrydonéw, ktorych proponowane struktury zostaly przedstawione
w Tabeli IV.2.b, natomiast produkt Z> w przypadku C-2028 i C-2041 okazat sie by¢ 1-nitro-9-
akrydonem, a w wyniku przemiany C-2045 i C-2053 otrzymano 1-nitro-4-metylo-9-akrydon.

N-dealkilacja

O HN R

NH /NO,
m )
~
Nl_ N
'/ N R2
O HN—R——NH, \ o NO,
R1
L0 0
N N/

\ Z, Z;

R2

Rys.IV.10. Ogélny schemat przemiany pochodnych bisakrydyny w roztworze wodnym.

IV.3. Optymalizacja warunkow analizy chromatograficznej

IV.3.1. Okreslenie optymalnej wartosci pH fazy ruchomej

W ramach kolejnego etapu badan przeprowadzono optymalizacje warunkéw analizy
chromatograficznej, tj. dobrano warto$¢ pH buforu, jednego z eluentéw stosowanych do fazy
ruchomej. W tym celu dla trzech badanych zwigzkéw (C-2028, C-2041 i C-2045), r6znigcych sie
rozpuszczalnoscig, sporzadzono 0,1 mM roztwory w buforze Brittona-Robinsona w zakresie pH

od 2 do 12 co pét jednostki, a nastepnie zarejestrowano ich widma (Rys.IV.11.).

Widmo UV-vis w zaleznosci od pH roztworu

6 4 x10° Ho 6 4 x103

- P ———pH7
A C-2028 pH2,5 P75
pHs ———pH8
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/
\

280 330 380 430 480 530 280 330 380 430 480 530
A [nm] A [nm]
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Rys. IV.11. Analiza absorbancji UV-vis 0,1 mM roztworéw A — C-2028, B — C-2041, C — C-2045 w buforze

Brittona-Robinsona w zakresie pH od 2 do 12.

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano, iz w zaleznosci od zastosowanego pH
buforu otrzymuje sie rézne widma absorpcyjne badanych pochodnych bisakrydyny. Swiadczy to
o wystepowaniu badanych zwigzkéw w r6znych formach jonizacji. Fakt ten ma istotne znaczenie,
gdyz warunki chromatograficzne muszg by¢ opracowane tak, zeby badany zwigzek wystepowat
w jednej formie zjonizowania. Ponadto analiza otrzymanych wartosci pKa pozwala na ocene
zachowania sie (z powodu réznych wiasciwosci) zwigzkéw w réznych przedziatach pH, w tym
w pH fizjologicznym. W tym celu dla kazdego badanego zwigzku sporzgdzono krzywe
miareczkowania spektrofotometrycznego, czyli wykres zaleznosci pH od absorbancji przy
diugosci fali odpowiadajgcej w przyblizeniu maksimum wszystkich form, czyli 430 nm
(Rys.IV.12.). State dysocjacji pKa oszacowano graficznie jako wartosci pKa, ktére odnoszg sie
do potowy punktéw fali miareczkowania. Biorgc pod uwage otrzymane dane, zasugerowano, ze
w zakresie badanego pH badane zwigzki mogg wystepowaé w przynajmniej trzech formach
sprotonowania: w postaci podwadjnie sprotonowanej (do pKa1), monokationu (do pKa2) i wolnej
zasady (> pKa2). Wczesniejsze badania na monomerach [Cakata i in. 1999] wykazaly, ze
sprotonowaniu moze ulega¢ alifatyczny atom azotu oraz drugi w pozycji 2 pierscienia

imidazoakrydonu.

96


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

x10° C-2028_430 nm C-2041_430 nm

A B 4
zf 2
3 E
4 £y
0 . 0
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
pH pH
e ™ C-2045_430nm D
2 1 Zwiazek pKal pKa2
- C-2028 225 6.75
<
€1 c-2041 25 6.25
C-2045 2.25 6.25
0 :
2 4 6 8 10
pH

Rys. IV.12. Wykresy zaleznosci pH od absorbancji 0,1 mM roztworéw zwigzkéw A — C-2028, B — C-2041,
C — C-2045 w buforze Britona-Robinsona w zakresie pH 2-12 przy dtugosci fali 430 nm , D — wyznaczone
wartosci pKa dla badanych bisakrydyn.

Na podstawie otrzymanych wykreséw mozna stwierdzi¢, ze przy dtugosci fali 430 nm
najwyzszg absorbancje badanych zwigzkéw obserwuje sie przy zastosowaniu kwasnego pH.
Swiadczy to, iz zasadowe bisakrydyny (C-2028, C-2041, C-2045) wystepujg w tych warunkach
w formie sprotonowanej, czyli w postaci soli. Forma ta jest lepiej rozpuszczalna w fazie ruchome;,
co zapewnia lepszg powtarzalnos¢ analizy HPLC prowadzonej w kwasnym pH. Przy wyzszych
wartosciach pH badane zwigzki wykazujg znacznie gorsza rozpuszczalnos$é, zatem zastosowanie
pH bardziej zasadowego wigzatoby sie z osadzaniem badanych bisakrydyn na kolumnie
chromatograficznej. Najbardziej rozpuszczalna forma dla wszystkich trzech zwigzkéw wystepuje
przy pH 2 do 2,5, jednakze stosowana do analizy chromatograficznej kolumna ma zakres pracy
powyzej 2,5 pH. Wobec powyzszego, do analizy chromatograficznej postanowiono stosowaé
bufor mréwczanowy o pH 3,4, przy ktérym badane zwigzki zawierajg jeszcze okoto 10% formy

podwdjnie zjonizowane;.
1IV.3.2. Wybor wartosci pH probki przeznaczonej do analizy HPLC

Pierwszy wynik analizy po naniesieniu na kolumne chromatograficzng mieszaniny
reakcyjnej (zwigzku i zrédta enzyméw metabolizujgcych np. RLM), sporzgdzonej dla dwoch
stezen zwigzku C-2045 (0,02 mM i 0,05 mM) w buforze HEPES o pH 7,4 zaprezentowano na
Rys.IV.13.
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Rys. IV.13. Wynik analizy chromatograficznej mieszaniny reakcyjnej dla dwéch stezen zwigzku C-2045
(0,02 mM i 0,056 mM) sporzadzonych w buforze HEPES o pH 7,4. Analiza prowadzona metodg
RP- HPLC (Shimadzu).

Jak wida¢ na zatgczonych chromatogramach zamiast ostrego, pojedynczego piku na obu
pojawiajg sie co najmniej dwa sygnaty o nieregularnym ksztatcie. W przypadku stezenia 0,05 mM
C-2045 po 16 min dodatkowo wida¢ ciggnacy sie ,ogon” piku. Zastosowanie nizszego stezenia
substratu réwniez prowadzi do otrzymania mato ostrych pikbw o znacznie mniejsze;
intensywnosci. Analiza widm UV-vis pozwolita ustali¢, iz wszystkie piki pochodzg od badanego
zwigzku C-2045. Jak wykazatam powyzej, zwigzek w zaleznosci od zastosowanego pH
wystepuje w réznych formach zjonizowania, dlatego tez aby na chromatogramie uzyskaé tylko
jedng forme nie wystarczy niskie pH fazy ruchomej. Konieczne jest uzyskanie warunkow
kwasnych prébki bezposrednio przed analizg HPLC. Aby potwierdzi¢ ten wniosek przygotowano
0,1 mM roztwory zwigzku C-2045 w buforze HEPES o pH 2; 3, 5; 6,5 i 7,4, a nastepnie poddano

je analizie chromatograficznej. Otrzymane wyniki przedstawiono ponizej (Rys. IV.14.)

1801 2045 HEPES

120 |  HT74
pH 6,5
60 —pH 3,5
——pH?2
0 . ;

11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31
t [min]

A [mAU]

Rys. IV.14. Zestawienie analiz chromatograficznych 0,1 mM roztworéw zwigzku C-2045 w buforze HEPES
o pH 2; 3,5;6,5i 7. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC (Shimadzu).

Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazujg, iz im nizsze pH nanoszonej na kolumne
probki tym intensywnos¢ piku pochodzacego od badanego zwigzku C-2045 jest wieksza. Na
wszystkich uzyskanych chromatogramach w okolicach 16 minuty wida¢ pojedynczy, ostry pik
pochodzacy od badanej bisakrydyny. Najwyzszg intensywnos¢ piku otrzymano przy pH 2, zas
najnizszg przy pH 7,4. Wydaje sie, ze spadek intensywnosci piku pochodzacego od zwigzku
C-2045 moze wigza¢ sie ze wzrostem jego hydrofobowosci, a w konsekwencji spadkiem
powinowactwa do fazy ruchomej. Zatem, aby temu zapobiec postanowiono, ze do zatrzymania
reakcji enzymatycznej zamiast metanolu stosowac sie¢ bedzie 1 M kwas solny (8,75ul/70ul
mieszaniny reakcyjnej). W ten sposéb pH prébki nanoszonej na kolumne obnizono do ok. pH 2.
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IV.4. Metabolizm pochodnych bisakrydyny wobec enzyméw mikrosomalnych

Na tym etapie badan w pierwszej kolejnosci przeprowadzono doswiadczenia majgce na
celu zoptymalizowanie procedury pod katem okreslenia:

« kohcowego stezenia bisakrydyny w mieszaninie reakcyjnej,
* kohcowego stezenia NADPH w mieszaninie reakcyjnej,

» Srodowiska reakcji enzymatycznej (rodzaj buforu o pH 7,4)
e warunkéw zatrzymywania reakcji enzymatycznej,

e czasu inkubacji.

Ze wzgledu na to, iz przyjete do badan pochodne w poréwnaniu do ich monomerycznych
substratow wykazujg odmienne wilasciwosci fizykochemiczne, takie jak rozpuszczalnosc,
wlasciwosci kwasowo-zasadowe oraz charakter widm UV-vis, optymalizacja warunkéw
prowadzenia reakcji enzymatycznej okazata sie procesem bardzo czasochtonnym. W efekcie
wielu serii eksperymentow okreslono najkorzystniejsze warunki dla przebiegu badanych reakcji
enzymatycznych jako:

e 0,05 mM bisakrydyny,
*  2mM NADPH,
e bufor HEPES o pH 7,4,

» zatrzymanie enzyméw mikrosomalnych poprzez dodatek 1 M kwasu solnego.

IV.4.1. Metabolizm pochodnych bisakrydyny C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 wobec

nieaktywowanych enzymow mikrosomalnych watroby szczura

Prace nad metabolizmem bisakrydyn rozpoczeto od analizy podatnosci badanych
zwigzkéw ( C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053) na utlenianie (I faza biotransformaciji), wobec
nieaktywowanych frakcji enzyméw mikrosomalnych komorek watroby szczura. W tym celu
przygotowano mieszaniny reakcyjne zawierajgce: 0,05 mM zwigzek C-2028/C-2041/C-2045/C-
2053, frakcje mikrosomalna RLM (2mg/ml), 2mM kofaktor NADPH, 2 mM MgCl> w buforze
HEPES o pH 7,4, po czym inkubowano je przez 30 min w 37°C. Analizy RP-HPLC badanych
mieszanin reakcyjnych przeprowadzono zaréwno przed jak i po inkubacji. Otrzymano

chromatogramy, ktére zestawiono i zamieszczono ponizej (Rys.IV.15.).
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Rys. IV.15. Zestawienie analiz chromatograficznych mieszanin reakcyjnych zawierajgcych 0,05mM zwigzek
A — C-2028, B — C-2041, C — C-2045, D — C-2053, 2mM NADPH, 2 mg/ml RLM i bufor HEPES o pH 7.4,
inkubowanych przez 0 i 30 min w 37°C. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC (Shimadzu).

Analizujgc powyzsze chromatogramy mozna dostrzec, ze badane zwigzki ulegajg, cho¢
w réznym stopniu, metabolizmowi wobec nieaktywowanych enzymoéw mikrosomalnych watroby
szczura. Najefektywniej przemiany metaboliczne zachodzg w przypadku zwigzku C-2028,
C-2045 i C-2053 dajac co najmniej 4 gtdbwne produkty. Natomiast zwigzek C-2041 wykazat
najnizszg podatnos¢ na metabolizm wobec RLM. Ponadto jako jedyny nie pojawia sie w formie
jednego, ostrego piku, lecz dwoch. C-2041 wykazuje znacznie mniejszg rozpuszczalnosé
w roztworach wodnych w poréwnaniu do pozostatych trzech zwigzkéw (C-2028, C-2045
i C-2053). Zatem obraz ten moze wynika¢ z faktu, iz zwigzek C-2041 wystepuje w roztworze
podlegajgcym podziatowi w dwoch formach. Moga one byé réznymi, pozostajgcymi
w rownowadze, formami zjonizowania zwigzku. Ponadto zwigzek ten wykazuje stabsze
wiasciwosci hydrofilowe i trudniej ulega podziatowi na kolumnie chromatograficznej, co obserwuje
sie jako wyzszy czas retencji (ok. 19 min). Przyczyna tych réznic moze by¢ zwigzana
z obecnoscig w strukturze zwigzku C-2041 dodatkowego pierscienia piperazynowego. Nalezy
réwniez doda¢, iz wydtuzenie czasu inkubacji do 60 min nie powodowato przyrostu stezenia

powstatych metabolitéw.
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1V.4.2. Metabolizm pochodnych bisakrydyny C-2028, C-2045 wobec ludzkich enzymoéw

mikrosomalnych

Pierwszym etapem badan byto zbadanie przemian metabolicznych dwéch pochodnych
wobec nieaktywowanych, szczurzych enzyméw mikrosomalnych oraz ludzkich aktywowanych
deksametazonem (Dex), fenobarbitalem (PB) i 3-metylocholantrenem (3MC), czyli
0 podwyzszonej aktywnosci izoenzymoéw P450, odpowiednio z podrodzin 3A, 2B i 1A [Monostory
iin. 1994, Yoon i in. 2002, Maczka i in. 2016]. Badania te miaty na celu okreslenie wobec ktérej
grupy enzymow cytochromu P450 przemiany metaboliczne bisakrydyn zachodzg najefektywnie;.
Przygotowano mieszaniny reakcyjne zawierajace 0,05 mM zwigzek, odpowiednig frakcje
mikrosomalng (2mg/ml), 2mM kofaktor NADPH, 2 mM MgClz i bufor HEPES o pH 7,4. Inkubacje
prowadzono przez 30 min w 37°C, rejestrujgc réwniez chromatogramy mieszanin na starcie
inkubacji. Otrzymane analizy RP-HPLC dla dwoch najbardziej réznigcych sie struktura, badanych
bisakrydyn tj. C-2028 i C-2045 zestawiono i zamieszczono ponizej (Rys.IV.16.).
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Rys.IV.16. Zestawienie analiz chromatograficznych mieszanin reakcyjnych zawierajacych 0,05mM
bisakrydyne po inkubacji z frakcja mikrosomalng (2mg/ml) A — po 30 minutowej inkubaciji
z nieaktywowanymi RLM i aktywowanymi 3MC, PB, Dex, B — po 2, 5, 10 min inkubowania zwigzku
z aktywowanymi mikrosomami Dex. Jako kofaktor zastosowano 2mM NADPH. Analiza prowadzona metodg
RP- HPLC (Shimadzu).

Na wykresie (Rys.IV.16a) wykazano, ze niezaleznie od rodzaju zastosowanych frakcji
enzymow mikrosomalnych, zwigzki C-2028 i C-2045 ulegajg przemianom metabolicznym, dajac
co najmniej 4 gtowne produkty. Najwiekszy stopien przereagowania substratu nastgpit wobec
mikrosomow aktywowanych deksametazonem (Dex), czyli o podwyzszonej ekspresiji

izoenzyméw P450 3A. Najstabszy efekt obserwuje sie wobec mikrosomalnych enzymoéw
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nieaktywowanych (RLM). W przypadku frakcji aktywowanych fenobarbitalem (PB)
i 3-metylocholantrenem (3MC), podobnie jak w przypadku RLM stezenia powstatych wobec nich
metabolitow sg duzo nizsze niz w wypadku Dex. Ponadto zwigzek C-2028 metabolizuje duzo
szybciej w poréwnaniu z C-2045, czyli analogiem zawierajgcym grupe hydroksylowg
w pierscieniu imidazoakrydonu (Rys.IV.16b.) Po 10 minutach inkubacji zwigzku C-2028 z frakcjg
mikrosomalng Dex wida¢, iz zwigzek ten przereagowat praktycznie w 100%, natomiast
w przypadku C-2045 po takim czasie inkubacji nie zidentyfikowano produktéw przemiany
metabolicznej.  Otrzymane  wyniki dowodza, iz szlaki metaboliczne badanych
pochodnychbisakrydyn sg dos¢ skomplikowane. Ponadto przemiany bisakrydyny nie
posiadajgcych w swojej strukturze grupy hydroksylowej w pierscieniu imidazoakrydonu w
badanych warunkach zachodzg duzo szybciej, w poréwnaniu ze swoimi analogami

hydroksylowymi.

IV.4.3. Analiza widm UV-vis metabolitow pochodnych bisakrydyny otrzymanych wobec
mieszaniny enzymow mikrosomalnych

Podczas analiz chromatograficznych zebrano réwniez widma UV-vis produktow
biotransformacji badanych zwigzkéw, C-2028 i C-2045 powstajgcych wobec réznych enzyméw

frakcji mikrosomalnych i przedstawiono na (Rys.IV.17)
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Rys.IV.17. Poréwnanie widm UV-vis zwigzkow A — C-2028, B — C-2045 i ich monomerdw oraz metabolitéw
powstatych wobec ludzkich enzyméw mikrosomalnych Dex. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC
(Shimadzu).

Analizujac powyzsze dane mozna dostrzec, iz widma absorpcyjne metabolitéw rdznig sie,
niektére w mniejszym (Met C-2045), niektére w wiekszym stopniu (Met C-2028) od widm UV-vis
zwigzkdéw macierzystych. Sugeruje to, iz po przemianie zmiany nastapity w strukturze chromoforu
badanych dimeréw. Na podstawie badan prowadzonych dla monomeréw badanych bisakrydyn
[Potegaiin. 2011, Wisniewska i in. 2012] mozna wstepnie wnioskowac, ze w dimerze modyfikacje
nastgpity prawdopodobnie w pierscieniu 1-nitroakrydyny, poniewaz tylko monomery
1-nitroakrydyny, a nie imidazoakrydonu wykazywaty wczeéniej podatno$¢ na metabolizm wobec
enzymow P450. Ponadto stwierdzono, iz widma UV-vis otrzymanych produktéw majg inny ksztatt
niz widma monomeréw (Rys. IV.17.), zatem mozna twierdzi¢, ze otrzymane metabolity pozostaja
dimerami.
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1V.5. Metabolizm pochodnych bisakrydyny wobec enzyméw rekombinantowych

Ze wzgledu na to, iz w wyniku przemian metabolicznych badanych zwigzkéw wobec
enzymoéw frakcji mikrosomalnych sktad mieszanin reakcyjnych jest skomplikowany, a stezenia
powstatych produktéw bardzo niskie, identyfikacja metabolitow byta dos¢ utrudniona. Dlatego tez,
kolejnym etapem badan byto przeprowadzenie analiz HPLC oraz rejestracja widm UV-vis
i ESI-MS dla mieszanin reakcyjnych, w ktoérych skiad wchodzity wybrane rekombinantowe
enzymy cytochromu P450, FMO i UGT. Tak zaplanowane badania pozwolity nie tylko na prostszy
sktad mieszanin reakcyjnych, propozycje struktur metabolitéw, lecz rowniez na identyfikacje
izoenzymédw odpowiedzialnych za transformacje badanych bisakrydyn. Na tym etapie badan
wigczono dodatkowo dwa zwigzki analizowane wczesniej, pochodne C-2041 i C-2053

o strukturach przedstawionych na Rys. 11.30 i wtasciwosciach z Tabeli IV.1a i Tabeli IV.2b.

IV.5.1. Metabolizm pochodnych bisakrydyny C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 wobec
rekombinantowych izoenzymow cytochromu P450

Ze wzgledu na fakt, iz w poprzednich badaniach (/V.4. Metabolizm pochodnych
bisakrydyny wobec enzymdw mikrosomalnych) pochodne bisakrydyny, wykazaty podatnos¢ na
przemiany metaboliczne wobec enzyméw | fazy, szczegdlnie P450 3A (/V.4.2. Metabolizm
pochodnych bisakrydyny C-2028, C-2045 wobec ludzkich enzymow mikrosomalnych), w
niniejszym etapie badan postanowiono sprawdzi¢, czy zwigzki C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053
ulegajg przemianom wobec rekombinantowego izoenzymu P450 3A4. Jest on najwazniejszym
przedstawicielem podrodziny P450 3A, uczestniczy bowiem w biotransformacji prawie 50%
lekéw. Ponadto posiada szerokie spektrum specyficznosci substratowej [Ortiz 2015]. Do badan
wybrano réwniez izoenzym P450 2C19, pomimo, ze odpowiedzialny jest on za transformacje
tylko 15% obecnie stosowanych klinicznie lekéw, w tym lekéw o waskich oknach
terapeutycznych. Jest to jednak grupa farmaceutykédw powszechnie stosowanych w terapii,
poniewaz zawiera leki pobudzajgce krzepliwo$¢ krwi, takie jak warfaryna i klopidigrel,
przeciwpadaczkowg karbamazepine i inhibitor pompy protonowej omeprazol [Scott i in. 2012,
Flaten i in. 2016]. Biorac pod uwage obecnos¢ w badanych bisakrydynach aminoalkilowego
tancucha bocznego i fakt, iz P450 2C19 jest silnie zaangazowany w metabolizm tego rodzaju
grupy aminowej w innych $rodkach terapeutycznych, w tym katalizuje N-demetylacje leku
przeciwdepresyjnego imipraminy [Sequeira i in. 1995] postanowiono zbada¢ podatnosé
wszystkich czterech badanych zwigzkéw réwniez wobec tego izoenzymu.

IV.5.1.1. P4503A4

W pierwszej kolejnosci inkubowano rekombinantowe ludzkie izoenzymy P4503A4
z pochodnymi bisakrydyny C-2028, C-2045 i C-2053 przez 0, 15, 30 i 45 lub 60 min. w obecnosci
kofaktora NADPH. Analizy RP-HPLC i ESI MS badanych mieszanin reakcyjnych przeprowadzono
zaréwno przed jak i po inkubacji. Otrzymano chromatogramy, ktére zestawiono i zamieszczono

ponizej (Rys.IV.18.).
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Rys.IV.17. Przemiany metaboliczne 0,05mM A - C-2028, B — C-2041, C - C-2045, D - C-2053 wobec P450
3A4 w obecnosci NADPH (2mM) po 0,15,30,45 lub 60 min. inkubacji w 37°C. Analiza prowadzona przy 430
nm metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.
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Analizujgc powyzsze chromatogramy (Rys.IV.17) mozna dostrzec, ze wszystkie cztery
badane zwigzki ulegajg przemianom metabolicznym wobec P4503A4, dajgc jeden lub kilka
gtéwnych produktéw o réznej intensywnosci. W poréwnaniu z C-2028 (analog demetylowy) i C-
2053 (analog nie zwierajacy grupy hydroksylowej) zwigzek C-2045 wykazat najstabszg podatnosc
na metabolizm. Natomiast zwigzek C-2041 (analog z pierscieniem piperazynom w tgczniku)
sposréd wszystkich badanych bisakrydyn najszybciej ulega metabolizmowi wobec P4503A4,
dajac jeden gtowny pik o bardzo wysokiej intensywnosci. Wraz z wydtuzeniem czasu inkubaciji
stezenie tego metabolitu rosnie, przy jednoczesnym spadku stezenia substratu (zwigzku C-2041).
Jednak w przeciwienstwie do pozostatych badanych zwigzkéw tj. C-2028, C-2045 i C-2053, w
przypadku C-2041 nie zaobserwowano produkiéw w formie dimeru. Analiza otrzymanego jonu

masowego wskazuje, iz powstaty metabolit jest monomerem.

Nalezy doda¢, iz osady otrzymane po wirowaniu probek posiadaty zétte zabarwienie.
Zatem prawdopodobne jest iz, powstate reaktywne metabolity sorbujg sie badz wrecz wigzg sie
z biatkami obecnymi we frakcji enzymatycznej przez co ich stezenie w prébce poddanej analizie
HPLC-ESI-MS byto zdecydowanie obnizone w stosunku do przewidywanego ze stechiometrii

reakcji. Pomimo to udato sie otrzymac jony masowe niektérych produktdw.

IV.5.1.2. P4502C19

Kolejnym etapem byto sprawdzenie, czy pochodne bisakrydyny o symbolach C-2028,
C-2041, C-2045 i C-2053 podlegajag metabolizmowi wobec Iludzkiego izoenzymu
rekombinantowego P4502C19. W tym celu przygotowano mieszaniny reakcyjne zgodnie z Tabelg
1.7 (111.3.5.1. Badanie metabolizmu wobec rekombinantowych P4502C19 i P4503A4). Analizy
RP-HPLC i ESI MS badanych mieszanin reakcyjnych przeprowadzono zaréwno przed jak i po
15, 30 i 45 minutowej inkubacji w 37°C. Otrzymane chromatogramy zestawiono i zamieszczono
ponizej (Rys.IV.19.).

Otrzymane wyniki wskazaly, ze zaréwno C-2028, C-2045 jak i C-2053 ulegajg
metabolizmowi wobec izoenzymu P4502C19 (2-3 produkty). Pomimo niskiego stezenia
metabolitow w badanej prébce, za pomocg analizy ESI-MS otrzymano jony masowe niektérych z
nich. Analiza otrzymanych wynikéw wskazata, ze piki pochodzace od metabolitow powstatych
zaréwno po inkubacji zwigzkow z izoenzymem P4502C19 jak i P4503A4 posiadajg te same czasy
retencji i jony masowe (Tabela 1V.3.). Zatem mozna przypuszczac, iz szlaki metaboliczne
badanych bisakrydyn wobec P4502C19 i P4503A4 prowadzg do powstania tych samych
produktéw. Natomiast dla zwigzku C-2041 nawet po 45 minutach nie zaobserwowano
powstawania nowego produkiu pomimo, ze stezenie substratu istotnie spadato. Mozna
przypuszczac, ze nie on wykazat podatnosci na metabolizm wobec P4502C19. Gwattowny
spadek stezenia substratu po 15 min wynikaé moze z podatnosci zwigzku do sorbowania sie na
powierzchni lub wrecz wigzania sie do biatek enzymatycznych. Brak produktu przemiany przy
spadajgcym stezeniu substratu moze tez swiadczyé o podatnosci powstajgcego metabolitu do
wigzania sie z powierzchnig enzymu, szczegdlnie, ze powstajgcy metabolit moze by¢ zwigzkiem

reaktywnym.
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Rys.IV.18. Przemiany metaboliczne 0,05mM A - C-2028, B — C-2041, C - C-2045, D - C-2053 wobec P450
2C19 w obecnosci NADPH (2mM) po 0,15, 30, 45 min. inkubacji w 37°C. Analiza prowadzona przy 430 nm
metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.
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1V.5.1.3. Identyfikacja metabolitéw otrzymanych wobec P450 2C19 i 3A4

Podczas analiz chromatograficznych oprécz jonéw masowych zebrano réwniez widma
UV-vis produktéw biotransformacji badanych zwigzkéw powstatych wobec rekombinantowych
izoenzyméw P4502C19 i 3A4. Na podstawie zebranych stosunkéw m/z i widm absorpcyjnych

zaproponowano struktury dla poszczegélnych metabolitéw pochodzacych od zwigzkéw C-2028,

C-2041, C-2045 i C-2053 (Tabela 1V.3.)

Tabela IV.3. Zestawienie jonbw masowych oraz widm absorpcyjnych metabolitéw badanych bisakrydyn

wraz z proponowang strukturg. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC (Shimadzu).
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W przypadku trzech bisakrydyn tj. C-2028, C-2045 i C-2053 jako produkt metabolizmu
wobec izoenzyméw P4502C19 i 3A4 (M1) zaproponowano pochodng, ktéra powstata w wyniku
redukcji grupy nitrowej do aminowej w pierscieniu 1-nitroakrydyny, co odpowiada m/z = [M-30+H].
Dla tych trzech zwigzkéw otrzymano réwniez produkt M2 o m/z = [M-18+H]. Z poczatku wydawato
sie, iz jest to zwigzek z dodatkowym 6-cztonowym pierscieniem w pierscieniu 1-nitroaktydyny (co
miato miejsce w przypadku monomerdw), jednakze przeprowadzona w naszym zespole (dr
Agnieszka Potega) elektrochemiczna symulacja metabolizmu badanych bisakrydyn oraz analiza
ESI-QTOF-MS powstatych w wyniku niej metabolitéw dowiodta iz produkty M2 to zwigzki
z dodatkowym 5-cztonowym pierscieniem i dodatkowym atomem tlenu tzw. N-tlenek (Tabela 1V.3,
zwigzek M2) [dane nieopublikowane]. Ponadto, dla zwigzkéw C-2028 i C-2053 wobec CYP3A4
powstawat zwigzek M3 0 m/z = [M-14+H]. Moze to by¢ zaréwno produkt demetylacji (-CHz) badz
niepetnej redukcji grupy nitrowej do N-hydroksyloamino pochodnej. Wydaje sig, iz odszczepienie
grupy metylowej jest bardziej prawdopodobne, gdyz N-hydroksyloamino pochodne sa bardzo
nietrwate. Ponadto wynik przeprowadzonej jak powyzej symulacji elektrochemicznej, oraz
badania z zastosowaniem analizy ESI-QTOF-MS potwierdzajg obecnos¢ produktu demetylaciji
w czgsteczce bisakrydyny [dane nieopublikowane]. Tylko w przypadku zwigzkéw C-2028 i C-
2041 inkubowanych z P4503A4 otrzymano dodatkowy produkt o zaproponowanej strukturze
monomeru (M4). Nalezy jednak dodac, ze intensywnos$¢ tych pikéw byta bardzo niska. Tak jak
wspomniano wczesniej wynika to prawdopodobnie z sorbowania sie metabolitéw na biatkach

obecnych w frakcji enzymatyczne;.

1IV.5.2. Metabolizm pochodnych bisakrydyny C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 wobec
rekombinantowych izoenzymdéw monooksygenaz flawinowych, FMO

Monooksygenazy flawinowe nalezg do innej, lecz réwniez waznej grupy enzyméw
biorgcych udziat w utlenianiu lekéw (I faza metabolizmu). Przez dtugi czas niestusznie sadzono,
iz wkltad FMO w metabolizm lekéw jest incydentalny, a oznaczanie zakresu substratu
izoenzymoéw FMO jest zbedne wobec udziatu cytochromu P450. Substratami monooksygenaz
flawinowych sg przede wszystkim zwigzki o wtasciwosciach nukleofilowych, takie jak aminy i tiole.
U ludzi najwazniejsze wydaja sie by¢ izoenzymy FMO1, obecny w nerkach i watrobie ptodowe;j
(nie jest spotykany w watrobie osdb dorostych) oraz indukowany zaraz po urodzeniu FMOS3,
ktérego najwyzsze stezenie wystepuje w watrobie osobnikéw dorostych [Krueger i in. 2005].
Wykazano réwniez w naszym zespole, ze FMO1, jak i FMOS3 bierze udziat w metabolizmie
zwigzkéw o symbolu C-1311 i C1305, monomerycznych imidazo- i trazoloakrydonu [Potega i in.
2011, Fedejko-Kap i in. 2011b]. Ponadto ludzki FMOS5 jest zasadniczo nieaktywny wobec
zwigzkéw nukleofilowych. Jednakze bierze on udziat w metabolizmie leku z grupy niesterydowych
lekéw przeciwzapalnych — nabumetonu, pentoksyfiliny o wiasciwosciach przeciwzakrzepowych
[Fiorentini i in. 2017] oraz aktywnych skiadnikow farmaceutycznych m. in. zwigzku
przeciwnowotworowego E7016 i przeciwbakteryjnego MRX-1 [Lai i in. 2011, Meng i in. 2015].

Wobec powyzszego, kolejnym etapem prowadzonych badan byto sprawdzenie, czy badane
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pochodne bisakrydyny ulegajg przemianom metabolicznym wobec rekombinantowych
izoenzyméw FMO1, FMO3 i FMOS.

Iv.5.2.1. FMO1

W ramach tego etapu badan sporzgdzono mieszaniny reakcyjne zawierajgce zwigzek
C-2028, C-2041, C-2045 lub C-2053 o stezeniu 0,01 lub 0,02 mM oraz rekombinantowe ludzkie
izoenzymy FMO1 w buforze HEPES o pH ok. 8,5. Analizy RP-HPLC badanych mieszanin
reakcyjnych przeprowadzono zaréwno przed jak i po 90 oraz 120 minutowej inkubacji w 37°C.

Otrzymane chromatogramy zestawiono i zamieszczono ponizej (Rys.IV.19.).

FMO1
A 127 0,00mM C-2028 B 12, 0,02mM C-2041

—— 0 min ——— Omin

——90 min —— 90min
5 °1 ——120 min 5 81 —— 120 min
< <
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4 4

0 F— L
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C 12 7 0,00mM C-2045 D 12 7 0,00mM C-2053
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< M553
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0 . : . . ; ; : ) R e
9 1 13 15 17 19 21 23 25 9 11 13 15 17 19 21 23 25
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Rys.IV.19. Przemiany metaboliczne 0,01mM/0,02 mM A - C-2028, B — C-2041, C - C-2045, D - C-2053
wobec FMO1 w obecnosci NADPH (0,3 mM) po 0, 90 i 120 min. inkubacji w 37°C. Analiza prowadzona przy
430 nm metodg RP- HPLC (Waters). Strzatkg zielong zaznaczono przemiane produktu hydrolizy Z1
w N-tlenek, Z3.

Analiza otrzymanych wynikéw wykazata, ze trzy zwigzki C-2028, C-2045 i C-2053
(posiadajgce liniowy, aminoalkilowy tgcznik) metabolizujg wobec FMO1, dajac jeden produkt (M5)
o duzej intensywnosci. W miare wydtuzania czasu inkubacji stezenie metabolitu rosto, przy
jednoczesnym spadku stezenia substratu. Widmo UV-vis zwigzku M5, jak i macierzystej
bisakrydyny jest takie samo, zatem wnioskuje, iz modyfikacja nie zachodzi w chromoforze, lecz
w tancuchu bocznym (tgczniku). Ponadto wobec FMO1 nie metabolizuje zwigzek o symbolu C-

2041, posiadajacy w taczniku dodatkowy pierscien piperazyny, ta réznica pozwala przypuszczac,
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iz modyfikacja zachodzi na lll-rzedowej aminie tancucha taczacego (Rys.IV.20). Powstaty produkt
(M5) moze by¢ wynikiem przytgczenia atomu tlenu do czasteczki zwigzku, w wyniku czego
powstaje N-tlenek (jak to miato miejsce w przypadku monomeréw C-1311i C1305) [Potega 2011,
Fedejko 2011b] lub zachodzi¢ moze N-demetylacja, jak w przypadku metabolizmu z udziatem
P450. W celu weryfikacji, ktéra z opciji jest prawdziwa, niezbedne byto przeprowadzenie analizy
HPLC-ESI-MS.

tacznik liniowy

Pierscien piperazyny (prawdopodobne miejsce
* modyfikacji wobec FMO1)
4
7\ |
HNNON NSy N SNSNSN"NNH
%\ /\/\\ \/‘\ X
C-2041 C-2028/C-2045/C-2053

Rys.IV.20. Proponowane miejsce metabolizmu wobec izoenzymu FMO1 bisakrydyn zawierajgcych
w swojej strukturze liniowy, aminoalkilowy tacznik.

FMO1 sposréd badanych monooksygenaz flawinowych charakteryzuje sie najszerszym
zakresem substratowym. Ponadto ekspresja FMO1 w watrobie cztowieka zostaje wyciszona
w momencie narodzin, a wiec i wktad tego enzymu w metabolizm lekéw u cztowieka dorostego
jest ograniczony do tkanek poza watrobg np. nerek [Phillips i in. 2008]. Ze wzgledu na otrzymanie
zbyt niskiej intensywnosci pikow dla 0,01mM C-2041 (poziom szuméw) przeprowadzono dla tego
zwigzku analize w wyzszym stezeniu tj. 0,02mM. Dziatanie to mito na celu unikniecie sytuaciji,
w ktérej zbyt niskie stezenie zwigzku w roztworze uniemozliwitoby jego kontakt z enzymem.
Zatem na podstawie otrzymanych wynikow wykluczono powstawanie metabolitu pochodzgcego
od C-2041 wobec FMO1, zaréwno po 90 jak i 120 min nadal obserwuje sie dos¢ intensywny pik
od substratu, natomiast brak sygnatow pochodzacych od nowych produktéw. Natomiast
obserwowany spadek intensywnosci piku substratu po czasie inkubacji moze wynikac¢ z faktu, iz
C-2041 odznacza sie najnizszg rozpuszczalnoscig sposrod badanych bisakrydyn. Inkubacja
w buforze HEPES ok. pH 8,5 (optymalnym $srodowisku dziatania FMO), przy tak dtugich czasach
inkubacji powodowaé moze wypadanie zwigzku z roztworu w formie osadu. Nalezy rowniez wzigé
pod uwage zaobserwowang wczesniej tendencje, bisakrydyn do sorbowania lub wrecz wigzania

sie z biatkami enzymatycznymi.
IV.5.2.2. Identyfikacja metabolitéw otrzymanych wobec FMO1

W celu identyfikacji otrzymanych dla trzech zwigzkéw (C-2028, C-2045 i C2053)
metabolitow (M5) wobec rekombinantowych enzymoéw FMO1 przeprowadzono analize HPLC-
ESI-MS w trybie scan, a nastepnie HPLC-MS/MS w trybie ,scan - product ions” w wyniku ktorej
nastepuje rozbicie wybranego jonu prekursorowego na fragmenty - jony produktu (Rys.IV.21).
Otrzymane fragmenty pozwolity na ujawnienie aspektéw struktury chemicznej jondéw

prekursorowych, czyli metabolitéw M5 badanych bisakrydyn.

111


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Energia
np- Bl % Kolizji
rozdzielenie rozdzielenie
jonizacja O@ m/z fragmentacia (@ m/z detekcja R
probka —_— %Oq(.)) > @ > 0® > >

MS1 MS2

‘ jon prekursorowy ‘ fragmenty

Rys.IV.21. Tandemowa spektrometria mas (MS/MS) [na podstawie https://nationalmaglab.org/user-
facilities/icr/techniques/tandem-ms, dostep 2020-07-07]

* Analiza HPLC-ESI-MS

Prébki zawierajagce 0,02mM roztwdr pochodnej bisakrydyny (C-2028, C-2045 lub
C-2053), ktére nastepnie inkubowano w 37°C przez 0 i 2 godziny wobec rekombinantowego
izoenzymu FMO1 i kofaktora NADPH poddano analizie HPLC-ESI-MS w trybie scan. Jonizacje
przeprowadzono w trybie tworzenia jonéw dodatnich, co umozliwito obserwacije pozornych jonéw
molekularnych [M+H]*. Jednoczesnie podczas analizy prowadzona byta detekcja typu DAD przy
diugosci fali 380 i 430 nm. Doswiadczenie powtérzono w dwoch niezaleznych eksperymentach.
Ponizej (Rys. IV.22a) dla kazdej pochodnej bisakrydyny zamieszczono zestaw chromatogramow
DAD (430nm) i ESI-MS (TIC, total ion current) otrzymanych po 2 godzinnej inkubacji zwigzkdw.
Na chromatogramach zaznaczono piki: substratu (S) i metabolitu otrzymanego wobec FMO1
(M5). Dla wszystkich produktéw M5 przedstawiono réwniez widma masowe (Rys.IV.22b.).
Wartosci m/z dla metabolitéw M5 wynoszg odpowiednio: 602.3 (M528), 632.3 (M5%) i 616.3

(M5%3), co odpowiada przytgczeniu atomu tlenu do czgsteczki bisakrydyny (Tabela IV.4).
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Rys.IV.22a. Wynik analizy HPLC-ESI-MS dla 0,02mM bisakrydyn A — C-2028, B — C-2045 i C — C-2053

inkubowanych przez 2 godziny wobec FMO1 (0,5 mg/ml) i kofaktora NADPH (0,3mM) w 37°C. Jonizacja
ESI w trybie tworzenia jonéw dodatnich, analiza DAD prowadzona przy 430 nm (Agilent).
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Rys.IV.22b. Widma masowe ESI-MS metabolitow M5 zwigzkéw A — C-2028, B — C-2045 i C — C-2053
otrzymanych wobec FMO1. Jonizacja ESI w trybie tworzenia jonéw dodatnich (Agilent).

TabelalV.4. Zestawienie jonéw masowych oraz widm absorpcyjnych metabolitéw M5 badanych bisakrydyn
wraz z proponowang strukturg. Analiza prowadzona metodg RP- HPLC-UV-vis (Waters) i HPLC-ESI-MS

(Agilent).

Zwiazek Widmo UV-vis ES"II-/I:IS Proponowana struktura
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---- C2053 y
Met_C-2053

616.3 7

53 B
M5 [M+H+16]*

» Analiza LC-MS/MS — product ions

Kolejnym etapem badan byto przeprowadzenie analizy HPLC-ESI-MS/MS tych samych
probek (Analiza HPLC-ESI-MS/MS) w trybie ,product ion” dla otrzymanych wczes$niej metabolitéw
M5. Dla kazdej analizy, jako jon prekursorowy wybrano warto$¢ m/z odpowiadajgcg jonowi
masowemu metabolitu M5, odpowiednio 602 (M528), 632 (M5%) i 616 (M5°%). Jonizacje

przeprowadzono w trybie tworzenia jonéw dodatnich, a fragmentacje przy 135 V (napiecie

fragmentatora) i 10eV (energia kolizji). Wyniki otrzymanych analiz przedstawiono na Rys.IV.23.
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Rys.IV.23. Widma fragmentacyjne dla metabolitow M5 zwigzkéw A — C-2028, B — C-2045 i C — C-2053
otrzymanych wobec FMO1. Analiza HPLC-ESI-MS/MS 0,02mM bisakrydyn inkubowanych przez 2 godziny
wobec FMO1 (0,5 mg/ml) i kofaktora NADPH (0,3mM) w 37°C. Jonizacja ESI w trybie tworzenia jonéw
dodatnich; napiecie fragmentatora - 135V, energia kolizji — 10eV (Agilent).
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Analizujgc otrzymane widma fragmentacyjne mozna stwierdzi¢, ze wszystkie wybrane
jony prekursorowe pochodzgce od metabolitéw M5 rozpadajg sie do trzech charakterystycznych
jonéw masowych, w tym jednego o masie $wiadczgcej o przytgczeniu atomu tlenu w wyniku
inkubacji zwigzkow z FMO1. Na Rys.IV.24 przedstawiono proponowane struktury metabolitéw

M528, M54 | M5% wraz z ich fragmentacja.

A miz Skiad
[M+H]* pierwiastkow
NO2 602 C34H31N704
248 C15HgN3O
O 280 C16H13N302
327 C17H18N4O3
B | miz Skiad
o HNTNTINTTONH No, [M+H]* pierwiastkow
X 632 C3sH34N70s
O 264 C15H10N302
N/ 294 C17H15N302
341 C18H21N4O3
CHs
¢ : m/z Sktad
A">NH NO, [M+H] pierwiastkow
616 CasH33N704
A 248 C15HgN3O
294 C17H15N302
N/ 341 C18H21N4O3
CHs

Rys.IV.24. Struktury produktow otrzymanych podczas inkubacji A — C-2028, B — C-2045 i C — C-2053 z
FMO1 (M5) wraz z fragmentacja.

Podsumowujgc, zarédwno analiza HPLC-ESI-MS, jak i otrzymane w wyniku analizy
HPLC-ESI-MS/MS fragmenty poszczegdlnych metabolitow M5 potwierdzajg, ze w wyniku
inkubacji zwigzkéw C-2028, C-2045 i C-2053 z ludzkimi rekombinantowymi izoenzymami FMO1
otrzymano metabolity w wyniku przytgczenia atomu tlenu do czasteczki substratu. Przyjeto, iz
otrzymane metabolity (M5) sg N-tlenkami pochodnych bisakrydyny. Nalezy réwniez podkreslic,

ze otrzymane metabolity zachowalty strukture dimeryczna.

IV.5.2.3. FMO3 i FMO5

Kolejnym etapem badan metabolizmu zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053
wobec monooksygenaz flawinowych byto poznanie reakcji wobec izoenzyméw FMO3 i FMO5. W
tym celu sporzadzono mieszaniny reakcyjne wedtug Tabeli 1.8 (/11.3.5.2. Badanie metabolizmu
wobec rekombinantowych FMO1, FMO3 i FMOS5). Ze wzgledu na znaczacy spadek
intensywnosci piku pochodzacego od C-2041 juz na starcie (t=0), réwniez na tym etapie dla C-
2041 zastosowano stezenie 0,02mM zamiast 0,01 mM. Analizy RP-HPLC badanych mieszanin
reakcyjnych przeprowadzono zaréwno przed jak i po 120 minutowej inkubacji w 37°C. Otrzymane

chromatogramy zestawiono i zamieszczono ponizej (Rys.IV.25.).
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Rys.IV.25. Przemiany metaboliczne 0,01mM/0,02 mM A - C-2028, B — C-2041, C - C-2045, D - C-2053
wobec FMO3 i FMO5 w obecnosci NADPH (0,3 mM) po 0, 120 min. inkubacji w 37°C. Analiza prowadzona
przy 430 nm metodg RP- HPLC (A,B,D — Waters, C - Shimadzu). Zielong strzatkg oznaczono przemiane
produktu hydrolizy Z1 w N-tlenek, Zs.

117


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Jak wida¢ na zatgczonych chromatogramach w wyniku inkubacji badanych zwigzkow
z izoenzymami FMO poza FMO1, tj. FMOS i FMO5 produktu M5 (otrzymany wobec FMO1) nie
obserwowano. Jednakze pomimo braku produkiéw po inkubacji wobec FMO3 i FMO5
w niektérych wypadkach intensywnos$¢ piku pochodzacego od pochodnej bisakrydyny po
inkubacji w 37°C byta nizsza. Moze, podobnie jak przedstawiano wczesniej, wynikac z faktu, iz
badane zwigzki sg podatne na sorbowanie lub wrecz wigzanie z biatkami obecnymi w mieszaninie
reakcyjnej — osady po odwirowaniu probek miaty zotte zabarwienie. Zwrécit uwage réwniez fakt,
iz w miare wydtuzania czasu inkubacji do 120 min nie obserwuje sie, aby badane zwigzki ulegaty
dalszej hydrolizie. Gtebsza analiza otrzymanych chromatograméw (Rys.IV.19. i Rys.IV.25)
wykazata, ze zaréwno wobec FMO1, jak i FMO3 dla trzech badanych zwigzkéw (C-2028, C-2045
i C-2053) otrzymano dodatkowy produkt, przy jednoczesnym zaniku piku pochodzacego od
opisywanego wczesniej (/V.2.3. Identyfikacja produktéw rozpadu badanych bisakrydyn), produktu
hydrolizy Zi1. Na chromatogramach dla FMO1 i FMO3 zmiane tg zaznaczono zielong strzatka.
Natomiast wobec FMOS5 procesu tego nie zaobserwowano.Przeprowadzona dodatkowa analiza
LC-MS wykazata, iz otrzymany nowy produkt (Zs) nie jest wynikiem bezposredniej przemiany
bisakrydyny, lecz monomeru imidazoakrydonu, produktu hydrolizy Zi. Przyktadowy wynik analizy
LC/MS dla zwigzku C-2045 zamieszczono ponizej (Rys.IV.26.).

A 801 0,05mM C-2045_FM03 B :% Vavelength 405,034 mAU 0,245
60 1
=)
E 40 —— Omin
‘Z ——— 90min
20 1
Z4 Z3
0 T T T T ] 24
13 16 19 . 22 25 28 250 00 0 400 o 00 nm
t [min]
C
1990 378
>
G |
5 U 8
E (]
“ [M+16+H]*
‘ 1000000-]
\
|
| ‘
\ { 00 TR t. 1 i 1. 31
1 \ 360 0 380 390 400 410 420 430 440
i
| | | | | ‘\\I . [ [ o ~ 396,2000(+)@1
5 10 15 20 25 30 35

min

Rys.IV.26. Analiza LC/MS 0,05 mM C-2045 wobec FMO3 w obecnosci NADPH (0,3 mM) po 0, 90 min.
inkubacji w 37°C. A - analiza prowadzona metodg RP-HPLC (Shimadzu) przy 430 nm, przeptyw 0,5 ml/min.
B —widmo UV-vis produktu Zs, C - chromatogram MS, m/z = 396.15 wraz z widmem masowym produktu Zs.
Analiza prowadzona HPLC-ESI-MS (Shimadzu).

118



http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Powyzszy rysunek ilustruje, ze w wyniku analizy LC/MS dla zwigzku C-2045 po 90
minutach inkubacji oprécz piku pochodzacego od bisakrydyny otrzymano réwniez dwa piki
(tR = ok.18 i 19 min) pochodzace odpowiednio od Z1 0 jonie masowym m/z = 380.15 [379 (Zi1) +
1(H*)] oraz Zz 0 m/z = 396.15 [395 (Z3) + 1(H*)]. Ponadto dla produktu Zs otrzymano
charakterystyczne widmo UV-vis, sugerujace, iz produkt ten podobnie jak Z1 jest monomeryczng
pochodng imidazoakrydonu (Rys.IV.26b.). Analizujac zgromadzone dane oraz fakt, ze wraz
z wzrostem stezenia produkiu Zs ubywa nie zwigzku C-2045, lecz produktu Z: (Rys.IV.26a)
uznano, iz przemianie wobec FMOS3 ulega monomer Zi, produkt hydrolizy bisakrydyny do
monomerycznej pochodnej. W dodatku na podstawie analizy jonéw masowych pochodzacych od
Z1iZsjak i analizy wczesniejszych badan prowadzonych nad monomerami imidazo [Potega i in.
2011, Fedejko-Kap i in. 2011b], przyjeto iz otrzymany metabolit (Z3) jest prawdopodobnie N-
tlenkiem powstatym w wyniku przytgczenia atomu tlenu do czgsteczki Z1, czyli m/z dla Zs = 396.15
[380.15 (Z1) +16 (O?)+ 1(H*)]. Aby potwierdzi¢ tg teze zastosowano program ,MolE Molecular
Mass Calculator v2.02” i wyznaczono jon masowy dla sugerowanego N-tlenku o wzorze
C21H25Ns03 (Rys.IV.27.). Jak wida¢ na zatgczonym rysunku zaréwno wygenerowany jon masowy
[M+H]* jak i widmo masowe pokrywaja sie z tymi otrzymanymi podczas analizy LC/MS (Rys.
IV.26¢.). Wykazano wiec, iz powstawanie N-tlenkowej pochodnej zwigzku Z1 wobec FMOS jest

bardzo prawdopodobne.

MolE - Molecular Mass Calcolator w2.02 |

Formula: CZIHZ 51\]5 03

Monoisotopic mass @ 385.15572
» [M+H]+ : 386.20300
[M-H]- : 304.1BE44
C{ 12.000) : 63.765 %
H{ 1.007) : 6.375 %
H [ 14.003} : 17.716 %
o ( 15.994) 12.142 %

M M+l M2 MiZ M4 M5 MHE M7 MEE MG

Rys.IV.27. Wynik analizy dla czasteczki C21H2sNsOs (proponowany wzér dla Zs) w programie ,MolE
Molecular Mass Calculator v2.02” [https://mods.rna.albany.edu/masspec/MolE, dostep dnia: 03.06.2020]
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IV.5.3. Metabolizm pochodnych bisakrydyny C-2028, C-2045 i C-2053 wobec

rekombinantowych izoenzymow UDP-glukuronylotransferaz, UGT

Kolejnym etapem badan nad metabolizmem pochodnych bisakrydyny byto sprawdzenie,
czy zwigzki C-2028, C2045 i C2053 ulegajg reakcji glukuronidacji, a wiec czy nastepuje ich
biochemiczna modyfikacja wobec wybranych enzyméw |l fazy biotransformacji UDP-
glukuronylotransferaz, UGT. Zbadanie podatnosci potencjalnego leku na przemiany
metaboliczne wobec enzyméw UGT jest niezwykle istotne. Jest to jeden z elementéw badan
przedklinicznych niezbednych do oceny m.in. efektywnosci detoksykacji, jak i dezaktywaciji
potencjalnego leku, a takze zwigzanego z tym ryzyka wystgpienia opornosci na stosowanag
terapie. Enzymy UGT katalizujg ok. 35% wszystkich reakcji Il fazy metabolizmu, a najwigkszy
udziat przypada izoenzymom UGT2B7, a nastepnie UGT1A4 i UGT1A1 [Wiliams i in. 2004].
W watrobie przedstawiciele podrodziny UGT2B wystepujg w wyzszych stezeniach niz izoenzymy
UGT1A, a giéwng izoformg watrobowag jest UGT2B4. Tkanka zotadka charakteryzuje sie
obecnoscig przede wszystkim izoenzymoéw: UGT2B15, 2B17 i 1A6, a tkanka nerek - UGT1A9,
2B7 i 1A6 [Ohno i in. 2009, Court i in. 2012]. Natomiast izoenzym UGT1A9 posiada zdolnosc¢
sprzegania z glukuronianem zaréwno substratow z nukleofilowym atomem tlenu, azotu a nawet
wegla. Niedawno wykazano, ze UGT1A10 jest izoenzymem pozawatrobowym wystepujgcym
gtownie w tkankach przewodu pokarmowego [Yang i in. 2017]. Odkrycie to jest istotne z punktu
widzenia chemoterapii, gdyz jelitowe UGT mogg przyczyni¢ sie do tzw. efektu pierwszego
przejscia polegajgcego na ograniczeniu biodostepnosci leku podanego doustnie. W zwigzku

z tym tylko cze$¢ podanej dawki leku dociera wraz z krgzeniem wrotnym do watroby.

Wobec powyzszego w niniejszej pracy przeprowadzono badania przesiewowe
podatnosci na metabolizm trzech badanych zwigzkéw C-2028, C-2045 i C-2053 z wybranymi
izoenzymami rekombinantowymi UGT tj. UGT1A1, UGT1A4, UGT1A6, UGT1A9, UGT1A10 i
UGT2B4, UGT2B7, UGT2B15 oraz UGT2B17. Zwigzki inkubowano z odpowiednig frakcja
enzymatyczng w obecnosci kofaktora UDPGA przez 0, 60, 90 i 120 min. Analizy RP-HPLC i ESI
MS badanych mieszanin reakcyjnych przeprowadzono przed i po kazdej inkubacji. Wyniki

poszczegolnych analiz zestawiono w Tabeli 1V.5.

Tabela IV.5. Przemiany metaboliczne badanych bisakrydyn wobec wybranych izoenzyméw UGT.

UGT UGT UGT UGT UGT UGT UGT UGT UGT

1A1 1A4 1A6 1A9 1A10 2B4 2B7 2B15  2B17
C-2028 - - - - - . - , -
C-2045 + - +/- + + . - , -
C-2053 - - - - - . - , -

Analizujac powyzsze dane (Tabela 1V.5), wskazano, iz tylko zwigzek C-2045 (analog z

grupa hydroksylowa) ulega przemianom metabolicznym wobec izoenzyméw UGT, a doktadnie
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wobec UGT1A1, UGT1A9 i UGT1A10 oraz w nieznacznym stopniu UGT1A6. Wykazano réwniez,
ze wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji nastgpowat spadek intensywnosci piku pochodzgcego od
zwigzku macierzystego, a ilos¢ obserwowanego produktu reakcji enzymatycznej (G-2045) rosta
(Rys.IV.28.).

24 71 0,05mM C-2045_UGT1A9

19 A
—— 90 min

60 min

— 30 min

A [mAU]

t [min]

Rys.IV.28. Przemiany metaboliczne 0,05mM C-2045 wobec UGT1A9 w obecnosci UDPGA (5 mM)
po 0, 30, 60 i 90 min. inkubacji w 37°C. Analiza prowadzona przy 430 nm metodg RP- HPLC (Shimadzu).

Co ciekawe, najwyzszg aktywnos¢ wobec zwigzku C-2045 wykazywat izoenzym
UGT1A10, ktorego ekspresja ma miejsce gtownie w jelitach, a nie w komdrkach watroby
(Rys.IV.29.). Ponadto, zaden ze zwigzkoéw nie byt metabolizowany przez izoenzymy z rodziny
UGT2B.

A 75 -
UGT1A1
60 4
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B 75 -
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Rys.IV.29 Przemiany metaboliczne 0,05mM C-2045 wobec A - UGT1A1, B - UGT1A9, C - UGT1A10
w obecnosci UDPGA (5 mM) po 0, 120 min. inkubaciji w 37°C. Analiza prowadzona przy 430 nm metoda
RP- HPLC i ESI-MS (Shimadzu) i D — poréwnanie pdl powierzchni (stezenia glukuronidéw) pod pikiem
pochodzacym od G-2045 otrzymanych podczas analiz A, B, C.

1V.5.3.1. Identyfikacja metabolitu powstajgcego podczas inkubacji C-2045z UGT1A1, 1A9i 1A10

Na podstawie analizy jonéw masowych pochodzacych od produktu G-2045 (Rys.IV.30.)
i zwigzku macierzystego (C-2045, m/z = 616.30) przyjeto, iz otrzymany metabolit jest wynikiem

sprzezenia czgsteczki zwigzku C-2045 z resztg kwasu glukuronowego [M+176+H+].

6 649 501

Intensity

6000000 S

R
5000000-]
[M+176+H]*
4000000
3000000

2000000

1000000

L 792,3000(+]

10 15 20 25 30 35 40
min

-

Rys.IV.30. Analiza LC/MS 0,05 mM C-2045 wobec UGT1A10 w obecnosci UDPGA (5 mM) po 0, 120 min.
inkubacji w 37°C. Chromatogram MS, m/z = 792.30 wraz z widmem masowym produktu G-2045. Analiza
prowadzona HPLC-ESI-MS (Shimadzu).
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Wyniki badan, w ktérych zwigzki C-2028 i C-2053 (analogi pozbawione grupy
hydroksylowej) nie byty metabolizowane wobec rekombinantowych ludzkich izoenzyméw UGT
wskazuja, iz w wypadku C-2045 musi to by¢ pochodna O-glukuronidu na atomie tlenu
pochodzgcym z grupy -OH. Podczas analizy chromatograficznej oprécz jonu masowego zebrano
réwniez widmo UV-vis O-glukuronidu zwigzku C-2045. Otrzymane widmo absorpcyjne

zestawiono z widmem UV-vis zwigzku macierzystego (C-2045) i zamieszczono w Tabeli IV.6.

Tabela IV.6. Struktura O-glukuronidu zwigzku C-2045 otrzymanego podczas inkubacji z UGT1A10. Analiza
prowadzona metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.

Zwiazek Widmo UV-vis E?TI;/I:IS Proponowana struktura

HOOG CHy

0,
792.25 HOHO:;X; 7\ o HN'/\'\/\VL/\\'/ A\TH No,

G-2045 i~ AT R
[M+H+176]* Ty 0
LA ge

Wykazano, ze widmo UV-Vis O-glukuronidu C-2045 rézni sie od widma zwigzku
macierzystego. Wskazuje to na przytagczenie reszty kwasu glukuronowego do czasteczki
pochodnej C-2045 w miejscu ugrupowania hydroksylowego. Wobec powyzszego,

zaproponowano strukture metabolitu powstajagcego w wyniku glukuronidacji (Tabela IV.6.).
IV.6. Metabolizm badanych bisakrydyn w komérkach nowotworowych

Przedstawione dotychczas badania nad enzymatycznymi transformacjami bisakrydyn
wykazaly, iz zwigzki te posiadajg wysokg zdolnos¢ do metabolizmu wobec enzymoéw
mikrosomalnych komérek watroby szczura, jak i aktywowanych ludzkich mikrosoméw. Jednakze
okazaly sie zdecydowanie mniej podatne na przemiany wobec wybranych izoenzyméw P450 3A4
i 2C19. Ponadto trzy zwigzki tj. C-2028, C-2045 i C-2053 (analogi z liniowym aminoalkilowym
tacznikiem) metabolizowaty tylko wobec FMO1, izoenzymu ktéry u oséb dorostych nie jest
spotykany w watrobie, lecz w nerkach. Warto rowniez zauwazy¢, iz zwigzek C-2045 (analog
z grupg hydroksylowg w pierscieniu imidazoakrydonu) jako jedyny z przebadanych UA podlegat
metabolizmowi z wybranymi izoenzymami UGT z podrodziny 1A. Kolejny etap badan nad
metabolizmem pochodnych bisakrydyny zmierzat do poznania przemian tych zwigzkéw
w komorkach nowotworowych, ktére sg ostatecznym celem ich dziatania. Kierunek tych badan
uwzgledniat dwa aspekty. Po pierwsze, porownano sktad mieszanin uzyskanych po inkubacji ze
zwigzkiem komorek trzech réznych linii nowotworu jelita grubego réznigcych sie ekspresijg
enzymow UGT. Uwzgledniono nastepujgce linie komérkowe: (i) HCT116, ktéra naturalnie

charakteryzuje sie niskim poziomem ekspresji enzyméw UGT, (i) HCT116-1A10, kidra jest
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transfekowana wektorem plazmidowym z sekwencja genu kodujacego izoenzym UGT1A10, czyli
wykazuje ekspresje izoenzymu UGT1A10 (aktywnos¢ enzyméw UGT 3,74%) oraz (iii) HT-29, linii
ludzkiego gruczolakoraka jelita grubego, wykazujgcej naturalng ekspresje izoenzyméw UGT,
w tym najwyzszg dla izoenzymu UGT1A10 (53,74%). Z drugiej strony uwzgledniono, ze
pochodne glukuronidowe lekéw lub innych ksenobiotykéw sg zwykle produktami detoksyfikaciji,
zatem moga by¢ wydalane poza komorke. Dlatego po inkubacji komorek z badanym zwigzkiem
analizie poddawano nie tylko zawartos¢ ekstraktu komérkowego, ale takze zawartos¢ pozywek
po inkubacji z komérkami.

UGT HCT116 HT29

144
P450 HCT146 HT29 -

Rys.IV.31 Ekspresja wybranych enzyméw metabolizujgcych z rodziny P450 i UGT w liniach komérkowych
HCT116 i HT-29. Metoda: Reverse Transcript PCR, Sposéb przedstawienia: elektroforeza w zelu
agarozowym (1,5%, 40 min, 90V; prébka: 5 pl) [Pawtowska i in. 2020]

Ekspresje wybranych enzymoéw metabolizujgcych w badanych liniach komérkowych
przedstawiono na Rys.IV.31. W komérkach HCT116 i HT-29 ekspresja i aktywnos$¢ izoenzymu
P4503A4 jest nieznaczna [Pawfowska i in. 2020], dlatego tez badania dla pochodnych
bisakrydyn, ktére nie ulegaty glukuronidacji (C-2028, C-2041 i C-2053) przeprowadzono w celu
zbadania ich kinetyki wnikania z pozywki do wnetrza komérki nowotworowej, a takze sprawdzenia
czy zwigzki te aby wykazaé¢ aktywnos¢ przeciwnowotworowa wymagajg biochemicznej aktywacji.
Komorki nowotworowe traktowano stezeniem zwigzku, ktére jest wielokrotnoscig okreslonego

wczesniej ECso.
1V.6.1. Metabolizm bisakrydyn C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 w komdrkach HCT116

Prace nad metabolizmem bisakrydyn zachodzgcym wobec enzyméw obecnych
w komérkach ludzkiego nowotworu jelita grubego, HCT116 (o niskim poziomie ekspresji
enzymow UGT) poprzedzono zapoznaniem sie z wynikami badan dotyczgcymi aktywnosci
cytotoksycznej badanych zwigzkow wobec tych komérek. Badania te zostaty przeprowadzone w
naszym zespole w ramach pracy doktorskiej mgr inz. Joanny Pilch. Ich wyniki wskazaty na bardzo
wysokg aktywnosé cytotoksyczng wobec komoérek HCT116, szczegdlnie wykazang przez
zwigzek C-2028 (Tabela IV.7.).
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Tabela IV.7 Parametry aktywnosci cytotoksycznej dla bisakrydyn wobec komorek nowotworowych
HCT116 [Pilch i in. 2020, Paluszkiewicz i in. 2020]

Zwiazek  ECso dla HCT116, [uM]

C-2028 0,0104 + 0,0007
C-2041 0,0083 + 0,0018
C-2045 0,0590 + 0,0083
C-2053 0,0481 £ 0,0139

IV.6.1.1. Metabolizm C-2028 w komérkach HCT116

Badania nad metabolizmem w komérkach nowotworowych HCT116 rozpoczeto od
zwigzku C-2028. Komorki traktowano zwigzkiem o stezeniu 50 uM, a po okreslonym czasie
inkubacji (0, 24, 48 godz.) przeprowadzono analize RP-HPLC i ESI-MS skiadu zaréwno
ekstraktow komorkowych jak i pozywek zastosowanych do hodowli. Tak szeroka analiza losu
metabolitow podyktowana byta zamiarem weryfikacji przypuszczenia, ze metabolity moga, z
jednej strony, podlega¢ akumulacji w komoérkach ale moga tez by¢ wydalane na zewnatrz

komorek.
15 - : .
° ] HCT118 POZYWKA 1 EKSTRAKT
12 12 4
9. C-2028 o
= M428 m/z=586
< m/z=307 = M428
£ ——48h < m/z=307
< 6 1 24h £ 6
——0h < C-2028
—_K m/z=586
3 \\—/ﬂ 3
) ), \__
0 0 4
17 20 23 26 29 17 20 23 26 29
t [min] t [min]

Rys.IV.32. Metabolizm zwigzku C-2028 w komodrkach nowotworowych HCT116. Wyniki analiz
chromatograficznych pozywek pohodowlanych oraz ekstraktow komdérkowych przedstawiono jako zestaw
chromatograméw: K (kontrola pozywki/ekstraktu komorkowego z komorek nietraktowanych zwigzkiem) oraz
po czasach inkubacji: 0, 24 i 48 godz.; stezenie zwigzku C-2028 na ptytce — 50 uM, Analiza prowadzona
przy 430 nm metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.

Analiza otrzymanych chromatograméw (Rys.IV.32.) wykazata, ze w pozywce stezenie
zwigzku C-2028 maleje do statego poziomu. Wnioskowa¢ zatem mozna, ze C-2028 wnika do
komérki. W ekstrakcie natomiast w miare wydtuzania czasu inkubacji stezenie C-2028 ciggle
spada, czyli zwigzek wyrzucany jest na zewnatrz komérki.

Zarbwno w pozywce, jak i w ekstrakcie komorkowym obserwuje sie metabolit M4.
Metabolit ten wyrzucany jest na zewnatrz komorki, dlatego tez obecny jest zaréwno

w ekstrakcie komoérkowym, jak i w pozywce. Analiza widma UV-vis i ESI-MS otrzymanego
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produktu, potwierdza, ze taki sam metabolit obserwowano réwniez podczas inkubacji zwigzku
C-2028 z enzymami rekombinantowymi cytochromu P450 — M428, Jest to produkt o jonie
masowym m/z= 307, zatem jest on monomerem. Tak wiec, ani w pozywce, ani w ekstrakcie nie

zaobserwowano metabolitow dimerycznych.

IV.6.1.2. Metabolizm C-2041 w komoérkach HCT116

Zestawione wynikéw analiz RP-HPLC i ESI-MS po inkubacji komérek HCT116 ze
zwigzkiem C-2041 przedstawiono ponizej (Rys. IV.33.).

15 1 . -
HCT116 POZYWKA - EKSTRAKT
12 1 ” 12
C-2041
m/z=641
9 1 9 1
= Mfl‘“ ? C-2041
<é 6 m/z=362 24 h £ 6 M4 m/z=641
z 3h < m/z=362
3 -
5,8 <IN /\_/:’
0
17 20 23 26 29 17 20 23 26 29
t [min] t [min]

Rys.IV.33. Metabolizm zwigzku C-2041 w komoérkach nowotworowych HCT116. Wyniki analiz
chromatograficznych pozywek pohodowlanych oraz ekstraktow komdrkowych przedstawiono jako zestaw
chromatograméw: K (kontrola pozywki/ekstraktu komérkowego z komoérek nietraktowanych zwigzkiem) oraz
po czasach inkubacji: 0, 3 i 24 godz.; stezenie zwigzku C-2041 na ptytce — 50 uM, Analiza prowadzona przy
430 nm metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.

Analizujac powyzsze chromatogramy mozna dostrzec, ze stezenie zwigzku C-2041
w pozywce po inkubacji z komérkami HCT116 spada. W ekstrakcie natomiast jest przez diugi
czas bardzo niskie. Mozna zatem wnioskowa¢, iz C-2041 wnika do komorki, jednakze

w poréwnaniu z pozostatymi badanymi bisakrydynami wnikanie to przebiega duzo wolniej.

Jednakze, pomimo tak niskiego stezenia substratu w ekstrakcie komorkowym, juz po 3
godzinach zaobserwowano powstanie monomerycznego produktu o jonie masowym: m/z=362,
ktérego stezenie rosnie wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji. Metabolit obecny jest zaréwno
w ekstrakcie komérkowym, jak i w pozywce, co oznacza, ze jest tez wyrzucany na zewnatrz
komorki. Taki sam produkt obecny byt réwniez podczas inkubacji zwigzku C-2041
z enzymami rekombinantowymi cytochromu P450 — M44'. Natomiast dla zwigzku C-2041

produktéw dimerycznych nie zaobserwowano.
IV.6.1.3. Metabolizm C-2045 w komérkach HCT116

Nastepnie komérki HCT116 traktowano zwigzkiem C-2045. Po okreslonym czasie
inkubacji (0, 3, 24 godz.) przeprowadzono analizg RP-HPLC i ESI-MS, ktérej wyniki

zamieszczono na Rys.IV.34.
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Rys.IV.34. Metabolizm zwigzku C-2045 w komoérkach nowotworowych HCT116. Wyniki analiz
chromatograficznych pozywek pohodowlanych oraz ekstraktow komérkowych przedstawiono jako zestaw
chromatograméw: K (kontrola pozywki/ekstraktu komérkowego z komoérek nietraktowanych zwigzkiem) oraz
po czasach inkubacji: 0, 3 i 24 godz.; stezenie zwigzku C-2045 na ptytce — 50 uM, Analiza prowadzona przy
430 nm metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.

Analiza powyzszych chromatogramow zarejestrowanych dla kolejnego zwigzku, C-2045,
wykazata, ze juz po 3 godzinach jego stezenie w pozywce gwattownie spada. W ekstrakcie
komérkowym roéwniez przy tym samym czasie inkubacji obserwuje sie bardzo intensywny pik
pochodzacy od zwigzku C-2045. Wydaje sie jednak, ze stezenie zwigzku C-2045 po 3 godzinach
inkubacji jest takie samo jak przy rozpoczeciu inkubacji (czas 0) . Zatem mozna wnioskowag, ze

zwigzek C-2045 wnika do komorki.

Ponadto, na chromatogramach nie zaobserwowano zadnych dodatkowych pikow,
mogacych pochodzi¢ od produktéw przemiany zwigzku C-2045. Wynika stad, ze bisakrydyna

C-2045 nie ulega biochemicznej transformacji w komérkach linii HCT116.
IV.6.1.4. Metabolizm C-2053 w komérkach HCT116

Z kolei analizujgc chromatogramy otrzymane po inkubacji komoérek HCT116 ze zwigzkiem
C-2053 (Rys.IV.35.) mozna dostrzec, juz po 3 godzinach gwaltowny spadek jego stezenia
w pozywce co wskazuje, ze bardzo szybko wnika on do komérki. W ekstrakcie komérkowym
stezenie C-2053 w miare wydtuzania czasu inkubacji réwniez spada. Po 3 godzinach nastepuje
znaczny wzrost intensywnosci piku, ktéry odpowiada opisanemu wczesniej produktowi hydrolizy
Z158 0 jonie masowym m/z=364 (/V.2.3.Identyfikacja produktéw rozpadu badanych bisakrydyn). Po
24 godzinach intensywnos¢ tego piku spada, natomiast pojawia sie monomeryczny produkt
0 m/z=307 (M453), ktérego nie obserwowano wczesniej wobec rekombinantowych P450. Zaréwno
w pozywce jak i w ekstrakcie produktéw w formie dimerycznej nie zaobserwowano. Nalezy réwniez
nadmieni¢, ze wyniki otrzymane dla zwigzku C-2053 sa bardzo zblizone do tych dla C-2028.
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Rys.IV.35. Metabolizm zwigzku C-2053 w komoérkach nowotworowych HCT116. Wyniki analiz
chromatograficznych pozywek pohodowlanych oraz ekstraktéw komdérkowych przedstawiono jako zestaw
chromatograméw: K (kontrola pozywki/ekstraktu komérkowego z komoérek nietraktowanych zwigzkiem) oraz
po czasach inkubacji: 0, 3 i 24 godz.; stezenie zwigzku C-2053 na ptytce — 50 yM, Analiza prowadzona przy
430 nm metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.

IV.6.2. Metabolizm pochodnej bisakrydyny C-2045 w komorkach HCT116-1A10

W Kkolejnym etapie przeprowadzono badania nad metabolizmem niesymetrycznych
bisakrydyn w komoérkach HCT116-1A10, linii transfekowanej wektorem plazmidowym
z sekwencjg genu kodujacego izoenzym UGT1A10, czyli takiej, ktéra wykazuje nadekspresije
izoenzymu UGT1A10 w stosunku do linii nietransfekowanej. Oczekiwano, ze powstang produkty
metabolizmu Il fazy, pochodne glukuronidéw. Komorki linii HCT116-1A10 inkubowano ze
zwigzkiem C-2028, C-2041, C-2045 Ilub C-2053 o stezeniu 50uM przez 0, 3, 24
i 72 godz. Analizie RP-HPLC i ESI-MS poddano zaréwno pozywki, jak i ekstrakty komorkowe.

5 1 HCT116-1A10 POZYWKA 15 1 EKSTRAKT
12 1 12 1
C-2045
s 97 m/z=616 5 97
<§ g C-2045
< 6 A < 6 m/z=616
G-2045
m/z=792
3 A 3 /
0 - a 0 -
17 20 23 26 29 17 20 23 26 29
t [min] t [min]

Rys. IV.36. Metabolizm zwigzku C-2045 w komoérkach nowotworowych HCT116 z nadekspresjg izoenzymu
UGT1A10. Wyniki analiz chromatograficznych pozywek pohodowlanych i ekstraktow komorkowych
przedstawiono jako zestaw chromatogramoéow: K (kontrola pozywki/ekstrakiu komoérkowego
z komorek nietraktowanych zwigzkiem) oraz po czasach inkubaciji: 0, 3, 24 i 72 godz.; stezenie zwigzku
C-2045 na ptytce — 50 uM, Analiza prowadzona przy 430 nm metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.
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Analizujac powyzsze dane (Rys.IV.36) mozna zauwazy¢, ze w pozywce po 3 godzinach
inkubacji stezenie zwigzku C-2045 gwaltownie spada, natomiast w ekstrakcie komoérkowym
ro$nie. Zatem nalezy przyjac¢, iz zwigzek C-2045 stosunkowo szybko wnika do komérki. Ponadto
po 72 godzinach inkubacji zarowno w pozywce, jak i ekstrakcie komérkowym zaobserwowano
metabolit zwigzku C-2045. Stezenie tego produkiu jest zdecydowanie wyzsze w pozywce,
poniewaz metabolity Il fazy sg najczesciej, w ramach detoksyfikacji wyrzucane na zewnatrz
komérki. Na podstawie otrzymanego widma UV-vis, a takze analizy ESI-MS mozna stwierdzi¢, iz
otrzymany produkt to glukuronid zwigzku C-2045 (G-2045) o jonie masowym: 792. Nalezy
réwniez nadmienic, iz w pozywce po 72 godzinach inkubacji zaobserwowano wyzsze stezenie
substratu niz po 24 godzinach. Dowodzi to, ze wiecej substratu przechodzito do pozywki.

Wyniki wskazaly, ze zwigzek C-2045, hydroksylowy analog bisakrydyny wykazat
podatnos$¢ na metabolizm |l fazy wobec enzyméw UGT. Pozostate zwigzki (C-2028, C-2041
i C-2053) nie metabolizowaly w komorkach tej linii. Zatem otrzymane wyniki sg zgodne z tymi
otrzymanymi we wczesniejszych badaniach w uktadach bezkomérkowych (IV.5.3. Metabolizm
pochodnych bisakrydyny C-2028, C-2045 i C-2053 wobec rekombinantowych izoenzymdw UDP-
glukuronylotransferaz, UGT).

1V.6.3. Cytotoksycznos¢ i metabolizm badanych zwiazkow w komdrkach HT-29

Do kolejnego etapu badan zastosowano komorki nowotworowe linii HT-29, ludzkiego
gruczolakoraka jelita grubego. Komoérki te wykazujg naturalng ekspresje izoenzyméw UGT,
w tym najwyzszg obserwuje sie dla izoenzymu UGT1A10. Aktywnos$¢ enzyméw UGT
w komodrkach wynosi 53,74% [Pawtowska i in. 2020]. Badania przeprowadzono nad
metabolizmem bisakrydyn o symbolach C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053. Komérki traktowano
zwigzkiem o stezeniu 5 i 25uM i inkubowano przez okreslony czas w 37°C. Analizie RP-HPLC

i ESI-MS poddano zaréwno pozywki jak i ekstrakty komorkowe.
IV.6.3.1. Cytotoksycznos¢ badanych zwigzkéw w komérkach HT-29

Prace nad metabolizmem pochodnych bisakrydyny zachodzgcym w komérkach HT-29
poprzedzono oznaczeniem aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkéw w stosunku do tej linii
komérek nowotworowych. Oznaczenia dokonano metodg MTT (//1.3.9. Oznaczanie aktywnosci
cytotoksycznej metodg MTT). Za miare aktywnosci cytotoksycznej badanych bisakrydyn przyjeto
stezenie zwigzku, przy ktérym proliferacja komérek w hodowli in vitro zostata zahamowana
w 50% w stosunku do komorek kontrolnych — ECso (ang. effective concentration). Na podstawie
otrzymanych wartosci absorbancji przygotowanych roztworéw obliczono % wzrostu komorek
traktowanych zwigzkiem C-2028/C-2041/C-2045/C-2053 do komérek kontrolnych, nie
traktowanych tym zwigzkiem. Nastepnie z tak uzyskanych wynikéw sporzadzono dla kazdego ze
zwigzkéw wykres zaleznosci zahamowania wzrostu komérek od logarytmu stezenia badanego
zwigzku (Rys.IV.37.). Analizujac otrzymane wykresy mozna stwierdzi¢, iz wszystkie cztery
zawigzki hamuja proliferacje komérek HT-29 w spos6b zalezny od stezenia. Wyznaczone krzywe
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charakteryzuja sie duzg powtarzalnoscia. Wyniki oznaczenia aktywnosci cytotoksycznej

badanych zwigzkéw dla linii komoérkowej HT-29 bedace $rednig z trzech niezaleznych

doswiadczenh wraz z odchyleniami standardowymi przedstawiono w Tabeli IV.8.

A
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Rys. IV.37. Zalezny od dawki wptyw zwigzku A - C-2028, B - C-2041, C - C-2045, D - C-2053 na proliferacje
komorek linii HT-29 wyrazony jako procent zywych komérek w stosunku do komérek kontrolnych,
nieinkubowanych ze zwigzkiem. Wykresy zostaly opracowane na podstawie trzech niezaleznych

doswiadczen.
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Tabela IV.8 Parametry aktywnosci cytotoksycznej dla bisakrydyn wobec komorek nowotworowych HT-29

Zwiagzek ECso dla HT-29, [uM]
C-2028 0,0073 + 0,0004
C-2041 0,012+ 0,002
C-2045 0,070 + 0,001
C-2053 0,036 + 0,008

Najbardziej aktywny okazat sie zwigzek C-2028, analog niepodstawiony (bez grupy OH
i CHs), zas najmniej C-2045 (z grupg OH i CHs), ktérego aktywnos¢ cytotoksyczna
w poréwnaniu z C-2028 r6zni sig o rzad wielkosci. Zwigzek C-2041 (analog niepodstawiony, lecz
z dodatkowym pierscieniem w tancuchu aminoalkilowym) wykazat zblizong aktywnosé do
C-2028. Natomiast aktywnos$¢ zwigzku C-2053 (analogu bez grupy OH i z grupg CHs) byla
trzykrotnie nizsza w poréwnaniu z analogami niepodstawionymi. Wobec powyzszego
wnioskowa¢ mozna, iz obecnos¢ dodatkowych podstawnikéw (szczegdlnie grupy hydroksylowej)
w strukturze bisakrydyny skutkuje obnizeniem aktywnosci cytotoksycznej wobec komoérek
nowotworowych HT-29. Wynik ten jest zaskakujgcy, poniewaz wczesniejsze badania nad
monomerami wykazatly dla nich odwrotng zaleznosé. Zwigzek C-1311 wykazywat zdecydowanie
wyzszg aktywnos¢ w poréwnaniu ze swoim analogiem nie posiadajgcym grupy hydroksylowe;j
[Cholody i in. 1992 i 1996, Kusnierczyk i in. 1994, Dopierata i in. 2011].

IV.6.3.2. Metabolizm badanych zwigzkdw w komdrkach HT-29 — stezenie 25 uM

Nastepnie przeprowadzono badania nad metabolizmem badanych bisakrydyn
tj. C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053. Wyniki analiz RP-HPLC i ESI-MS otrzymane po inkubacji
przez 0, 1, 2, 3,17 godz. w 37°C komorek HT-29 ze zwigzkiem C-2028/C-2041/C-2045/C-2053

o stezeniu 25 pM zestawiono i zamieszczono ponizej (Rys.IV.38-41).

"7 Hra2 POZYWKA %1 | EksTRAKT
12 ﬂ C-2028
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— 9 C-2028 5
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Rys.IV.38. Metabolizm zwigzku C-2028 w komorkach nowotworowych HT-29. Wyniki analiz
chromatograficznych pozywek pohodowlanych i ekstraktéw komoérkowych przedstawiono jako zestaw
chromatograméw: K (kontrola pozywki/ekstraktu komorkowego z komorek nietraktowanych zwigzkiem) oraz
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po czasach inkubacji: 0, 1, 2, 3, 17 i 24 godz.; stezenie zwigzku C-2041 na ptytce — 25 uM, Analiza
prowadzona przy 430 nm metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.

Analizujac otrzymane wyniki dla zwigzku C-2028 (Rys.IV.38) mozna zauwazyc,
iz w pozywce juz po godzinie gwattownie spada stezenie zwigzku C-2028. W ekstrakcie natomiast
w miare wydiuzania czasu inkubacji stezenie substratu rosnie. Zatem jednoznacznie mozna
stwierdzi¢, iz C-2028 wnika do komorki bardzo szybko i w niej pozostaje. Po 24 godzinach
w ekstrakcie komorkowym zaobserwowano jedynie $ladowe ilosci opisywanego juz wczesniej
metabolitu M4280 m/z=307. Zaréwno w pozywce, jak i ekstrakcie nie wykryto réwniez metabolitow

dimerycznych.

Natomiast jak wida¢ na kolejnych zatgczonych chromatogramach (Rys.IV.39) zwigzek
C-2041 duzo wolniej wnika do komoérki niz C-2028. Po trzech godzinach stezenie tego zwigzku
w pozywce jest nadal wysokie. Dopiero po 17 godzinach nastepuje gwattowny ubytek substratu
w pozywce. Prawdopodobnie spowodowane jest to wnikaniem zwigzku do komérki, poniewaz
w miare wydtuzania czasu inkubacji przybywa zwigzku C-2041 w ekstrakcie komérkowym.
Ponadto w ekstrakcie nie wykryto metabolitow w formie dimerycznej, lecz tylko $lad pochodzacy

od opisywanego juz wczesniej metabolitu M44!' 0 m/z=362.
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C-2041 45 1
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C-2041
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Rys.IV.39. Metabolizm zwigzku C-2041 w komorkach nowotworowych HT-29. Wyniki analiz
chromatograficznych pozywek pohodowlanych i ekstraktéw komoérkowych przedstawiono jako zestaw
chromatograméw: K (kontrola pozywki/ekstraktu komérkowego z komoérek nietraktowanych zwigzkiem) oraz
po czasach inkubacji: 0, 1, 2, 3i 17 godz.; stezenie zwigzku C-2041 na plytce — 25 pM, Analiza prowadzona
przy 430 nm metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.

Analiza chromatograméw przedstawionych na Rys.IV.40 wykazata, ze w pozywce
w miare wydiuzania czasu inkubacji stezenie zwigzku C-2045 szybko spada. W ekstrakcie
natomiast stezenie C-2045 na poczatku rosnie (zwigzek wnika do komérki), a po 3 godzinach
nagle spada. Juz po 1 godzinie stezenie substratu maleje kosztem wzrastajagcego stezenia
metabolitu (m/z=792). Wyniki te wskazuja, ze zwigzek C-2045 metabolizuje w komérkach HT-29.
W miare wydtuzenia czasu inkubacji obserwowany jest wzrost jego stezenia w pozywce. Analiza
ESI-MS wykazata, iz nowy produkt to opisywany juz wczesniej glukuronid zwigzku C-2045

(G-2045).
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Rys.IV.40. Metabolizm zwigzku C-2045 w komorkach nowotworowych HT-29. Wyniki analiz
chromatograficznych pozywek pohodowlanych i ekstraktéw komoérkowych przedstawiono jako zestaw
chromatograméw: K (kontrola pozywki/ekstraktu komérkowego z komoérek nietraktowanych zwigzkiem) oraz
po czasach inkubacji: 0, 1, 2, 3,17 i 24 godz.; stezenie zwigzku C-2045 na ptytce — 25 pM, Analiza
prowadzona przy 430 nm metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.
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Rys.IV.41. Metabolizm zwigzku C-2053 w komdrkach nowotworowych HT-29. Wyniki analiz
chromatograficznych pozywek pohodowlanych i ekstraktéw komoérkowych przedstawiono jako zestaw
chromatograméw: K (kontrola pozywki/ekstraktu komérkowego z komoérek nietraktowanych zwigzkiem) oraz
po czasach inkubacji: 0, 1, 2, 3, 17 i 24 godz.; stezenie zwigzku C-2053 na ptytce — 25 uM, Analiza
prowadzona przy 430 nm metodga RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.

W przypadku zwigzku C-2053 (Rys.IV.41) wyraznie widac, ze w pozywce jego stezenie
spada w bardzo szybkim tempie, natomiast w ekstrakcie komérkowym gwattownie rosnie. Wydaje
sie, iz zwigzek ten wnika do komérki najszybciej w poréwnaniu z innymi badanymi
bisakrydynami. Nie jest tez wyrzucany na zewnatrz komorki. Zaréwno w ekstrakcie komorkowym,
jak i w pozywce nie zaobserwowano produktdw przemiany metabolicznej zwigzku C-2053.
Kinetyka wnikania do komorki tego zwigzku wydaje sie by¢ podobna do kinetyki reakcji zwigzku

C-2028.
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1V.6.3.3. Metabolizm badanych zwigzkéw w komdrkach HT-29 — stezenie 5 uM

Ze wzgledu na fakt, iz w komoérkach HT-29 po 24 godzinnej inkubacji ze zwigzkiem
o stezeniu 25uM nie zaobserwowano innych dimerycznych produktéw metabolizmu oprocz
glukuronidu zwigzku C-2045, zdecydowano sie rowniez przeprowadzi¢ dodatkowe badania

z pigciokrotnie nizszym stezeniem bisakrydyny w komérkach tj. 5 uM.
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Rys.IV.42. Metabolizm bisakrydyn A — C-2028, B — C-2045, C — C-2053 w komérkach nowotworowych
HT-29. Wyniki analiz chromatograficznych pozywek pohodowlanych i ekstrakiow komdrkowych
przedstawiono jako zestaw chromatogramoéw: K (kontrola pozywki/ekstraktu komérkowego z komédrek
nietraktowanych zwigzkiem) oraz po czasach inkubacji: 0, 3, 24 i 48 godz.; stezenie zwigzku na ptytce
— 5 uM, Analiza prowadzona przy 430 nm metodg RP- HPLC (Waters).
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Ze wzgledu na problemy z rozpuszczalnoscig dla zwigzku C-2041 (osadzanie sie na
kolumnie), a takze fakt iz zwigzek ten nie wykazywat podatnosci na metabolizm wobec zadnych
zastosowanych wczesniej w niniejszej pracy izoenzyméw rekombinantowych badania te
przeprowadzono tylko dla bisakrydyn o symbolach C-2028, C-2045 i C-2053 (Rys.IV.42).

Analiza otrzymanych wynikow wykazata, ze pomimo zastosowania duzo nizszego
stezenia bisakrydyny oraz wydtuzenia czasu inkubacji komérek ze zwigzkiem do 48 godzin nie
zaobserwowano powstawania istotnych stezen innych metabolitow oprocz glukuronidu zwigzku
C-2045. Co ciekawe, nie zaobserwowano rowniez w tych warunkach obecnosci metabolitéw
monomerycznych, obserwowanych wczesniej przy wyzszych stezeniach zwigzku.
Wywnioskowano zatem, iz badane bisakrydyny C-2028 i C-2053, poza C-2045 wykazujg
stabilnos¢ i nie ulegajg bezposrednim przemianom metabolicznym w komérkach HT-29. Przy
zastosowaniu wyzszych stezen tych zwigzkéw obserwuje sie jedynie obecnos$¢ produktow
monomerycznych, ktérych powstawanie jest prawdopodobnie wynikiem nie przemian
enzymatycznych a hydrolizy (atak na wigzanie C-N) dimeréw do monomeréw, takich Z1, ktére

nastepnie ulegajg przemianom do produktu M4 (Rys.IV.43.).

<:|H3
0 HNT > ONTONTONH, o HN/\/\NiCHa
’ O O ) O O H
N N
l—n Z —n M4
/ \,;k: /\/\
o HN/\/\N N/MNHQ O HN N NH

w (10
980 N

l—\ =

Rys.IV.43. Proponowany szlak powstawania monomerycznego metabolitu M4 z produktu hydrolizy
bisakrydyny — Z1.

Analizy przedstawione na Rys.IV.42 pokazaly réwniez kinetyke wnikania bisakrydyn do
komérek, a doktadnie poziomy badanych zwigzkbw w pozywce hodowlanej i ekstrakcie
komorkowym po ich inkubacji z komdérkami nowotworowymi HT-29. Wyniki wskazaly, ze
penetracja zwigzkéw miedzy wnetrzem komarki a pozywka inkubacyjng wskazuje rézna kinetyke
dla kazdego zwigzku. W przypadku niepodstawionego C-2028 jego stezenie w pozywce
komérkowej spada po 3 godzinach inkubacji i po 48 godzinach zwigzek powraca do pozywki
komérkowej. Odpowiednio, stezenie C-2028 w ekstrakcie komérkowym byto wysokie do 24
godzin i znacznie nizsze po 48 godzinach. W przypadku zwigzku C-2053 z grupg 4-metylowg
w pierscieniu 1-nitroakrydyny, po inkubacji zaobserwowano nizsze stezenie substratu w pozywce
komérkowej. Jednak w ekstraktach komoérkowych znaleziono niezwykle wysokie poziomy

C-2053. Zwigzek ten szybko wnika¢ do komorki i po uptywie 24 godzin jego poziom wzrést, a po
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kolejnych 24 godzinach tylko nieznacznie spadt. Mozna przypuszczac, ze obecnos¢ grupy
metylowej w pierscieniu akrydyny C-2053 podwyzsza jego lipofilowo$c¢, co powoduje zatrzymanie

potencjalnego leku wewnatrz komoérki.

IV.6.3.4. Identyfikacja produktow przemian badanych bisakrydyn powstajgcych w wyniku ich

inkubacji z komdrkami nowotworowymi

Podczas analiz chromatograficznych oprécz jonéw masowych zebrano rowniez widma
UV-vis produktéow otrzymanych w wyniku inkubacji badanych zwigzkéw (C-2028, C-2041,
C-2045 i C-2053) z komoérkami nowotworowymi jelita — HCT116, HCT116-1A10 i HT-29. Na
podstawie zebranych danych tj. wartosci m/z i widm absorpcyjnych, a takze wczesniejszych
etapow badan w ukiadach bezkomoérkowych zaproponowano struktury dla poszczegdélnych
produktéw pochodzgcych z transformacji badanych zwigzkéw komérkach nowotworowych
(Tabela.lV.9.).

Tabela IV.9 Proponowane struktury metabolitéw pochodzacych od bisakrydyn i otrzymanych podczas
inkubacji z komoérkami nowotworowymi HCT116, HCT116-1A10 i HT-29.

Zwigzek ESI-MS Proponowana struktura

m/z

M42853 307
N

M441 362 O O
N

|
o HN/\/\N/\/\NHZ

22853 364 O
N

HOOC
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HO
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Rys.IV.44. Analiza poréwnawcza otrzymanych chromatograméw MS, m/z=616.3 dla zwigzku C-2045 i 792.3 dla O-glukuronidu podczas inkubacji komérek HCT116-1A10
i HT-29 ze zwigzkiem C-2045 oraz wobec rekombinantowego UGT1A10. Analiza prowadzona przy 430 nm metodg RP- HPLC (Shimadzu) i ESI-MS.

UGT1A10
m/z616.25 (+), 2 h m/z792.25 (+), 2 h
(x1 000 000) - (x1 000 000)
8,75 15751522 6,65 1 5 645 501
2 C-2045 2 G-2045
0,00 T T T 0,00 T T T
0 10 20 30 40 0 0 20 30 40
HCT116-1A10
m/z792.25 (+), 0 h m/z792.25 (+), 72 h
(x10 000 (x100 000)
6.26 162 565 153 536
> =
= Brak produktu 2 100
g glukuronidaciji £ G-2045
0,003 S b s i i - 0,00 ) : ,
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
min min
HT-29
m/z792.25 (+),0 h m/z792.25 (+), 17 h
(x10 000) j (x1 000 000) )
6.28 {62 773 1809 037
rg Brak produktu % G-2045
£ glukuronidacji 13 1,00
0.00 gty et il T i 0,00 s
0 0 20 30 40 . a = 50 Bl

min
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Podsumowujgc, wyniki wskazatly, ze w trzech badanych liniach komérek nowotworowych
przemiany zwigzkéw bez grupy hydroksylowej w pierscieniu imidazoakrydonu biegng poprzez
degradacje wigzan C-N w fancuchu tgczacym dwa monomery (Z1 i M4). Jednakze stopien tych
przemian jest bardzo niski, bowiem nawet po najdtuzszych czasach inkubacji komérek
z pochodnymi bisakrydyny, stezenia badanych substratow w ekstraktach komorkowych
i pozywkach pohodowlanych sg bardzo wysokie w stosunku do powstajgcych produktow Z1 i Ma.
Zatem wywnioskowano, ze zwigzki C-2028, C-2041 i C-2053 wykazujg aktywnos¢ cytotoksyczng
bez uprzedniej aktywacji biochemicznej. Natomiast zwigzek C-2045 z grupa hydroksylowa ulega
przemianie do glukuronidu w komérkach o zwiekszonej ekspresji enzymu UGT odpowiedzialnego
za tg reakcje. Analiza RP-HPLC i ESI MS wykazata, ze jest to ten sam produkt, ktéry otrzymano
wobec rekombinantowego izoenzymu UGT1A10 (Rys.IV.44).

IV.7. Wplyw badanych pochodnych bisakrydyny na aktywnos¢ wybranych

rekombinantowych izoenzymoéw

Wykazano wczesniej (/V.5.1. Metabolizm pochodnych bisakrydyny C-2028, C-2041,
C-2045 i C-2053 wobec rekombinantowych izoenzymow cytochromu P450) niski stopien
przemiany badanych bisakrydyn wobec izoenzymoéw P450 3A4 i P450 2C19 oraz brak produktéw
metabolizmu tych zwigzkéw wobec wiekszosci izoenzymoéw podrodziny UGT1A,
aw szczegoblnosci UGT2B. Rowniez w komorkach nowotworowych zwigzki te nie ulegaty istotnym
przemianom, poza glukuronidacjg C-2045. Wobec tego w kolejnym etapie podjeto badania
w kierunku wptywu badanych zwigzkéw na aktywnos$¢ w/w enzymoéw, ktére metabolizujg wiele
substancji aktywnych. Modulacja aktywnosci enzyméw odpowiedzialnych za przemiany
metaboliczne innych lekow jak réwniez zwigzkéw naturalnych obecnych w organizmie cztowieka
np. hormondéw moze mie¢ znaczacy wplyw na skutecznos¢ terapii, ze wzgledu na mozliwe

wystgpienie interakcji lek-lek badz lek-substancje endogenne.
IV.7.1. Wplyw badanych bisakrydyn na aktywnos¢ izoenzymow P450 2C19 i 3A4

Celem pierwszego etapu zaproponowanych powyzej badan byto okreslenie zdolnosci
badanych bisakrydyn do modulacji aktywnosci rekombinantowych izoenzyméw P450, P4502C19
i 3A4. W zaleznosci od izoformy stosowano rézne substraty standardowe. Aktywnos¢ P4502C19
okreslano na podstawie przemian metabolicznych imipraminy, natomiast aktywnos¢ P4503A4

z zastosowaniem testosteronu.
IV.7.2.1. P450 2C19

Dla zbadana wptywu zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 na aktywnosc
izoenzymu P4502C19 sporzgdzono mieszaniny reakcyjne wedtug Tabeli 111.3 przedstawionej
w czesci eksperymentalnej (111.3.6.1. Wplyw bisakrydyn na aktywnos¢ izoenzymow P4502C19 i

P4503A4). Reakcje prowadzono przez 30 min przy braku oraz w obecnosci roznych stezen
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zwigzkéw tj. 0,01mM, 0,02mM i 0,05mM. Otrzymane wyniki zebrano i zestawiono na ponizszym
wykresie (Rys.IV.45.).

° ns NS npg

‘g‘ 100 €L ns

x - i kontrola
2 80

> uC-2028
8 60 C-2041
S 40 mC-2045
o

1§ 20 = C-2053
c

2 0

2

£ 0,01 mM 0,02 mM 0,05 mM

Stezenie bisakrydyny

Rys. IV.45. Wptyw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 na aktywnos$¢ izoenzymu P450 2C19. Analiza
prowadzona metodg RP- HPLC (Shimadzu). Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci wraz
z odchyleniami standardowymi uzyskane na podstawie co najmniej dwdch powtdrzen. Analize statystyczng
réznic pomiedzy kontrolg a seriami dla poszczegolnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem
ANOVA, gdzie * p < 0.05, ** p < 0.01, *™* p < 0,001 oznacza rdznice istotne statystycznie, ns — wynik
nieistotny statystycznie.

Na podstawie uzyskanych wynikbw mozna stwierdzi¢, iz nawet najwyzsze stezenia
badanych zwigzkéw nie wykazujg znacznego wptywu na dziatanie izoenzymu P4502C19. W
przypadku zwigzkoéw C-2028 i C-2045 stopien zahamowania aktywnosci P4502C19 jest niewielki

ok. 20%.
IV.7.2.2. P450 3A4

W celu zbadania wptywu badanych bisakrydyn (C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053) na
aktywnos¢ izoenzymu P4503A4 reakcje prowadzono réwniez przez 30 min przy braku i w
obecnosci réznych stezehn zwigzkow tj. 0,002; 0,005; 0,01; 0,02; 0,05 mM. Otrzymane wyniki
zebrano i zestawiono na ponizszym wykresie (Rys.IV.46.).
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Stezenie bisakrydyny

Rys. IV.46. Wptyw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 na aktywnos$¢ izoenzymu P4503A4. Analiza
prowadzona metodg RP- HPLC (Shimadzu). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz
z odchyleniami standardowymi uzyskane na podstawie co najmniej dwdch powtdrzen. Analize statystyczng
réznic pomiedzy kontrolg a seriami dla poszczegolnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem
ANOVA, gdzie * p < 0.05, ** p < 0.01, *™* p < 0,001 oznacza rdznice istotne statystycznie, ns — wynik
nieistotny statystycznie.
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Analizujgc otrzymane wyniki mozna generalnie postawi¢ wniosek, ze badane pochodne
bisakrydyny tj. zwigzki C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 w duzym stopniu hamujg aktywnos¢é
izoenzymu P4503A4, nawet do 80% przy stezeniach 0,02 i 0,05 mM. Jednak wykazujgc réwniez
wysokie hamowanie, zwigzkiem odbiegajacym od pozostatych okazat sie C-2045 (analog z grupg
hydroksylowg w pierscieniu imidazoakrydonu). Juz przy najnizszych stezeniach zwigzek ten
wykazywat ponad 90% spadek aktywnosci P4503A4. Wzrost jego stezenia powodowat dalszy
wzrost hamowania aktywnosci tego izoenzymu. Dla najwyzszych stezen zaobserwowano

praktycznie catkowitg inhibicje (99%).
IV.7.2. Wptyw badanych pochodnych bisakrydyny na aktywnos¢é wybranych UGT

Badania zdolnosci bisakrydyn do modulacji aktywnosci rekombinantowych izoenzymoéw
UGT przeprowadzono z izoenzymami UGT1A1, 1A4, 1A6, 1A9, 1A10, 2B7, 2B15
i 2B17. W zaleznosci od izoformy stosowano rézne substraty standardowe. Aktywnosé UGT1A6,
1A9, 1A10, 2B4, 2B15 i 2B17 okreslono na podstawie glukuronidaciji TFK, natomiast aktywnosé
UGT1A1, 1A4 i 2B7 z zastosowaniem odpowiednio: SN-38, TFP i epirubicyne (EPI). Wybor
izoenzyméw zostat podyktowany ich miejscem i poziomem ekspresji (wiekszos¢ wybranych
izoform UGT ulega ekspresji w watrobie z wyjatkiem UGT1A10, ktére ulegaja ekspresji gtéwnie
w jelitach), zdolnoscig katalityczng (UGT1A4 jako jedyny katalizuje selektywnie reakcje
N-glukuronidacji) oraz znaczeniem dla metabolizmu lekéw. Obnizona ekspresja lub aktywnos¢
izoenzymu UGT1A1, moze sta¢ sie przyczyng powaznych efektéw ubocznych chemoterapii.
Inhibicja UGT1A1, jedynej izoformy odpowiedzialnej za glukuronidacje, prowadzi do wystagpienia
niesprzezonej hiperbilirubinemii. Natomiast nadekspresja UGT1A6 przyczynia sie do opornosci
linii komoérkowych raka piersi na metotreksat. Wiele doniesien literaturowych wskazuje réwniez
na mozliwos¢ interakcji typu lek-lek oraz pomiedzy lekami a skfadnikami ziét wynikajgcych
z inhibicji UGT1A9. UGT2B7 odpowiada za metabolizm 35% lekéw podlegajacych glukuronidacji.
Hamowanie aktywnosci tego izoenzymu jak i innych przedstawicieli rodziny UGT2B (UGT2B15
i UGT2B17) jest niezwykle istotne ze wzgledu na mozliwe oddziatywanie lek-lek oraz

lek-substancje endogenne [Yang i in. 2017].
Iv.7.2.1. UGT1A1

Wplyw badanych pochodnych bisakrydyn (C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053) na
aktywnos¢ izoenzymu UGT1A1 oznaczono wobec specyficznego substratu SN-38. Reakcje
glukuronidacji prowadzono przez 30 min przy braku oraz w obecnosci réznych stezehn zwigzkéw
C-2028, C-2041, C2045 i C-2053 tj. 0,01mM, 0,02 mM i 0,05 mM. Otrzymane wyniki zebrano i

zestawiono na ponizszym wykresie (Rys.IV.47.)
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Rys.1V.47. Wptyw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 na aktywnos$¢ UGT1A1. Analiza prowadzona metoda
RP - HPLC (Shimadzu). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskane na podstawie co najmniej dwoch powtdrzen. Analize statystyczng réznic pomiedzy kontrolg a
seriami dla poszczegdlnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem ANOVA, gdzie *** p < 0,001
oznacza réznice istotne statystycznie.

Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano, ze zwigzki C-2028, C-2041, C-2045
i C-2053 indukujg istotna inhibicje procesu syntezy glukuronidu zwigzku SN-38. Dla przyktadu,
przy najnizszych stezeniach C-2028 spadek aktywnosci izoenzymu UGT1A1 siega nawet 77%.
Przy wyzszych stezeniach tego zwigzku stopien hamowania jest nieznacznie nizszy i siega 65%-
70%. Zatem wraz ze wzrostem stezenia zwigzku C-2028 nie obserwuje sie wzrostu stopnia
hamowania aktywnosci izoenzymu UGT1A1. Moze by¢ to spowodowane np. wysyceniem
enzymu inhibitorem. Nie mniej jednak mozna jednoznacznie stwierdzi¢, ze C-2028 jest silnym
inhibitorem izoenzymu UGT1A1. Zwigzki C-2041 i C-2053 takze wptywajg na silne zahamowanie
aktywnosci UGT1A1 (60-81%). W przeciwienstwie do C-2028 i C2045 wraz ze wzrostem stezenia

zaobserwowano wzrost stopnia inhibiciji.
Iv.7.2.2. UGT1A4

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie, czy badane bisakrydyny sg inhibitorami
izoenzymu UGT1A4. Badania przeprowadzono wobec specyficznego substratu TFP. Reakcje
glukuronidacji prowadzono przez 30 min przy braku oraz w obecnosci zwigzkéw C-2028, C-2045
i C-2053 o stezeniu 0,01mM, 0,02 mM i 0,05 mM. Otrzymane wyniki zebrano i zestawiono na
ponizszym wykresie (Rys.IV.48.). W obecnosci zwigzku C-2028 nie zaobserwowano hamowania
aktywnosci izoenzymu UGT1A4. Mozna zatem zatozy¢, iz nie wywiera on wplywu na dziatanie
tego izoenzymu. W przypadku zwigzkéw C-2045 i C-2045 stopien zahamowania aktywnosci
UGT1A4 jest niewielki ok. 20 %. Jesli w tym przypadku inhibicja ma miejsce, to przy tak niewielkim

stopniu, ze to nie bedzie miato znaczenia w warunkach in-vivo.
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Rys.IV.48. Wpltyw C-2028, C-2045 i C-2053 na aktywnos¢ UGT1A4. Analiza prowadzona metoda
RP - HPLC (Shimadzu). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskane na podstawie co najmniej dwoch powtdrzen. Analize statystyczng réznic pomiedzy kontrolg a
seriami dla poszczegdlnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem ANOVA, gdzie ** p < 0.01,
*** p < 0,001 oznacza r6znice istotne statystycznie, ns — wynik nieistotny statystycznie.

IV.7.2.3. UGT1A6

Zbadano rowniez wplyw zwigzkéw C-2028, C2045 i C-2053 na aktywnos$¢ izoenzymu
UGT1A6. Jako substratu zastosowano TFK - standardowy substrat dla wielu izoenzymoéow UGT.
Reakcje glukuronidacji prowadzono przez 30 min przy braku oraz w obecnosci réznych stezen
zwigzkéw tj. 0,01mM, 0,02 mM i 0,05 mM. Otrzymane wyniki zebrano i zestawiono na ponizszym
wykresie (Rys.IV.49.). Ich analiza pozwala stwierdzi¢, iz zaden z badanych zwigzkow nie wptywat
na aktywnos¢ izoenzymu UGT1A6. Nawet w przypadku obecnosci najwyzszych stezehn zwigzku
C-2028, C-2045 lub C-2053 w prébce aktywnos¢ izoenzymu wynosita ok. 100%. Zatem, badane

wykazano, ze bisakrydyny nie sg inhibitorami izoenzymu UGT1AB6.
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Rys.IV.49. Wplyw C-2028, C-2045 i C-2053 na aktywno$s¢ UGT1A6. Analiza prowadzona metodg
RP - HPLC (Shimadzu). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskane na podstawie co najmniej dwoch powtdrzen. Analize statystyczng réznic pomiedzy kontrolg a
seriami dla poszczegdlnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem ANOVA, gdzie ns — wynik
nieistotny statystycznie.

IV.7.2.4. UGT1A9

Wptyw badanych bisakrydyn na aktywnos¢ UGT1A9 badano wobec standardowego
substratu dla izoenzymow UGT tj. TFK. Reakcje glukuronidacji prowadzono przez 30 min przy
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braku oraz w obecnosci trzech stezen zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 tj. 0,01mM,
0,02 mM i 0,05 mM. Otrzymane wyniki zebrano i zestawiono na ponizszym wykresie (Rys.IV.50.).
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Rys.IV.50. Wptyw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 na aktywnos¢é UGT1A9. Analiza prowadzona metodg
RP - HPLC (Shimadzu). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskane na podstawie co najmniej dwoch powtdrzen. Analize statystyczng réznic pomiedzy kontrolg a
seriami dla poszczeg6lnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem ANOVA, gdzie * p < 0.05,
**p<0.01, " p <0,001 oznacza rdznice istotne statystycznie, ns — wynik nieistotny statystycznie.
Rowniez w tym przypadku nie zaobserwowano wptywu zwigzkéw C-2028, C-2041,
C-2045 i C-2053 na aktywnos¢ badanego izoenzymu UGT1A9. Niezaleznie od stezenia
zwigzkdéw obecnego w prébce glukuronid TFK powstawat z 90-99% wydajnoscia. Jedynie dla
zwigzku C-2041 w przypadku stezenia 0,01mM obserwuje sie spadek aktywnosci enzymu do

80% jednakze wynik ten obarczony jest dos¢ duzym btedem.

IV.7.2.5. UGT1A10

Nastepnym etapem badan byto sprawdzenie, czy badane pochodne bisakrydyny sag
inhibitorami izoenzymu UGT1A10. Jak wspomniano katalizuje on metabolizm gtéwnie poza
watrobg. Badania przeprowadzono wobec standardowego substratu TFK. Reakcje glukuronidacji
prowadzono przez 30 min przy braku oraz w obecnosci zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045 i C-
2053 o stezeniu 0,01mM, 0,02 mM i 0,05 mM. Otrzymane wyniki zebrano i zestawiono na
ponizszym wykresie (Rys.IV.51.).
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Stezenie bisakrydyny
Rys.IV.51. Wptyw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 na aktywno$¢ UGT1A10. Analiza prowadzona metoda

RP - HPLC (Shimadzu). Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskane na podstawie co najmniej dwoch powtdrzen. Analize statystyczng réznic pomiedzy kontrolg a
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seriami dla poszczeg6lnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem ANOVA, gdzie * p < 0.05,
*** p < 0,001 oznacza r6znice istotne statystycznie, ns — wynik nieistotny statystycznie.

Analizujac powyzsze wyniki stwierdzono, iz najnizsze stezenia (0,01mM) trzech
badanych zwigzkéw (oprécz C-2041) nie wykazujg wptywu na dziatanie enzymu UGT1A10. Dla
stezenia posredniego (0,02mM) zaobserwowano niewielki spadek aktywnosci enzymu tj. 11-16%.
Hamowanie aktywnosci izoenzymu UGT1A10 wykazano jedynie dla najwyzszych stezen
badanych zwigzkéw (0,05mM). Stopien inhibicji wynosit odpowiednio, C-2028 — 28%, C-2041
—20%, C-2045 — 48%, C-2053 — 37%.

IV.7.2.6. UGT2B7

Wptyw badanych bisakrydyn na aktywnos¢ UGT2B7 zbadano wobec substratu
specyficznego dla tego izoenzymu, czyli epirubicyny. Reakcje glukuronidacji prowadzono przez
30 min przy braku oraz w obecnosci zwigzkéw C-2028, C-2041, C2045 i C-2053 o stezeniu
0,01mM, 0,02 mM i 0,05 mM. Otrzymane wyniki zebrano i zestawiono na ponizszym wykresie
(Rys.IV.52.). Analizujgc otrzymane dane stwierdzono, iz badane bisakrydyny tj. C-2028, C-2041,
C-2045 i C-2053 w duzym stopniu hamujg aktywnos¢ izoenzymu UGT2B7. 0,01 i 0,02 mM
stezenie zwigzku C-2028 spowodowato 60% spadek aktywnosci tego izoenzymu. Natomiast
w obecnosci najwyzszego stezenia nastgpita 90% inhibicja. Zwigzki C-2045 i C-2053 (analogi
metylowe) okazaty sie znacznie lepszymi inhibitorami. Juz przy najnizszych stezeniach
wykazywaly 90% spadek aktywnosci UGT2B7. Wzrost stezenia powodowat dalszy spadek
hamowania aktywnosci tego izoenzymu. Dla najwyzszych stezeh zaobserwowano praktycznie
catkowitg inhibicje (98-99%). Dla zwigzku C-2041 (analogu z dodatkowym pierscieniem
w tgczniku) obserwuje sie natomiast znacznie stabszy spadek aktywnosci izoenzymu UGT2B7 {j.
30-55%.
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Stezenie bisakrydyny

Rys.IV.52. Wptyw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 na aktywnos$¢ UGT2B7. Analiza prowadzona metoda
RP - HPLC (Shimadzu). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskane na podstawie co najmniej dwoch powtdrzen. Analize statystyczng réznic pomiedzy kontrolg a
seriami dla poszczegdlnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem ANOVA, gdzie *** p < 0,001
oznacza réznice istotne statystycznie.
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Iv.7.2.7. UGTZ2B15

Zwigzki C-2028, C-2045 i C-2053 zbadano réowniez pod katem inhibicji izoenzymow
UGT2B15. W tym celu jako substrat zastosowano TFK — standardowy substrat dla izoenzymow
UGT. Podobnie jak we wczesniejszych przypadkach reakcje glukuronidaciji prowadzono przez 30
min przy braku oraz w obecnosci zwigzkéw C-2028, C-2045 i C-2053 o stezeniu 0,01mM, 0,02

mM i 0,05 mM. Otrzymane wyniki zebrano i zestawiono na ponizszym wykresie (Rys.IV.53.).

g 100 ns
£ - =
xe 80 KKK
°\ KKK KKK
; kontrola
g 60 uC-2028
mC-2045
g 40 xxx
° " C-2053
2 20
c
§ 0
0,01 mM 0,02 mM 0,05 mM

Stezenie bisakrydyny

Rys.IV.53. Wptyw C-2028, C-2045 i C-2053 na aktywnos¢ UGT2B15. Analiza prowadzona metodg
RP - HPLC (Shimadzu). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskane na podstawie co najmniej dwoch powtdrzen. Analize statystyczng réznic pomiedzy kontrolg a
seriami dla poszczegolnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem ANOVA, gdzie * p < 0.05,
**p<0.01, ™ p<0,001 oznacza roznice istotne statystycznie, ns — wynik nieistotny statystycznie.

Na Rys. IV.48. wyraznie widag¢, ze inaczej niz w przypadku z UGT2B7 znacznie lepszym
inhibitorem dla izoenzymu UGT2B15 okazat si¢ zwigzek C-2028 (analog demetylowy). Wraz ze
wzrostem jego stezenia nastepowat wzrost stopnia hamowania aktywnosci izoenzymu UGT2B15.
Przy najnizszych stezeniach inhibicja wynosita ok. 30% zas przy najwyzszych az 80%. Zwigzek
C-2045 jak i C-2053 nawet w najwyzszych stezeniach nie powodowat spadku aktywnosci
UGT2B15 powyzej 40%.

IvV.7.2.8. UGT2B17

Ostatnim izoenzymem UGT, ktéry zostat poddany badaniom podatnosci na inhibicje byt
UGT2B17. Wptyw zwigzkéw C-2028, C-2045 i C-2053 na aktywnosc¢ tego izoenzymu oznaczono
wobec TFK, czyli standardowego substratu dla UGT. Reakcje glukuronidacji prowadzono przez
30 min przy braku oraz w obecnosci badanych zwigzkéw o stezeniu 0,01mM, 0,02 mM i 0,05 mM.

Otrzymane wyniki zebrano i zestawiono na ponizszym wykresie (Rys.IV.54.).

Analizujagc otrzymane dane stwierdzono ze zwigzki C-2028, C-2045 i C-2053
w nieznacznym stopniu wptywajg na aktywnos¢ UGT2B17. W przypadku najwyzszych stezen
stopieh zahamowania aktywnosci tego izoenzymu wynosit zaledwie 25-40%, natomiast przy

najnizszych stezeniach ok. 20%.
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Rys.IV.54. Wptyw C-2028, C-2045 i C-2053 na aktywnos¢ UGT2B17. Analiza prowadzona metoda
RP - HPLC (Shimadzu). Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskane na podstawie co najmniej dwoch powtdrzen. Analize statystyczng réznic pomiedzy kontrolg a
seriami dla poszczegdlnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem ANOVA, gdzie ** p < 0.01,
***p < 0,001 oznacza roznice istotne statystycznie.

Analizujac powyzsze dane stwierdzono ze =zwigzki C-2028, C-2045 i C-2053
w nieznacznym stopniu wptywajg na aktywnos¢ UGT2B17. W przypadku najwyzszych stezen
stopieh zahamowania aktywnosci tego izoenzymu wynosit zaledwie 25-40%, natomiast przy
najnizszych stezeniach ok. 20%.

Nalezy rowniez dodac, ze nie dla wszystkich wybranych rekombinantowych izoenzymoéw
UGT byto mozliwe przeprowadzenie badan wobec zwigzku C-2041. Zwigzek ten, sposrod
badanych pochodnych bisakrydyny odznacza sie w badanych warunkach duzo gorsza
rozpuszczalnoscig, co skutkowato osadzaniem sie zwigzku C-2041 na kolumnie, przez co

przeprowadzenie analizy HPLC byto w niektérych przypadkach niemozliwe.

IV.7.3. Parametry inhibicji izoenzymow P450 3A4, UGT1A1 i UGT2B7 przez badane
pochodne bisakrydyny

Jak wykazano wczeéniej badane bisakrydyny wykazujg istotny statystycznie wptyw na
aktywnos¢ wybranych rekombinantowych izoenzyméw P450 3A4, UGT1A1 i 2B7. W celu
gtebszej oceny zdolnosci badanych zwigzkéw do modulacji aktywnosci tych izoenzyméw
przeprowadzono szereg dodatkowych eksperymentéw, w ktérych uzyto standardowego substrat
dla UGT, TFK lub dla P450 3A4, testosteron w ro6znym stezeniu: 0; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2 mM przy
braku oraz w obecnosci réznych stezen wybranych bisakrydyn. Reakcje prowadzono przez 45
min dla UGT lub 30 min dla P450 3A4.

IV.7.3.1.Hamowanie P430 3A4 przez C-2045 i C-2053

W pierwszej kolejnosci przeprowadzono doswiadczenie, ktére pozwolito na zbadanie
kinetyki przemiany testosteronu, czyli specyficznego substratu dla izoenzymu P450 3A4, do
6B-hydroksytestosteronu w nieobecnosci bisakrydyny. Na Rys.IV.55 przedstawiono wykres
zaleznosci szybkosci reakcji biotransformacji, wyrazonej jako aktywnos¢ P450 3A4, od

zastosowanego stezenia substratu. Otrzymany wynik wskazuje, ze reakcja zachodzi wedtug
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mechanizmu opisanego rownaniem Michaelisa-Menten. Parametry: statg Michaelisa-Menten

(Km) oraz maksymalng szybkos$¢ reakcji (Vmax) zamieszczono w tabeli (Tabela 1V.10.).
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Stezenie testosteronu [mM]

Rys.IV.55. Zaleznosc¢ szybkosci przemiany testosteronu wobec P450 3A4 od stezenia substratu. Aktywnos¢
enzymu wyznaczono wobec sunstratu testosteronu (0 - 0,5 mM) i 222 pmol/ml P450 3A4 oraz 2 mM NADPH;
czas inkubacji 30 min. Wyniki przedstawiono jako $rednie warto$ci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskanymi na podstawie co najmniej dwoch powtorzen. Wykresy uzyskano na podstawie analizy regresji
nieliniowej za pomocg programu GraphPad Prism 5.

Tabela.lV.10. Parametry kinetyczne przemiany testosteronu wobec rekombinantowego ludzkiego
izoenzymu P450 3A4. Wartosci przedstawiono jako $rednie z dwdch niezaleznych doswiadczen wraz
z odchyleniami standardowymi.

Km [mM] Vmax [pmol/min/pmol]

0,041 £0,012 8113 +616

Kolejnym etapem byto przeprowadzenie analogicznych analiz szybko$ci reakcji, ale
w obecnosci jednej z dwoch wybranych pochodnych bisakrydyn tj. C-2045 lub C-2053
(Rys.IV.56.).
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Rys.IV.56. Analiza inhibicji przemiany testosteronu wobec rekombinantowego ludzkiego izoenzymu P450
3A4. Aktywnos¢ enzymu wyznaczono dla testosteronu (0 - 0,2 mM) wobec 222 pmol/ml P450 3A4 oraz 2
mM NADPH; czas inkubacji 30 min. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami
standardowymi uzyskanymi na podstawie co najmniej dwoch powtdrzen. Wykresy uzyskano na podstawie
analizy regresiji nieliniowej za pomoca programu GraphPad Prism 5.

Analiza otrzymanych wynikéw (Rys.IV.56) wykazata, ze zaréwno zwigzek C-2045, jak i
C-2053 powodujg juz w bardzo niskich stezeniach silne obnizenie aktywnosci izoenzymu P450
3A4, przy czym efekt hamowania dla zwigzku C-2045 jest zdecydowanie silniejszy. Jest to wynik
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zgodny z przedstawionymi powyzej (IV.7.1. Wplyw badanych bisakrydyn na aktywnosc
izoenzymow P450 2C19 i 3A4). Natomiast ponizej zebrano wartosci parametréw inhibicji tej

reakcji wyznaczonych na podstawie dopasowania modelu zebrano w Tabeli IV.11.

Tabela.lV.11. Parametry kinetyczne przemiany testosteronu wobec rekombinantowego ludzkiego
izoenzymu P450 3A4 w obecnosci zwigzku C-2045 i C-2053. Wartosci przedstawiono jako srednie z dwoch
niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

Zwigzek Model inhibicji Ki [uM] Vmax Km [pM]
[nmol/min/mg]

C-2045 niekompetycyjna 0,65 +0,1 9502 £ 778 50 + 11

C-2053 kompetycyjna 58+15 9765 £ 907 58 +15

Za pomocg programu GraphPad Prism 5 dopasowano model inhibicji dla kazdego
zwigzku. Dla C-2045, czyli pochodnej z dodatkowg grupa hydroksylowa najlepiej pasowat model
inhibicji niekompetycyjnej, natomiast dla zwigzku C-2053 (analog bez grupy hydroksylowe;j)
wyznaczono model inhibicji kompetycyjnej.

IV.7.3.2. Wptyw bisakrydyn na aktywnos$¢ UGT1A1

Celem kolejnego etapu badan byto okreslenie kinetyki glukuronidacji standardowego
substratu dla UGT, czyli TFK wobec rekombinantowego ludzkiego izoenzymu UGT1A1
w obecnosci badanych zwigzkéw. W pierwszym etapie przeprowadzono szereg reakcji
w warunkach réznych stezen substratu, stosujgc czas inkubacji 45 min. Wykres przedstawiajacy
zalezno$¢ szybkosci reakcji glukuronidacji od stezenia substratu uzyskany metodg regresiji
nieliniowej (Rys.IV.57) wskazuje, ze reakcja katalizowana przez izoenzym UGT1A1 réwniez
przebiega wedlug mechanizmu opisanego réwnaniem Michaelisa-Menten. Wartosci statej

réwnania (Km) oraz maksymalnej szybkosci reakcji (Vmax) zamieszczono w tabeli (Tabela IV.12.).
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Rys.IV.57. Zaleznos$¢ szybkosci przemiany TFK wobec UGT1A1 od stezenia substratu. Aktywno$¢ enzymu
wyznaczono dla TFK (0 - 0,5 mM) wobec 0,5 mg/ml UGT1A1 oraz 5 mM UDPGA; czas inkubacji 45 min.
Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi uzyskanymi na podstawie
co najmniej dwéch powtdrzen. Wykresy uzyskano na podstawie analizy regresji nieliniowej za pomoca
programu GraphPad Prism 5.
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Tabela.lV.12. Parametry kinetyczne glukuronidacji TFK wobec rekombinantowego ludzkiego izoenzymu
UGT1A1. Wartosci przedstawiono jako srednie z dwoch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami
standardowymi.

Km [mM] Vmax [nmol/min/mg]

0,31 £0,06 4698 + 468

Nastepnie przeprowadzono analogiczne reakcje, w ktérych do mieszaniny reakcyjne;
dodawano okreslone stezenia bisakrydyny C-2028, C-2045 lub C-2053. Otrzymane wyniki
zestawiono i przedstawiono ponizej (Rys. IV.58). Wartosci parametréw inhibicji wyznaczonych na

postawie dopasowania modelu zebrano w Tabeli IV.13.
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Rys.IV.58. Analiza inhibicji przemiany TFK wobec rekombinantowego ludzkiego izoenzymu UGT1A1.
Aktywnos$¢ enzymu wyznaczono dla TFK (0 - 0,2 mM) wobec 0,5 mg/ml UGT1A1 oraz 5 mM UDPGA; czas
inkubacji 45 min. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskanymi na podstawie co najmniej dwoch powtorzen. Wykresy uzyskano na podstawie analizy regresji
nieliniowej za pomocg programu GraphPad Prism 5.

Tabela.lV.13. Parametry kinetyczne przemiany TFK wobec rekombinantowego ludzkiego UGT1A1
w obecnosci 0,05mM C-2028, C-2045 i C-2053. Wartosci przedstawiono jako srednie z dwéch niezaleznych
dos$wiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

Zwiazek Model inhibicji [r:l:ll] [nmol\/,rnr‘lai; /mg] [r:a]
C-2028 substratowa 24+75 3997 + 1178 0,12 £ 0,05
C-2045 substratowa ~ 0,00005 1052 + 264* 0,07+ 0,04*
C-2053 substratowa 0,4+0,8 3528 + 2430 0,12+0,12

* wartosci obliczone na podstawie modelu Michaelisa-Menten
149


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Analiza otrzymanych wynikéw (Rys.IV.58) wykazata, ze badane bisakrydyny dla
nizszych stezeh standardowego substratu (< 0,1 mM) powodujg wzrost aktywnosci izoenzymu
UGT1A1. Przy wyzszych stezeniach TFK, dla zwigzku C-2028 (analogu niepodstawionego) nadal
obserwuje sie indukcje aktywnosci UGT1A1 w poréwnaniu z probka kontrolng (niezawierajaca
bisakrydyny), cho¢ intensywno$¢ tego zjawiska wydaje sie stabngé w miare wzrostu stezenia
standardowego substratu, czyli TFK. Natomiast dla analogéw metylowych (C-2045 i C-2053) przy
stezeniu TFK wyzszym niz 0,1 mM obserwuje sie inhibicje aktywnosci tego izoenzymu. Nalezy
réwniez dodag¢, iz zdecydowanie silniejszy efekt hamowania wywiera zwigzek posiadajgcy, précz

grupy metylenowej, rowniez grupe hydroksylowa tj. C-2045.

Model inhibicji dla kazdego zwigzku zostat dopasowany za pomocg programu GraphPad.
Dla zwigzkuC-2028, C-2045, jak i C-2053 najlepiej dopasowanym modelem okazat sie model

inhibicji substratowe;j.

IV.7.3.3. Wptyw bisakrydyn na aktywnos$¢ UGT2B7

W celu okreslenia mechanizmu zaobserwowanej inhibicji aktywnosci rekombinantowego
izoenzymu UGT2B7 w kolejnym etapie zbadano zmiany przebiegu kinetyki rekcji glukuronidaciji
standardowego substratu TFK w obecnosci badanych zwigzkéw tj. C-2028, C-2045 i C-2053.
Podobnie jak poprzednio (/V.7.3.2. Wplyw bisakrydyn na aktywno$¢ UGT1A1) reakcje
prowadzono przy braku i w obecnosci okreslonych stezen zwigzku C-2028, C-2045 lub C-2053.
Otrzymane wyniki zestawiono i przedstawiono na Rys.IV.59 i Rys.IV.60.

10000
8000
6000
4000

2000

Aktywnosc UGT2B7 [nmol/min/mg)

0.00 0.05 0.10 0.15 0.20
Stezenie TFK [mM]

Rys.IV.59. Zaleznos$¢ szybkosci przemiany TFK wobec UGT2B7 od stezenia substratu. Aktywno$¢ enzymu
wyznaczono dla TFK (0 - 0,2mM) wobec 0,5 mg/ml UGT2B7 oraz 5 mM UDPGA; czas inkubacji 45 min.
Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi uzyskanymi na podstawie
co najmniej dwéch powtdrzen. Wykresy uzyskano na podstawie analizy regresji nieliniowej za pomoca
programu GraphPad Prism 5.

Tabela.lV.14. Parametry kinetyczne glukuronidacji TFK wobec rekombinantowego ludzkiego izoenzymu
UGT2B7. Wartosci przedstawiono jako srednie z dwoch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami
standardowymi.

Km [mM] Vmax [nmol/min/mg]

0,08 + 0,02 11975 + 1578

Otrzymany wynik (Rys.IV.59) wskazuje, ze reakcja glukuronidacji TFK wobec UGT2B7

zachodzi wedlug mechanizmu opisanego roéwnaniem Michaelisa-Menten. Parametry: stata
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Michaelisa-Menten (Km) oraz maksymalna szybkos¢ reakcji (Vmax) zamieszczono w tabeli (Tabela
IV.14.). Dodatek do mieszaniny reakcyjnej 5 uM zwigzku C-2028 lub C-2053 (analogu bez grupy
hydroksylowej) spowodowat wzrost aktywnosci izoenzymu UGT2B7 (Rys.IV.60). Natomiast
wyzsze stezenie C-2028/C-2053 tj 10 uM spowodowato ostabienie tego efektu. W przypadku
zwigzku C-2045, czyli analogu hydroksylowego zaréwno przy stezeniu 5 pM, jak i 10 pM
obserwuje sie gwattowny spadek aktywnosci izoenzymu UGT2B7, przy czym przy wyzszym
stezeniu zjawisko hamowania jest nieznacznie stabsze. Wartosci parametréw inhibicji

wyznaczonych na postawie dopasowania modelu zebrano w Tabeli IV.15.
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Rys.IV.60. Analiza inhibicji przemiany TFK wobec rekombinantowego ludzkiego izoenzymu UGT2B7.
Aktywnos$¢ enzymu wyznaczono dla TFK (0 - 0,2 mM) wobec 0,5 mg/ml UGT2B7 oraz 5 mM UDPGA; czas
inkubacji 45 min. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi
uzyskanymi na podstawie co najmniej dwdch powtorzen. Wykresy uzyskano na podstawie analizy regresiji
nieliniowej za pomocg programu GraphPad Prism 5.

Tabela.lV.15. Parametry kinetyczne przemiany TFK wobec rekombinantowego ludzkiego UGT2B7
w obecnosci 0,05 mM C-2028, C-2045 i C-2053. Wartosci przedstawiono jako srednie z dwdch niezaleznych
dos$wiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

. . Ki Vmax Km
Zwigzek Model inhibicji [mM] [nmol/min/mg] [mM]
C-2028 substratowa 0,3+0,2 29116 £+ 9645 0,16 £ 0,07
C-2045 kompetycyjna 0,3+0,1 12680 + 1637 0,09 £ 0,03
C-2053 substratowa 0,4+0,1 27783 + 2883 0,09 £ 0,03
151


http://mostwiedzy.pl

A\ MOST

Dopasowania modelu inhibicji dla kazdej badanej bisakrydyny dokonano za pomoca
programu GraphPad Prism. Najlepiej dopasowanym modelem dla zwigzkéw nie zawierajgcych
grupy hydroksylowej, tj. C-2028 i C-2053 okazat sie model inhibicji substratowej, natomiast dla
zwigzku C-2045, czyli hydroksy pochodnej otrzymany wynik wskazywat na inhibicje
kompetycyjna.

1V.8. Badanie zmian aktywnosci katalitycznej UGT indukowanych przez pochodne
bisakrydyny w komorkach nowotworowych

Badania zmian aktywnosci katalitycznej izoenzyméw UGT w obecnosci badanych
bisakrydyn przeprowadzono réwniez w uktadach komérkowych. Jako model do badan
zastosowano homogenaty komérek HepG2, czyli ludzkiego nowotworu watroby oraz linie HT-29,
ludzkiego gruczolakoraka jelita. Linia HepG2 posiada wysoka ekspresje izoenzyméw
z podrodziny UGT2B, w tym UGT2B7 oraz z podrodziny UGT1A, zwtaszcza UGT1A1[Hu i in.
2014 i 2015, Pawtowska i in. 2020]. Natomiast linia HT-29 odznacza sie wysokg ekspresjg
izoenzymoéw z podrodziny UGT1A, gtéwnie UGT1A10 [Landmann i in. 2014, Pawtowska i in.
2020]. (Rys.IV.61).

A B
UGT HT29 HepG2

Linia komorkowa Aktywnos¢ UGT

1A1

1A4 HT-29 53,74%
1A9 HepG2 2,63%
1A10

2B7

Rys.IV.61. A - ekspresja wybranych enzyméw metabolizujgcych z rodziny UGT w liniach komorkowych
HepG2 i HT-29. Metoda: Reverse Transcript PCR, Sposéb przedstawienia: elektroforeza w zelu
agarozowym (1,5%, 40 min, 90V; probka: 5 ul), B — Aktywnos$¢ enzymdw UGT w liniach komo6rkowych
HepG2 i HT-29. Metoda: Oznaczono na podstawie zdolnosci do przemiany 50 uM standardowego substratu
TFK dla procesu glukuronidaciji, czas inkubacji 3 godziny, liczba komoérek 2 min — wartosci pochodza
z doswiadczenia wykonanego rownolegle dla wszystkich linii [Pawtowska iin. 2020, dane nie opublikowane]

1V.8.1. Wptyw bisakrydyn na aktywnos¢ UGT w homogenatach komorek HepG2

Ze wzgledu na fakt, iz komorki linii HepG2 wykazujg dos¢ niskg aktywnos¢ izoenzymow
UGT (2,63%) zdecydowano, aby wptyw bisakrydyn na aktywnos$¢ tych enzyméw zbadac¢ nie
bezposrednio w komdrkach, lecz wobec homogenatéw komérek tej linii. Homogenaty otrzymane
z ludzkich linii komérkowych sg bowiem czesto stosowanym modelem do badan glukuronidacji.
Pozwalajg one na otrzymanie bardziej powtarzalnych wynikéw [Hu i in 2014, Quan i in. 2015,
Mréz iin.2018]. Wszystkie reakcje prowadzono w obecnosci kofaktora UDPGA, alametycyny

i jonébw Mg?+, czyli w warunkach sprzyjajacych reakcji glukuronidacii.
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W pierwszej kolejnosci sprawdzono aktywnos¢ izoenzyméw UGT w otrzymanych
homogenatach linii HepG2 stosujac standardowy substrat dla wiekszosci izoenzymoéw UGT —
TFK oraz substraty specyficzne dla UGT1A1 i UGT2B7, odpowiednio: SN-38 oraz epirubicyne.
Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, iz homogenaty komdérek HepG2 wykazaty
aktywnos¢ glukuronidacyjng wobec standardowego substratu (TFK), lecz okazaty sie nieaktywne
wzgledem substratéw specyficznych. Zatem nie wykazaty aktywnosci izoenzymu UGT1A1
i UGT2B7. Wyniki badan zdolnosci do glukuronidacji otrzymanych homogenatéw wobec TFK

zamieszczono w postaci zestawionych chromatograméw (Rys.1V.62).

A B
80 1 0,2mM TFK_hHepG2_60min 80 1 TFK_2,5 mg/ml hHepG2_60 min
60 4 60 A
2 2
% 40 1 TFK £40 TFK
: <
ol
20 4 { il
G-TFK | [
Y\ -
0 — : .
15 20 25 30
t [min] t [min]
——— 5 mg/ml hHepG2 — 0,2 mM TFK
——— 0,1 mM TFK
—— 2.5 mg/ml hHepG2
— 0,056 mM TFK
—— 1 mg/ml hHepG2
— 0,02 mM TFK

Rys.IV.62. Aktywnos$¢ glukuronidacyjna homogenatéw otrzymanych z komérek HepG2 w zaleznosci od A -
stezenia biatek w homogenacie HepG2 i B — od stezenia substratu. Aktywno$¢ wyznaczana wobec
standardowego substratu dla izoenzymoéw UGT (TFK) oraz w obecnosci 5 mM UDPGA; czas inkubacji 60
min. Analiza prowadzona przy 325 nm metodg RP- HPLC (Waters).

Pomimo tego iz, homogenaty HepG2 nie wykazaty aktywnosci wobec UGT1A1i UGT2B7
postanowiono sprawdzi¢, czy badane bisakrydyny wptywaja na zmiany aktywnosci pozostatych

izoenzyméw UGT zawartych w homogenatach linii HepG2.

W tym celu w pierwszej kolejnosci zbadano kinetyke glukuronidacji TFK wobec enzymow
obecnych w homogenatach HepG2 (2,5 mg/ml) przy braku bisakrydyny w mieszaninie reakcyjne;.
Otrzymane wykresy zaleznosci szybkosci glukuronidacji od zastosowanego stezenia substratu
przedstawiono na Rys.IV.63. Otrzymany wynik wskazuje, ze reakcja glukuronidacji zachodzi
wediug mechanizmu opisanego rownaniem Michaelisa-Menten. Parametry: stata Michaelisa-

Menten (Km) oraz maksymalna szybkos¢ reakcji (Vmax) zamieszczono w tabeli (Tabela IV.16.).
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Rys.IV.63. Zaleznos¢ szybkosci przemiany TFK wobec UGT obecnych w homogenacie komérek HepG2 od
stezenia substratu. Aktywnos$¢ enzymu wyznaczono dla TFK (0 - 0,5mM) wobec 2,5 mg/ml biatka oraz 5
mM UDPGA; czas inkubacji 60 min. Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci wraz z odchyleniami
standardowymi uzyskanymi na podstawie co najmniej dwoch powtdrzen. Wykresy uzyskano na podstawie
analizy regresji nieliniowej za pomoca programu GraphPad Prism 5.

Tabela.lV.16. Parametry kinetyczne glukuronidaciji TFK wobec UGT obecnych w homogenacie komérek
HepG2. Wartosci przedstawiono jako $rednie z dwdch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami
standardowymi.

Km [mM] Vmax [pmol/min/mg]
0,12 £ 0,02 66 9829 + 56 650

Nastepnie przeprowadzono analogiczne reakcje, lecz tym razem w obecnosci réznych
stezen zwiagzku C-2028, C-2045 lub C-2053. Otrzymane wyniki zestawiono i zamieszczono.

(Rys.IV.64).
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Rys.IV.64. Analiza zmian kinetyki glukuronidacji TFK wobec UGT obecnych w homogenatach komorek

HepG2. Aktywnos$é enzymu wyznaczono dla TFK (0 - 0,2 mM) wobec 2,5 mg/ml biatka oraz 5 mM UDPGA,;
czas inkubacji 60 min. Wyniki przedstawiono jako srednie wartosci wraz z odchyleniami standardowymi
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uzyskanymi na podstawie co najmniej dwoch powtorzen. Wykresy uzyskano na podstawie analizy regresji
nieliniowej za pomocg programu GraphPad Prism 5.

Jak wida¢ na zatgczonych wykresach (Rys.IV.64.) juz 5 uM dodatek zwigzku C-2028,
C-2045 lub C-2053 do homogenatow komérkowych HepG2 powoduje intensywny, ponad
dwukrotny wzrost aktywnosci izoenzymoéw UGT tam obecnych. Ponadto przy czterokrotnie
wyzszym stezeniu ktéregokolwiek z badanych zwigzkéw nie obserwuje sie wzmocnienia tego
zjawiska. Efekt indukcji dla stezenia 20 uM jest zblizony do tego otrzymanego wobec 5 uM
stezenia bisakrydyny. Wydaje sie zatem, Zze juz niewielkie stezenie badanych zwigzkow
ti. C-2028, C-2045 lub C-2053 powoduje zdecydowany wzrost aktywnosci katalitycznej
izoenzyméw UGT obecnych w homogenatach komérek HepG2, lecz zjawisko to nie jest scisle

zalezne od stezenia badanych zwigzkéw.

Tabela.lV.17. Parametry kinetyczne przemiany TFK wobec UGT obecnych w homogenatach komoérek
HepG2 w obecnosci 5 uM zwigzku C-2028, C-2045 i C-2053. Wartosci przedstawiono jako srednie z dwoch
niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

Zwiazek Km [mM] Vmax [pmol/min/mg]
C-2028 0,077 £ 0,008 1586000 + 67749
C-2045 0,11 £0,02 1674000 + 126125
C-2053 0,15+ 0,05 1568000 + 71002

Dla wszystkich wyznaczonych zaleznosci wyznaczono réwniez parametry: stalg

Michaelisa-Menten (Km) oraz maksymalna szybkos¢ reakcji (Vmax) — Tabela.lV.17.
1V.8.2. Wptyw bisakrydyn na aktywnosé¢ UGT w komdrkach HT-29

Wptyw na aktywnos¢ katalityczng izoenzyméw UGT zbadano bezposrednio réwniez
w ukfadzie komérkowym, a doktadnie w komérkach linii HT-29. Linia ta, jak wspomniano
wczesniej odznacza sie wysoka ekspresja enzyméw UGT, gtéwnie izoenzymu UGT1A10, jak
i bardzo wysokg, bo ponad 50% aktywnoscig tych enzymoéw wyznaczong wzgledem
standardowego substratu dla UGT, TFK [Pawtowska iin. 2020]. Doswiadczenie przeprowadzono
przy statym czasie ekspozycji komérek (24 godz.) na bisakrydyne C-2028, C-2045 lub C-2053
i zmiennym stezeniu danego zwigzku (0-5uM). Zakres stezen zostat dobrany na postawie analizy
wynikéw pochodzacych z wczesniejszych badan, z ktérych wynika, iz (I) wartos¢ ECso dla
badanych zwigzkéw wobec komérek HT-29 jest bardzo niska (0,01-0,04 uM) oraz (II) bisakrydyny
wywierajg wpltyw na aktywnos¢ katalityczng enzymow juz w bardzo niskich zakresach stezen.
Zmiane w aktywnosci katalitycznej komérek HT-29 obserwowano wzgledem TFK, na podstawie
wynikéw analiz chromatograficznych sktadu pozywek pohodowlanych po uprzedniej ekspozycji
komérek na zwigzek C-2028/C-2045/C-2053, w stosunku do komoérek nietraktowanych tym
zwigzkiem. Aktywnosé przeliczono wzgledem liczby zywych komérek (Rys.IV.65).
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Rys.IV.65. Wplyw badanych bisakrydyn C-2028, C-2045 i C-2053 na aktywnos¢ izoenzymoéow UGT
obecnych w komérkach HT-29. Poréwnanie aktywnosci glukuronidacyjnej wrazonej jako udziat procentowy
powierzchni pod pikiem glukuronidu TFK wzgledem sumy powierzchni pod pikami substratu i glukuronidu
przy braku (K) jak i w obecnosci danego zwigzku o réznym stezeniu. Analize statystyczng réznic pomiedzy
kontrola a seriami dla poszczeg6lnych stezen bisakrydyny przeprowadzono testem ANOVA,
gdzie * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0,001 oznacza roznice istotne statystycznie, ns — wynik nieistotny
statystycznie.

Analizujgc przedstawione wyniki mozna dostrzec wyrazny spadek udziatu procentowego
glukuronidu TFK wraz z rosngcym stezeniem badanych zwigzkéw, co Swiadczy o obnizeniu
aktywnosci katalitycznej izoenzyméw UGT obecnych w komérkach HT-29. Najsilniejszy efekt
obserwuje sie przy stezeniu powyzej 1 uM. Natomiast przy nizszych stezeniach hamowanie
zdolnosci glukuronidacyjnej dla wigkszosci zwigzkdéw nie jest juz tak intensywne. Dla zwigzku
niepodstawionego grupg hydroksylowa, czyli C-2028 przy najnizszych stezeniach (< 0,1 uM)
inhibicja wynosita 10 - 15 %, przy czym czes¢ wynikdw byfa nieistotna statystycznie, zas przy
wyzszych stezeniach hamowanie dochodzito do 80%. Wynik ten byt istotny statystycznie
(*** p < 0,001). Zwigzek C-2053, analog metylowy rowniez bez grupy hydroksylowej znaczaco
hamowat aktywnos$¢ badanych izoenzymoéw przy stezeniu 0,001; 0,01; 1 i 5 uM. Aktywnosé
enzyméw wynosita bowiem tylko 30 - 50 % (wynik istotny statystycznie, *** p < 0,001). Dla
stezenia 0,1 pM zaobserwowano spadek aktywnosci enzyméw tylko o 15 %, przy czym wynik
ten okazat sie nieistotny statystycznie. Inny natomiast efekt na aktywnosc¢ izoenzyméw UGT
wywart zwigzek C-2045, analog metylowy z grupg hydroksylowa. Dla stezenia 5 pM nastapit
spadek aktywnosci enzyméw UGT o 55%, za$ dla pozostatych stezen inhibicja wynosita 30-40%.
Wszystkie wyniki otrzymane dla zwigzku C-2045 okazaly sig istotne statystycznie (** p < 0.01 lub
***p < 0,001).

1V.9. Badanie aktywnosci izoenzymu P450 3A4 w homogenatach komoérek HepGz2.

W ramach niniejszej pracy planowano réwniez przeprowadzi¢ badania zmian aktywnosci
katalitycznej izoenzymu P450 3A4 w obecnosci badanych bisakrydyn w uktadzie komoérkowym,
podobnie jak w przypadku enzymow UGT, stosujgc homogenaty komorek HepG2, czyli ludzkiego
nowotworu watroby. Ekspresje wybranych izoenzyméw P450, w tym P450 3A4 w linii komdrek
HepG2 oraz aktywnos¢ P450 3A4 w badanych komoérkach przedstawiono na Rys.IV.66.
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P450 HcT-116 HT-29|HepG2

Aktywnos¢ enzymu P450 3A4 w komérkach
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HT-29 Brak danych
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Rys.IV.66. A - ekspresja wybranych enzyméw metabolizujgcych z rodziny P450 w komérkach linii HCT116,
HT-29 i HepG2. Metoda: Reverse Transcript PCR, Sposéb przedstawienia: elektroforeza w zelu
agarozowym (1,5%, 40 min, 90V; probka: 5 ul), B — Aktywnos$¢ enzymu P450 3A4 w komorkach linii
HCT116, HT-29 i HepG2. Metoda: Oznaczono na podstawie zdolnosci do przemiany 20 uM standardowego
substratu testosteronu (6-B-hydroksylacja), czas inkubacji 24 godziny, liczba komérek 2 min — wartosci
usrednione pochodzace z réznych doswiadczen [Pawtowska iin. 2020]

W pierwszej kolejnosci sprawdzono aktywnos¢ izoenzymu P450 3A4 w otrzymanych
homogenatach linii HepG2 stosujac specyficzny substrat dla P4503A4, czyli testosteron. Niestety,
na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, iz homogenaty komérek HepG2 nie wykazaty
zdolnosci do 6-B-hydroksylacji testosteronu, lecz okazaly sie nieaktywne wzgledem substratu
specyficznego. Zatem nie wykazaty aktywnosci izoenzymu P450 3A4. Wyniki badan zestawiono
z wynikami otrzymanymi w wyniku przeprowadzenia analogicznej reakcji wobec ludzkiego
enzymu rekombinantowego P4503A4 i zamieszczono w postaci zestawu chromatogramow
(Rys.IV.67). Wobec powyzszego, przeprowadzenie dalszych etapéw badan byto niemozliwe do
zrealizowania.
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90 71 0,1 mM testosteron_hHepG2_2godz. 90 1 Testosteron_2.5 mg/mlhHepG2_2 godz.
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i " h "
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—— 1 mg/ml hHepG2 0,1 mM testosteron

- = = = 0,5mg/ml P450 3A4, 30 min 0,2 mM testosteron
= === 0,05 mM testosteron, P4503A4, 30 min

Rys.IV.67. Brak aktywnosci dla 6-B-hydroksylacji wobec homogenatéw otrzymanych z komérek HepG2
w zaleznosci od A - stezenia biatek w homogenacie HepG2 i B — od stezenia substratu. Aktywnosc
wyznaczana wobec specyficznego substratu dla izoenzymu P450 3A4 (testosteron) oraz w obecnosci 2 mM
NADPH; czas inkubacji 2 godziny. Analiza prowadzona przy 245 nm metodg RP- HPLC (Waters). Wyniki
zestawiono z danymi otrzymanymi podczas przeprowadzenia analogicznej reakcji wobec ludzkiego
izoenzymu rekombinantowego P450 3A4 po 30 min inkubacji.
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V. DYSKUSJA

Badania zrealizowane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej stanowig kontynuacje
prac prowadzanych od wielu lat w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej
zmierzajgcych  do  zaprojektowania  pochodnej  akrydyny o  silnym  dziataniu
przeciwnowotworowym i jednoczesnie niskiej toksycznosci ogélnej, co zaowocowatoby
otrzymaniem skutecznego i zarazem bezpiecznego leku przeciwnowotworowego. Zwigzki
0 atrakcyjnych wiasciwosciach otrzymano w Katedrze juz wczesniej, jak np. pierwszy polski lek
przeciwnowotworowy Ledakrin® oraz preparat SymadexR, ktéry zostat skierowany do Il fazy
badan klinicznych. Wyniki otrzymane w niniejszej pracy sg kontynuacjg powyzszych badan,
stanowigc analize wybranych wtasciwosci fizykochemicznych i biologicznych dla nowej,
zsyntetyzowanej w zespole Profesora Jerzego Konopy grupy zwigzkéw — niesymetrycznych
pochodnych bisakrydyny (UAs) o wykazanej wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej [Konopa
iin. 2019, Paluszkiewicz i in. 2020]. Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie podatnosci
tych zwigzkéw na przemiany metaboliczne oraz ich zdolnosci do modulacji aktywnosci
katalitycznej wybranych enzymow metabolizujgcych leki (DME), w tym leki przeciwnowotworowe,
w uktadach modelowych i w komérkach nowotworowych.

Zwigzki wybrane do badan (C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053) stanowig grupe
pochodnych bisakrydyny, UAs zawierajagcych w swojej strukturze dwa pierscienie:
imidazoakrydonu i 9-amino-1-nitroakrydyny potgczone tancuchem aminoalkilowym. Struktury
chemiczne tych zwigzkéw réznig sie miedzy sobg obecnoscig grupy metylowej w pozycji 4
pierscienia 1-nitroakrydyny, obecnoscig grupy hydroksylowej w pozycji 8 pierscienia
imidazoakrydonu lub strukturg tancucha aminoalkilowego wigzacego pierscienie pochodnych
imidazoakrydonu oraz 1-nitroakrydyny (Rys.V.1.).

tacznik aminoalkilowy

O HN R NH NO,
R
AN
8
P
N N #
L——N R2
C-2028: R1=H R =(CH2)3NCH3(CH2)3 R2=H

C-2041: R1=H R=(CH2)3piperazinyl(CH2)3  R2=H
C-2045: R1=0H R =(CH2)3NCH3(CH2)3 R2 = CH3
C-2053: R1=H R =(CH2)3NCH3(CH2)3 R2 = CH3

Rys.V.1. Struktury chemiczne badanych niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny
[Konopa i in. 2019, Paluszkiewicz i in. 2020]
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Przyjete réznice w strukturze zwigzkéw pozwalaja na przeprowadzenie badan nad
zaleznoscig pomiedzy strukiurg chemiczng a zdolnoscig niesymetrycznych pochodnych
bisakrydyny do m. in. tworzenia soli rozpuszczalnych w roztworach wodnych, ale przede
wszystkim do ulegania przemianom metabolicznym w komérkach nowotworowych oraz do
modulacji aktywnosci katalitycznej enzymoéw metabolizujgcych leki. Dowiedziono bowiem juz
wczesniej, ze zaréwno w przypadku monomerycznych pochodnych akrydyny, jak i symetrycznych
bisakrydyn nawet niewielkie zmiany w strukturze prowadzity do radykalnych zmian we
wiasciwosciach biologicznych tych zwigzkéw [Cholody i in. 1995 i 1996, Hariprasha i in. 2007,
Dopierata i in. 2011].

V.1. Wiasciwosci fizykochemiczne niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny

Okreslenie rozpuszczalnosci nowego zwigzku, majacego szanse staé sie
w przysztodci lekiem, wymaga m. in. informacji o wiasciwosciach kwasowo-zasadowych,
potencjalnego leku [Chmiel i in. 2019]. Zastosowanie wybranych rozpuszczalnikdw nie jest
przypadkowe, gdyz docelowo potencjalny lek musi rozpuszcza¢ sie w ptynach fizjologicznych
o0 wiasciwosciach zblizonych do wody o odpowiednim pH [Arnott i in. 2013]. Okreslenie
rozpuszczalnosci badanych zwigzkéw w wodnych roztworach o odpowiednim pH zmierzato, wiec
do opracowania najlepszej procedury ich rozpuszczania, ktérg nastepnie stosowano do dalszych

etapéw badan niniejszej pracy.

Wykazano, ze wszystkie badane zwigzki (C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053) byly
rozpuszczalne w wodzie redestylowanej, 50% etanolu i DMSO do stezenia 10 mM. Ponadto
bardzo tatwo rozpuszczaty sie w 0,05 M buforze mréwczanu amonu (pH ok. 3,4), ktéry jest jednym
z dwoch, oprécz metanolu eluentem stosowanym w analizie HPLC. Zatem wykazano, ze zwigzki
te nie beda osadzac sie na stosowanej kolumnie chromatograficznej. Jednak badane pochodne
bisakrydyny wykazaty nizszg rozpuszczalnos¢ w roztworach buforowych o pH 7,4 tj. w 0,1 M
buforze fosforanowo-potasowym oraz w buforach: 0,05 M Tris-zasada i 0,1 M HEPES, ktére
czesto stosowane sg w eksperymentach zwigzanych z przemianami metabolicznymi lekéw. Na
tej podstawie do dalszych badan metabolizmu badanych zwigzkéw zastosowano tréjetapowg
procedure rozpuszczania: (i) sporzadzenie 10 mM roztworu preparatu w DMSO, (ii) rozcienczenie
roztworu DMSO w buforze HEPES, pH 7,4 dla otrzymania 1 mM roztworu podstawowego oraz
(iii) przygotowanie koncowych roztworéw zwigzku o stezeniu 0,001-0,05 mM w buforze HEPES,
pH 7.4, ktére stosowano bezposrednio do inkubacji zwigzkéw. Nalezy réwniez nadmienic, iz
najlepsza rozpuszczalnoscig w tych warunkach odznaczat sie zwigzek C-2045 (pochodna z grupa
hydroksylowg w pierscieniu imidazoakrydonu), najstabszg zas C-2041 (pochodna z dodatkowym

pierscieniem piperazynowym w fancuchu tgczgcym monomery).

Rozpuszczalnos¢ lekdw jest czynnikiem decydujgcym o ich dostepnosci farmaceutycznej
[Lipinski i in. 1997, Chmiel i in. 2019]. Lek o charakterze zasadowym lepiej wchtania sie
w gornym odcinku uktadu pokarmowego ze wzgledu na kwasne srodowisko tworzgc sole. Leki

o charakterze kwasowym lepiej rozpuszczac sie bedg w dolnym odcinku uktadu pokarmowego,
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gdzie panuje srodowisko zasadowe [Abuhelwa i in. 2017]. Warto$¢ pKa pozwala oszacowac

przewidywang przyswajalnos¢ leku w danym srodowisku fizjologicznym [Chmiel i in. 2019].

Wiasciwosci  kwasowo-zasadowe  badanych  zwigzkéw  okreslono  metodg
miareczkowania spektrofotometrycznego. Zaleznos¢ miedzy maksymalng absorbancjg molowg
(mAU) a wartosciami pH dla trzech zwigzkéw (C-2028, C-2041 i C-2045) wskazata na dwie ostre
zmiany absorbancji dla kazdego zwigzku. Zmiany te odpowiadajg rownowagom kwasowo-
zasadowym heterocyklicznych atoméw azotu i pozwolity okresli¢ wartosci pKa (Rys. IV.12.).
Wartosci te wskazujg, ze druga réwnowaga kwasowo-zasadowa (wartosci pKa w zakresie pH 6,3
— 6,8) odgrywa¢ bedzie kluczowag role w zachowaniu badanych zwigzkéw w warunkach
fizjologicznych. Przy pH > 7 bedg one ulega¢ deprotonowaniu, co zmniejsza rozpuszczalno$¢
w wodzie. Beda wiec wykazywaly rozng rozpuszczalnos¢ w warunkach fizjologicznych
o zmiennym $rodowisku pH: we krwi (pH 7,4), w watrobie (pH 7,2), w zotadku (pH w zakresie
1-3), w jelicie cienkim (pH ok. 5-7), w jelicie kretym i grubym (pH ok. 7-8). Co najwazniejsze, pH
réznych typéw komérek nowotworowych jest bardzo czesto nizsze niz 7, dlatego
rozpuszczalnosci tych zwigzkéw powinny by¢ lepsze w komérkach nowotworowych niz

w komoérkach zdrowych.

Stabilnos¢ badanych zwigzkéw w 0,05 mM roztworach wodnych inkubowanych
w temperaturze 4°C, pokojowej i w 37 °C do 24 godzin byta wysoka, wykazano natomiast, ze nie
nalezy przechowywac¢ pochodnych bisakrydyny w czystym DMSO, lecz za kazdym razem
sporzadzac¢ ten roztwor na swiezo. Jednak roztwdr zwigzku sporzadzony najpierw w DMSO, a
potem 100-200 razy rozcienczony woda redestylowang jest trwaty. Wykazano réwniez, ze
nieodpowiednie przechowywanie roztworéw badanych zwigzkéw, w roztworze wodnym lub
DMSO sprawia, ze zwigzki w niewielkim stopniu ulegajg hydrolizie, w wyniku kt6rej nastepuje
rozerwanie wigzania C9-N w strukturze 9-amino-1-nitroakrydyny, a w efekcie N-dealkilacja
prowadzgca do monomerow. Produkty rozpadu zidentyfikowano jako pochodne imidazoakrydonu
(Z1) i 1-nitro-9-akrydonu (Z2).

V.2. Metabolizm badanych pochodnych bisakrydyny w uktadach bezkomérkowych

Analiza metabolizmu potencjalnego leku, w szczegdlnosci leku przeciwnowotworowego
stanowi nieodtgczny element badan przedklinicznych, czyli na wczesnych etapach wdrazania na
rynek nowych lekéw [Andrade i in. 2016]. Poznanie szlakéw przemian metabolicznych nowych
zwigzkéw, miedzy innymi z udziatem izoenzymoéw cytochromu P450, monooksygenaz
flawinowych oraz UDP-glukuronylotransferaz umozliwia przewidywanie indukowanych przez nie
efektow toksycznych. Ponadto okreslenie ilosci i aktywnosci powstajgcych metabolitéw pozwala
na wykazanie, ktéra z form leku odpowiedzialna jest za wtasciwy efekt terapeutyczny [Ortiz 2015,
Tang iin. 2017, Xiao i in. 2018].
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V.2.1. Metabolizm | fazy pochodnych bisakrydyny

We wstepnych badaniach metabolizmu pochodnych bisakrydyny wobec enzymow
mikrosomalnych r6znego pochodzenia, stwierdzono, ze byty one reaktywne zaréwno wobec
szczurzych, jak i ludzkich aktywowanych mikrosoméw  watroby inkubowanych
z kofaktorem NADPH (I faza metabolizmu). Najefektywniej przemiany badanych zwigzkow
zachodzity wobec enzymow frakcji mikrosomalnej, aktywowanej deksametazonem, DEX czyli
0 podwyzszonej ekspresji izoenzymow cytochromu P450 3A. Ponadto wykazano, ze zwigzek
C-2028 byt metabolizowany znacznie szybciej niz C-2045. Zatem wydaje sie, ze obecnos¢ grupy
hydroksylowej w strukturze badanej bisakrydyny chroni przed degradacja enzymatyczng wobec
izoenzyméw cytochromu P450. Wynik ten jest nieoczekiwany, bioragc pod uwage generalng
mozliwos¢ enzymatycznego utleniania grup hydroksylowych do rodnikéw alkoksylowych
i dalszych przemian utleniajgcych do chinonéw [Smythies i in. 1998, Cosa i in. 2008]. Jednak ten
wniosek jest zgodny z wczesniejszymi wynikami otrzymanymi w naszym zespole, ktére
wskazywaty, ze grupa hydroksylowa w monomerze imidazoakrydynonu C-1311 nie ulegata
bezposrednio metabolicznemu utlenianiu w obecnosci izoenzyméw P450 [Mazerska i in. 2003,
Potegaiin. 2011, Pawtowska i in. 2014].

Okreslono réwniez udziat rekombinantowych izoenzyméw cytochromu P450 2C19 i 3A4
w metabolizmie badanych pochodnych. Stwierdzono, ze wszystkie zwigzki byly wrazliwe wobec
badanych izoenzyméw, chociaz ich zdolnos$é do transformaciji byta zré6znicowana. W poréwnaniu
z C-2028 (analog demetylowy) i C-2053 (analog nie zawierajgcy grupy hydroksylowej) zwigzek
C-2045 wykazatl najnizszg podatnos¢ na metabolizm. Natomiast zwigzek C-2041 (analog
z pierscieniem piperazynom w tgczniku) najszybciej ulegat metabolizmowi wobec P450 2C19 i
3A4, dajgc jeden gtéwny produkt o bardzo wysokiej intensywnosci. Otrzymane produkty
zidentyfikowano na podstawie analizy ESI-MS, a nastepnie ESI-QTOF-MS jako cztery typy
metabolitow:

e M1: produkt redukcji grupy nitrowej do aminowej (dimery z liniowym tgcznikiem),

* M2: N-tlenek z dodatkowym 5-cztonowym pierscieniem (dimery z liniowym tgcznikiem

e MS3: produkt demetylacji w tancuchu tgczacym monomery (dimery bez grupy
hydroksylowej w pierscieniu imidazoakrydonu lub bez pierscienia piperazyno-

wego w tgczniku),

* M4: monomeryczna pochodna imidazoakrydonu (analogi bez CHs w pierscieniu

1-nitroakrydyny).

Modyfikacje w strukturze wiekszosci badanych zwigzkéw nastgpity w pierscieniu
1-nitroakrydyny, co potwierdza znane wczesniej z literatury informacje wskazujgce, ze
monomeryczne pochodne 1-nitroakrydyny wykazujg podatnos$¢ na metabolizm wobec enzymow
P450 [Gorlewska i in. 2001, Wisniewska i in. 2008 i 2012, Potega i in. 2011, Fedejko-Kap i in.
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2011b]. Nalezy roéwniez wnioskowac¢, ze obecnos¢ grupy hydroksylowej w pierscieniu
imidazoakrydonu i/lub metylowej w pierscieniu 1-nitroakrydyny skutkuje obnizeniem podatnosci
bisakrydyn na metabolizm wobec cytochromu P450. Dane te réwniez sg zgodne z dostepna
literaturg, bowiem monomery 1-nitroakrydonu posiadajace grupe metylowg w pozycji 4
pierscienia byty mniej podatne na metabolizm | fazy [Wisniewska iin. 2012], a hydroksy pochodne
imidazoakrydonu i triazoloakrydonu tj. C1311 oraz C1305 nie metabolizowaty wobec izoenzyméw
P450 [Fedejko-Kapiin. 2011b, Potegaiin. 2011]. Ponadto obecnos¢ pierscienia piperazynowego
w fgczniku aminoalkilowym powoduje, ze pochodna bisakrydyny metabolizuje duzo szybciej
i inaczej w poréwnaniu z analogiczng pochodna posiadajgca tacznik liniowy. W tym przypadku
nastepuje ograniczenie ilosci powstajgcych metabolitdw do jednego produktu, a przemiana

zachodzi w wyniku N-demetylacji, a nie modyfikacji w pierscieniu 1-nitroakrydyny.

Przebadano réwniez podatnos¢ badanych zwigzkéw na przemiany metaboliczne wobec
drugiej, waznej, lecz nieczesto branej pod uwage grupy enzyméw nalezgcych do | fazy
metabolizmu i obecnych we frakcji mikrosomalnej watroby tj. monooksygenaz flawinowych, FMO.
Udato sie wykazac, ze badane pochodne bisakrydyny, ale tylko te posiadajgce w swojej strukturze
liniowy tgcznik (C-2028/C2045 i C-2053) metabolizujg wobec ludzkiego rekombinantowego
izoenzymu FMO1 do N-tlenku na atomie azotu w fgczniku (M5). Poniewaz ekspresja FMO1
w watrobie cztowieka zostaje wyciszona w momencie narodzin, a wiec i wktad tego izoenzymu
w metabolizm badanych zwigzkéw u cztowieka dorostego bedzie ograniczony do tkanek poza
watrobg m. in. nerek i jelita cienkiego [Phillips i in. 2008]. Ponadto zaden z badanych zwigzkéw
nie ulegat bezposredniej biotransformacji wobec izoenzymu FMO3 i FMO5. Brak reaktywnosci
wobec FMO5 jest zgodny z danymi literaturowymi, ktére podajg, ze ludzka izoforma FMO5
wykazuje nietypowe cechy aktywnosci dla FMO [Fiorentini i in. 2017]. Natomiast brak
bezposredniego metabolizmu zwigzkéw C-2028, C-2045 i C-2053 wobec FMOS odr6znia je od
wczesniej przebadanych w naszym zespole monomerycznych pochodnych akrydyny [Fedejko-
Kap i in. 2011b, Potega i in. 2011]. Moze to wynika¢ z faktu, iz izoenzym FMO1 charakteryzuje
sie szerszym zakresem substratowym w poréwnaniu z FMO3 [Phillips i in. 2008]. Dodatkowa
analiza otrzymanych wynikéw wykazata, ze zaréwno wobec FMO1, jak i FMOS3 dla trzech
badanych zwigzkéw (C-2028, C-2045 i C-2053) otrzymano jednak dodatkowy metabolit, przy
jednoczesnym zaniku opisywanego wczesniej monomerycznego produktu hydrolizy - Zi.
Przeprowadzono analiza ESI-MS wykazata, ze powstat N-tlenek produktu Zi. Otrzymane wyniki
znajdujg potwierdzenie we wczesniejszych pracach naszego zespotu, gdzie wykazano, ze
monomeryczne pochodne imidazoakrydonu i triazoloakrydonu wykazujg podatno$¢ na
metabolizm z udziatem FMO1 i FMO3 w przeciwienstwie do FMO5 [Fedejko-Kap i in. 2011b,
Potegaiin. 2011].

W niniejszej dyskusji nalezy dodac¢, ze monooksygenazy flawinowe, bedgc enzymami z
grupy | fazy, petnig funkcje detoksykacyjna. Sa zaangazowane w metabolizm wielu lekéw,
pestycydow i substancji toksycznych, poprzez przeksztatcanie lipofilowych ksenobiotykéw w

polarne i fatwo wydalane metabolity z dodatkowym atomem tlenu [Fiorentini i in. 2017]. Wkiad ten
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byt przez dtugi czas niedoceniany. Niestusznie sgdzono, iz jest on incydentalny, a oznaczanie
zakresu substratu izoenzyméw FMO jest zbedne wobec roli cytochromu P450 [Krueger i in. 2005,
Siddens i in. 2014]. Nie brano tez pod uwage, ze w przeciwienstwie do aktywnosci cytochroméw
P450 aktywnos¢ FMO nie jest zazwyczaj modyfikowana przez leki [Philips i in. 2008 i 2019].
Zatem stosowanie lekéw metabolizowanych przez monooksygenazy flawinowe w terapii

wielolekowej moze nie dawac, jak w obecnosci innych enzymdw niekorzystnych interakciji lek-lek.

V.2.2. Metabolizm Il fazy pochodnych bisakrydyny wobec UDP-glukuronylotranseraz

Kolejng grupg enzymow mikrosomalnych komérek watroby, mogacych uczestniczy¢
w przemianach metabolicznych badanych niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny
(C-2028/C-2041/C-2045/C-2053) sg enzymy drugiej fazy - UDP-glukuronylotransferazy, UGT
stanowigce rodzing enzyméw detoksykacyjnych [Rowland i in. 2013, Yang i in. 2017]. W wyniku
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze spos$réd 9 przetestowanych ludzkich izoenzyméw
rekombinantowych UGT, jedynie zwigzek C-2045 (analog z grupa hydroksylowg) metabolizuje
wobec wybranych izoenzyméw UGT1A tj. UGT1A1, UGT1A9 i UGT1A10, dajgc jeden produkt
0 zmienionym w stosunku do substratu widmie UV-vis (M6). Natomiast zaden z badanych
izoenzymdw z podrodziny UGT2B nie przejawiat aktywnosci wobec tego i pozostatych zwigzkdw.
Whynikato to najprawdopodobniej z braku potencjalnego miejsca glukuronidacji w ich strukturze,
a doktadnie z nieobecnosci grupy hydroksylowej w pierscieniu imidazoakrydonu. Wykazano
bowiem, ze otrzymany metabolit zwigzku C-2045 jest produktem O-glukuronidacji, czyli

podstawienia grupy hydroksylowej resztg kwasu glukuronowego (analiza ESI-MS produktu).

Wykazana podatnos¢ zwigzku C-2045 na glukuronidacje stanowi wazny element
poznania szlaku przemian metabolicznych tego zwigzku w aspekcie jego aktywnosci biologicznej,
bowiem glukuronidacja jest jedng z gtéwnych Sciezek detoksykacji wielu lekéw, w tym lekéw
przeciwnowotworowych m.in. irinotekanu, belinostautu, czy epirubicyny [Mréz i in. 2015, Goey
iin. 2016, Wangiin. 2017, Allain i in. 2020]. Co ciekawe, w prezentowanych badaniach najwyzsza
aktywno$¢é wobec zwigzku C-2045 wykazywat izoenzym UGT1A10, ktérego ekspresja ma
miejsce gtéwnie w jelicie cienkim i grubym [Ohno i in. 2009, Court i in. 2012]. Pozwala to
przypuszczaé, ze gtdbwnym miejscem glukuronidacji zwigzku C-2045 u pacjenta bytoby jelito.
Analogiczne wifasciwosci wykazano w naszym zespole wczesniej podczas badan nad
metabolizmem zwigzkéw C-1311 i C-1305, czyli monomerycznych, hydroksylowych pochodnych
imidazo- i triazoloakrydonu [Fedejko-Kap i in. 2012]. Nalezy doda¢, ze z powyzszych powodéw
aktywnos¢ enzymow UGT czesto przyczynia sie do zmniejszenia biodostepnosci podanego leku,
gdyz pochodne glukuronidéw sa tatwo wydalane z organizmu. Jednak istniejg wyjatki od tej
reguty, bowiem glukuronidy morfiny, czy tamoksyfenu wykazujg niezmieniong, a nawet wyzsza
aktywnos¢ biologiczng w stosunku do substratu [Paul i in. 1989, Ogura i in. 2006]. Takze
glukuronidacja ,naszego” zwigzku monomerycznego, C-1305 skutkowata wzrostem jego

aktywnosci cytotoksycznej [Pawtowska i in. 2013].
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V.3. Metabolizm pochodnych bisakrydyny w komérkach nowotworowych jelita

Podatnos¢é C-2045 na glukuronidacje, w szczegdélnosci wobec UGT1A10, zbadano
réwniez w komérkach nowotworowych linii HCT116, HCT116-1A10 i HT-29, czyli
niewykazujacych, jak i wykazujgcych sztuczna, oraz naturalng ekspresje izoenzyméw UGT,
gtownie izoenzymu UGT1A10 [Pawtowska i in. 2020]. Dla poréwnania takie same badania
przeprowadzono dla zwigzkow nie wykazujgcych podatnosci na glukuronidacje fj.
C-2028, C-2041 i C-2053 w celu przeprowadzenia analizy kinetycznej penetracji badanych
zwigzkéw z pozywki komorkowej do wnetrza komérki.

Dla realizacji powyzszych zadan w pierwszej kolejnosci oznaczono cytotoksycznosc
badanych zwigzkéw (C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053) wobec komérek wymienionych linii.
Wyniki wykazaly bardzo wysokg aktywnos$¢ cytotoksyczng tych zwigzkéw (zakres 1Cso: 0,007-
0,07uM). Natomiast obecnos$¢ grupy metylowej w pozycji 4 pierscienia 1-nitroakrydyny obnizyta
cytoksycznosé pochodnej bisakrydyny, co zbiezne jest z danymi dostepnymi w literaturze
[Wisniewska i in. 2012]. Zaskakujacy byt wynik dla zwigzku C-2045 (analogu zawierajgcego grupe
metylowg i hydroksylowa) w poréwnaniu z tym otrzymanym dla zwigzku C-2053 (analogu
zawierajgcego tylko grupe metylowg). Okazato sie bowiem, ze obecnos¢ grupy hydroksylowe;
w pozycji 8 pierscienia imidazoakrydonu w strukturze dimeru bisakrydyny spowodowata
nieznaczny spadek aktywnosci cytotoksycznej, natomiast w przypadku monomerycznych
pochodnych imidazoakrydonu grupa hydroksylowa indukowata efekt odwrotny, czyli

podwyzszenie aktywnosci cytotoksycznej zwigzku [Cholody i in. 1992 i 1996].

W nastepnym etapie komorki HCT116, HCT116-1A10 lub HT-29 inkubowano ze
zwigzkiem C-2045 (pochodng hydroksylowg) przez okreslony czas. Po ekspozycji komérek na
zwigzek analizowano zaréwno skiady ekstraktow komorkowych, jak i pozywek po hodowli,
poniewaz wedtug danych literaturowych zaréwno leki, jak i metabolity mogg by¢ w komérce
magazynowane, bgdz wyrzucane na zewnatrz. [Raynal i in. 2010, Wisniewska i in. 2012,
Pawtowska i in. 2013, Mréz i in. 2018]. W obu liniach komérkowych wykazujgcych aktywnos¢
izoenzyméw UGT (HCT116-1A10, ok. 2,5 % i HT-29 ok. 55%) wykazano obecnosé
O-glukuronidu zwigzku C-2045, powstajgcego z rozng wydajnoscia. Najefektywniej przemiana
zachodzita w komérkach HT-29, wykazujacych ponad 50% aktywnos¢ izoenzyméw UGT.
Ponadto stezenie otrzymanego glukuronidu byto znacznie wyzsze w pozywce niz w ekstraktach
komérkowych, co swiadczy o efektywnym usuwaniu metabolitu poza komorke.

Nalezy podkresli¢, ze zdolnos¢ leku do glukuronidacji jest jedng z gtéwnych przyczyn
niepowodzen w chemioterapii nowotworéw [Mazerska i in. 2016]. Podwyzszona dezaktywacja
leku w wyniku wysokiej aktywnosci/ekspresji UGT w komoérkach nowotworowych utrudnia
osiggniecie stezenia terapeutycznego aktywnej formy leku w komérkach nowotworowych
i przyczynia sie do wystepowania tzw. lekoopornos$ci tkanek guza [Raynal i in. 2010, Fujii i in.
2019, Allain i in. 2020]. Zatem obserwowane obnizenie aktywnosci cytotoksycznej zwigzku

C-2045 w poréwnaniu do innych badanych niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny moze by¢
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zwigzane z podatnoscig tego zwigzku na glukuronidacje. Zwraca to uwage na mozliwosc
wystgpienia w niektérych przypadkach nowotwordw jelita grubego i ptuc opornosci zwigzane;
z detoksykacjg [Raynal i in. 2010, Mr6z i in. 2018]. Z drugiej strony zwigzek C-2045 bytby
odpowiednim lekiem dla oséb, u ktorych ekspresja izoenzymu UGT1A10 jest wyzsza w tkance
zdrowej niz w tkance nowotworowej. Glukuronidacja chronitaby komorki prawidtowe przed
toksycznym dziataniem zwigzku, natomiast komérki nowotworowe wykazujgce brak dostatecznej
ochrony, bytyby bardziej podatne na dziatanie potencjalnego leku C-2045. Wykazano na
przyktad, ze UGT1A10 ulega r6znej ekspresji w komérkach prawidtowych i nowotworu ztosliwego.
Byta ona istotnie nizsza w rakach piersi w poréwnaniu z probkami prawidtowymi [Starland-
Davenport i in. 2008].

Pozostate badane zwigzki tj. C-2028, C-2041 i C-2053 nie wykazaty podatnosci na
glukuronidacje w komérkach nowotworowych badanych powyzej linii HCT116, HCT116-1A10
i HT-29. Natomiast penetracja zwigzkéw z wnetrza komorki do pozywki inkubacyjnej wykazata
rézng kinetyke dla kazdego zwigzku. W przypadku niepodstawionego C-2028 niezaleznie od
zastosowanej linii komérkowej (HCT116/HT-29) i stezenia zwigzku (5/25/50 uM),
w miare wydtuzania czasu inkubaciji (do 24 godzin) nastepowat znaczny spadek stezenia zwigzku
C-2028 w pozywce komorkowej. Natomiast po traktowaniu komérek HT-29 stezeniem 5uM
zaobserwowano, iz po 48 godzinach zwigzek powrdcit do skladu pozywki komérkowej. Tak wiec
stezenie leku w ekstrakcie komérkowym byto wysokie do 24 godzin i znacznie spadto po 48
godzinach. W przypadku nastepnego zwigzku C-2053 (pochodna z grupg metylowg w pozyciji 4
pierscienia 1-nitroakrydyny), zaobserwowano po krétkim czasie inkubacji niskie stezenie
substratu w pozywce komérkowej, natomiast wysoki poziom C-2053 stwierdzono w ekstraktach
komérkowych. Wynik wskazuje, ze zwigzek ten jest bardzo szybko dostarczany do komorki
i p6zniej, do 24 godzin, jego poziom nadal wzrasta, a po kolejnych 24 godzinach tylko nieznacznie
spada. Mozna =zatem przypuszczaé, ze obecnos¢ grupy metylowej w pierscieniu
1-nitroakrydyny zwigzku C-2053 podwyzsza jego liofilowos¢ na tyle, ze potencjalny lek zostaje
zatrzymany wewnagtrz komérki. Natomiast w przypadku C-2041 (pochodnej z dodatkowym
pierscieniem w fgczniku) jego stezenie w pozywce hodowlanej do 17 godzin jest wysokie,
natomiast po tym czasie nastepuje gwattowny spadek. Wynika stad, ze zwigzek ten wnika do
komérki najwolniej sposrdd badanych UAs, co wskazuje, iz obecnosc nieliniowego fgcznika
w strukturze bisakrydyny zmienia na tyle jej wtasciwosci fizykochemiczne, ze utrudnione jest
wnikanie leku do komorki.

Podczas inkubacji zwigzkéw w komérkach zaobserwowano réwniez Sladowe iloSci
produktéw monomerycznych (M4). Wydaje sie jednak, ze nie sg to produkty bezposredniego
metabolizmu pochodnych bisakrydyny. Bardziej prawdopodobnym jest, iz w wyniku inkubaciji
w 37°C badane zwigzki w pewnym stopniu ulegty hydrolizie do produktéw Z1 i Z2, a nastepnie
produkt Zi ulegt N-demetylacji do metabolitu M4. Jednakze wniosek ten wymagatby
przeprowadzenia gtebszych badan. Wobec powyzszego, wnioskuje, ze za efekt cytotoksyczny

trzech badanych niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny bez grupy hydroksylowej
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w pierscieniu imidazoakrydonu odpowiada niezmieniona forma zwigzkdw, a wiec, aby wykazac

efekt przeciwnowotworowy nie wymagajg one wczesniejszej enzymatycznej aktywacji.
V.4. Modulacje aktywnosci katalitycznej enzymow metabolizujacych leki

Dziatanie chemioterapeutykédw moze polega¢ réwniez na indukcji zmian aktywnosci
enzyméw metabolizujgcych, ktére wynikajg z ich bezposredniego oddziatywania z biatkami
enzymatycznymi lub z indukowanych przez nie modulacji ekspresji odpowiednich genéw, w tym
szlakéw sygnatowych receptorow jadrowych [Yang i in. 2017, Bejowska i in. 2018]. Elementem
waznym w tym aspekcie jest fakt, iz schematy terapii przeciwnowotworowych czesto opierajg sie
na przyjmowaniu Kilku lekow jednoczesnie. Moze to by¢é powodem wystgpienia u pacjenta
skutkéw niepozadanych, w tym wynikajgcych z interakciji lek-lek. Majg one miejsce wowczas, gdy
jeden lek obniza lub podwyzsza aktywnos¢ drugiego leku poprzez wplyw na enzymy
metabolizujgce. Duzym utrudnieniem w doborze odpowiedniego leku dla terapii jest rowniez
niejednorodnos$¢ tkanki nowotworowej pod wzgledem aktywnosci i ekspresji enzymoéw
metabolizujgcych [Pawtowska i in. 2020]. Skutkuje to odmienng odpowiedzig réznych rodzajéw
komorek nowotworowych na terapie, jak i wystepowaniem réznic miedzyosobniczych w zdolnosci
do metabolizowania lekéw. Te ostatnie réznice wynikajg m.in. z polimorfizméw genetycznych
(SNP) [Ekhart i in. 2009, Li i in. 2011]. Dlatego tez w terapii przeciwnowotworowej planowanie
schematu leczenia wymaga nie tylko uwzglednienia mozliwych zmian w aktywnosci danego leku
w organizmie lecz réwniez dopasowania indywidualnej terapii do danego pacjenta [Indelman-
Sundberg i in. 2005, Husznoi in. 2011, Allain i in. 2020].

Wobec powyzszego, wszystkie cztery zwigzki zostaly przebadane pod katem ich
zdolnosci ich modulaciji aktywnosci katalitycznej wybranych izoenzyméw z rodziny cytochroméw
P450 2C19 i 3A4 oraz UGT: 1A1, 1A4, 1A6, 1A9, 1A10, 2B7, 2B15i 2B17.

V.4.1. Modulacja aktywnosci izoenzymu P450 3A4 w uktadach bezkomdrkowych

Whptyw zwigzkéw C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 na aktywnos¢ izoenzymu P450 3A4
zbadano wobec ludzkiego izoenzymu rekombinantowego w dwéch etapach, (i) stosujac rézne
stezenie badanej bisakrydyny (0,002-0,05 mM) i state stezenie specyficznego substratu
(testosteronu) — 0,1mM oraz (ii) stosujgc zmienne stezenie specyficznego substratu (0,02-0,2
mM) i wybrane stezenia badanej bisakrydyny (0,005 i 0,001 lub 0,01 mM). Analiza otrzymanych
wynikéw wykazata, ze badane zwigzki w duzym stopniu hamujg aktywnos$é izoenzymu P450 3A4.
Zaobserwowano ich zréznicowany wptyw na aktywnosc izoenzymu P450 3A4 w zaleznosci od
struktury (Rys.V.1.). Zdecydowanie wyr6zniajgcym okazat sie zwigzek C-2045, ktéry juz przy
najnizszych stezeniach wykazat znaczny spadek aktywnosci katalitycznej P450 3A4, nawet o
90%. Hamowanie izoenzymu P450 3A4 obserwowano niezaleznie od zastosowanego stezenia
specyficznego substratu, natomiast wzrost stezenia badanej bisakrydyny powodowat dalszy

wzrost inhibicji.
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C-2045 > C-2053 > C-2041 = C-2028

analog analog analog analog

z gr. OHiCHs z gr. CHs z pierscieniem niepodstawiony
(inhibicja (inhibicja w tgczniku

niekompetycyjna) kompetvcvina)

Rys.V.1. Wptyw badanych niesymetrycznych bisakrydyn na aktywnos¢ izoenzymu P450 3A4 w zaleznosci
od struktury zwigzkow.

Zarobwno obecnos¢ grupy hydroksylowej w pozycji 8 pierscienia imidazoakrydonu,
jak i metylowej w pozycji 4 pierscienia 1-nitroakrydyny powoduje wzmozenie efektu inhibiciji.
Otrzymane wyniki wydaja sie zgodne z dotychczasowymi danymi literaturowymi, poniewaz
wczesniej wykazano, ze hydroksylowe pochodne akrydonéw (C-1311 i C-1305) hamujg
aktywnos¢ katalityczng izoenzymu P450 3A4 [Niemira i in. 2013, Potega i in. 2016a i 2016b].
Ponadto pochodna 4-metylo-1-nitroakrydyny (C-1748) powodowata réwniez znaczny spadek
aktywnosci P450 3A4 [Borowa-Mazgaj i in. 2017]. W literaturze poza tym istniejg informacje, ze
zwigzki zawierajgce w swojej strukturze pierscien piperazynowy posiadajg réwniez zdolnosci do
modulacji aktywnosci izoenzymoéw P450, a w szczegdlnosci P450 3A4 [Nagy i in. 2011, Bolles
i in. 2014]. Wydaje sie, iz wywierany przez badane UAs wptyw na aktywnos¢ P450 3A4 moze
mie¢ istotne znaczenie kliniczne, szczegblnie w przypadku terapii wielolekowych. Bioragc pod
uwage fakt, iz izoenzym P450 3A4 metabolizuje ok. 70% stosowanych obecnie lekéw [Bolles i in.
2014], badane zwigzki mogg mie¢ wptyw na stopien metabolizmu tych lekéw, a w konsekwenciji
na koncowy efekt stosowanych z ich udziatem terapii [Indelman-Sundberg i in. 2005, Liiin. 2011,
Manikandan i in. 2018].

V.4.2. Modulacja aktywnosci izoenzymu UGT1A1 i UGT2B7 w ukfadach bezkomorkowych

Zdolnos$¢ badanych pochodnych bisakrydyny, C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 do
modulacji aktywnosci ludzkich rekombinantowych izoenzyméw UGT1A1 i UGT2B7 réwniez
zbadano dwuetapowo, (i) stosujgc rézne stezenie badanej bisakrydyny (0,01-0,05 mM) i state
stezenie (0,1 mM) specyficznego substratu dla UGT1A1 (SN-38) i UGT2B7 (EPI) oraz (ii) stosujac
zmienne stezenie standardowego substratu - TFK (0,02-0,2 mM) i wybrane stezenia badanej
bisakrydyny (0,005 i 0,01 mM). Pierwszy etap analizy wynikéw wykazat, ze, badane zwigzki
w duzym stopniu hamujg aktywnos¢ katalityczng zaréwno izoenzymu UGT1A1, jak i UGT2B7,
niezaleznie od zastosowanego stezenia bisakrydyny (w zakresie stezen 0,01mM do 0,05 mM).
Zatem dodatek badanych zwigzkéw zmienia aktywnos$¢ tych izoenzyméw lecz wzrost ich stezenia
nie zawsze powoduje wzmocnienie tego efektu. Podobny efekt, odnotowano wczesniej dla
monomerycznej pochodnej triazoloakrydonu, C1305, zawierajgcej grupe hydroksylowa. Zwigzek
ten wykazywat zdolnos¢ inhibicji izoenzyméw UGT1A1, jak i 2B7 [Bejrowska i in. 2018, Fedejko
i in. 2012]. Réwniez inne wczesniejsze badania nad pochodnymi manometrycznymi wykazaty, ze
zwigzki C-1311 (pochodna imidazoakrydonu z grupa hydroksylowg) i C-1748 (pochodna
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4-metylo-1-nitroakrydyny) obnizaty aktywnos¢ izoenzymu UGT2B7 [Bejrowska i in. 2018, Mréz
iin. 2018].

Natomiast w przypadku zastosowania duzo nizszego stezenia (0,005 mM) trzech
badanych pochodnych bisakrydyny tj. C-2028, C-2045 i C-2053 przy zmiennym stezeniu
standardowego substratu, TFK odnotowano réznice w poréwnaniu z powyzszymi wynikami
(Rys.V.2.).

UGT1A1
0,005 mM UA < 0,1 mM TFK > 0,1 mM TFK
C-2028 analog niepodstawiony T indukcja w catym zakresie stezen
C-2045 analog z gr. CHs i OH
T indukcja linhibicja
C-2053 analog z gr. CH3
UGT2B7
0,005 mM UA < 0,1 mM TFK > 0,1 mM TFK
C-2028 analog niepodstawiona T indukcja w catym zakresie stezen
C-2045 analog z gr. CHs i OH ! inhibicja w catym zakresie stezen
C-2053 analog z gr. CHs Tindukcja w catym zakresie stezen

Rys.V.2. Wptyw 0,005 mM roztworu niesymetrycznych bisakrydyn na aktywnos$¢ izoenzymu UGT1A1
i UGT2B7 w zaleznosci od struktury badanego zwigzku i stezenia standardowego substratu.

Wyraznie widaé, iz niepodstawiona pochodna bisakrydyny, C-2028 w bardzo niskich
zakresach stezen (< 0,01 mM) powoduje indukcje obu izoenzyméw. Natomiast to samo stezenie
pochodnych posiadajgcych w swojej strukturze grupe metylowg w pozycji 4 pierscienia
1-nitroakrydyny (C-2045 i C-2053) wykazujg wzrost aktywnosci izoenzymu UGT1A1
w ograniczonym zakresie stezen standardowego substratu, tj, do 0,1 mM TFK. Powyzej tego
stezenia zwigzki C-2045 i C-2053 hamujg aktywnos¢ izoenzymu UGT1A1. Nalezy réwniez
nadmieni¢, ze efekt hamowania tego izoenzymu byt zdecydowanie silniejszy w przypadku
analogu zawierajgcego dodatkowg grupe hydroksylowg (C-2045). W przypadku izoenzymu
UGT2B7 przy stezeniu bisakrydyny nizszym niz 0,01 mM tylko dla analogu hydroksylowego
zaobserwowano silng inhibicje jego aktywnosci, natomiast w przypadku analogéw nie
posiadajacych grupy hydroksylowej w pozycji 8 pierscienia imidazoakrydonu zaobserwowany
efekt byt odwrotny. Za pomoca programu GraphPad Prism 5 okreslono mechanizm inhibiciji
izoenzymédw UGT1A1 i UGT2B7 przez badane zwigzki. Najlepiej dopasowanym modelem
inhibicji UGT1A1 dla C-2028, C-2045 i C-2053 okazata sie inhibicja substratowa. Modulacja
aktywnosci UGT2B7 dla zwigzkéw C-2028 i C-2053 przebiega rowniez wedtug modelu inhibiciji

substratowej, lecz dla C-2045 odpowiednim modelem okazat sie model inhibicji kompetycyjne;j.
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Ciekawym okazat sie réwniez fakt, iz przy stezeniu 0,01 mM badanych zwigzkéw
otrzymano dwa rozbiezne wyniki, bowiem dla wiekszosci AUs raz wskazywaty one na inhibicje,
a raz na indukcje aktywnosci badanych izoenzymoéow UGT1A1 i UGT2B7 przez UAs (Rys.V.3.).

UGT1A1/UGT2B7
Dla 0,1 mM TFK
0,005 mM AU 0,01 mM AU 0,02 mM AU 0,05 mM AU
T indukcja T indukcja / ! inhibicja ! inhibicja ! inhibicja

Rys.V.3. Wplyw statego stezenia standardowego substratu (0,1 mM TFK) na aktywno$¢ katalityczng
izoenzymu UGT1A1 i UGT2B7 w zaleznosci od stezenia AU.

Wiadomo bowiem, ze dwa roztwory mogg zawieraC¢ te same zwigzki, ale mogag
wykazywa¢ odmienne wilasciwosci, jesli proporcje tych zwigzkéw w roztworze sg rézne.
Dowiedziono réwniez, ze niektére substancje w roztworach o niskim stezeniu wystepujg jako
pojedyncze czgsteczki, natomiast konsekwentne zwiekszanie stezenia w roztworze prowadzi do
ich spontanicznej organizacji w agregaty [Zia i in. 2016, Jiang i in. 2017]. W zaleznosci od
srodowiska roztworu grupujag sie tak, aby z fazg rozpraszajgcg kontaktowaty sie tylko grupy
hydrofilowe badz grupy polarne sa wewnatrz czastki. Wiasciwosci uktadu wéwczas ulegaja
znaczacej zmianie. Mamy do czynienia z pewnego rodzaju nieciggtoscia wiasciwosci
fizykochemicznych roztworu. [Duley i in. 2000, Evans i in. 2000]. Na tej podstawie mozna
przypuszczac, iz stezenie 0,01 mM badanych zwigzkéw jest stezeniem ,przejsciowym”, w ktdérym
by¢ moze nastepuje zmiana uporzgdkowania uktadu, przez co zwigzek wystepuje czesciowo
w formie zagregowanej i czesciowo w postaci pojedynczych czagsteczek. Ze wzgledu na fakt, iz
stopien agregacji nie zawsze jest doktadnie taki sam, to przy 0,01 mM stezeniu bisakrydyny
w mieszaninie raz przewaza dostepnosé dla enzymu fragmentow bisakrydyny odpowiedzialnych
za hamowanie, a raz za indukowanie aktywnosci danego izoenzymu.

Nalezy dodac¢, ze wykazane modulowanie aktywnosci izoenzymoéw UGT1A1 i UGT2B7
jest istotne nie tylko ze wzgledu na mozliwe oddziatywania lek-lek, ale rowniez oddziatywania lek-
substancje naturalne. 1zoenzym UGT1A1 jako jedyny, odpowiedzialny jest za glukuronidacije
bilirubiny, natomiast aktywnosé¢ UGT2B7 odpowiedzialna jest na metabolizm m.in. zwigzkéw
o aktywnosci hormonalnej: androsteronu, estradiolu, epitestosteronu i kwaséw ttuszczowych
[Yang i in. 2017, Korprasertthaworn i in. 2019]. Obnizona aktywnos¢ UGT1A1 powoduje
zaburzenia w metabolizmie bilirubiny, co zwigzane jest wystepowaniem choréb takich jak zespot
Criglera-Najjara i zesp6t Gilberta. Problem ten dotyczy gtéwnie pacjentédw posiadajagcych allel
UGT1A1*28, charakteryzujgcy sig obnizong transkrypcja genu [Strassburg 2008, Yang iin. 2017].
Do lekdw, ktérych stosowanie prowadzi do hiperbilirubinemii, czyli podwyzszonego poziomu

bilirubiny w osoczu nalezg m.in. inhibitory proteazy HIV oraz inhibitory kinazy tyrozynowej [Abou-
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Alfa i in. 2011, Peer i in. 2012, Croom i in. 2009, Qosa i in. 2018, Patal i in. 2020]. Natomiast
UGT2B7 uczestniczy réwniez w metabolizmie ok. 35% lekéw podlegajgcych glukuronidaciji.
Glukuronidacja  katalizowana przez UGT2B7 jest gtowng $ciezkg metabolizmu m.in.
przeciwnowotworowej epirubicyny, antyretrowirusowej zydowudyny oraz opioidow, takich jak

morfina i kodeina [Yang i in. 2017, Fortenberry i in. 2019].

Innym aspektem jest obserwacja w praktyce klinicznej ré6znic w ekspresji UGT pomiedzy
tkankg prawidiowg, a nowotworowa. Doniesienia literaturowe wskazujg na nizszy poziom
ekspresji i aktywnosci katalitycznej izoenzymu UGT2B7 w tkankach nowotworu watroby oraz
nerek w poréwnaniu do tkanek prawidtowych [Lu i in. 2015, Margaillan i in. 2015]. Zatem tgczenie
w terapii badanych niesymetrycznych pochodnych z chemioterapeutykami ulegajgcymi
detoksykacji z udziatem UGT2B7 pozwolitoby na osiggniecie wyzszych stezen aktywnych form
tych chemioterapeutykéw w tkance nowotworowej, niz w otaczajgcej tkance prawidtowej. Bytby
to wiec efekt poprawiajgcy selektywnos$¢ terapii przeciwnowotworowej. Ponadto wydaje sie, iz
konieczny jest dobér optymalnego stezenia badanych zwigzkéw aby wyeliminowaé ryzyko
wystgpienia pod ich wptywem efektow ubocznych, jak wspomniana powyzej hiperbilirubinemia.
Dla nizszych stezen zwigzkéw C-2028, C-2045 i C-2053 nie zaobserwowano bowiem obnizenia
aktywnosci izoenzymu UGT1A1, a ECso tych zwigzkdédw w poréwnaniu z ich monomerami jest

10-krotnie nizsze.

V.4.3. Modulacja aktywnosci enzymow UGT w uktadach komorkowych

Badania nad zdolnoscig wybranych niesymetrycznych pochodnych bisakrydyny (C-2028,
C-2045 i C-2053) do modulacji aktywnosci izoenzyméw UGT przeprowadzono w homogenatach
z komérek linii HepG2 (nowotwor watroby) oraz w komérkach raka jelita — HT-29. Obie linie
odznaczajg sie wysoka ekspresjg enzyméw UGT, cho¢ zrdéznicowang pod wzgledem ilosci
izoenzyméw UGT1A1, 1A9, A10 i 2B7 (Rys.IV.61). W przypadku homogenatu komérek HepG2
wykazano, ze obecnos¢ w mieszaninie reakcyjnej zaréwno 0,005 mM, jak i 0,02 mM zwigzkow
C-2028, C-2045 i C-2053 skutkowata wzrostem aktywnosci katalitycznej izoenzymoéow UGT do
200%. Zatem badane zwigzki wykazaly znaczaca indukcje aktywnosci izoenzymoéow UGT
wzgledem standardowego substratu, TFK. Wzrost wydajnosci badanej O-glukuronidacji
w komérkach linii HepG2 obserwowano wczesniej réwniez po traktowaniu komérek zwigzkiem
C-1311 lub C-1305, czyli monomerycznymi pochodnymi hydroksy akrydonu [Bejrowska i in.
2018].

Natomiast po 24 godzinnej inkubacji komérek HT-29 ze zwigzkiem C-2028, C-2045 lub
C-2053 obserwowano wyrazny spadek udziatu procentowego glukuronidu TFK wraz z rosngcym
stezeniem badanych zwigzkéw, co $wiadczy o hamowaniu aktywnosci katalitycznej izoenzymow
UGT obecnych w komérkach HT-29. Najsilniejszy efekt obserwuje sie przy stezeniu powyzej
1 uM. Natomiast przy nizszych stezeniach hamowanie zdolnosci glukuronidacyjnej dla wiekszosci
zwigzkéw nie jest juz tak intensywne. Dla zwigzku niepodstawionego, czyli C-2028 przy

najnizszych stezeniach (< 0,1 uM) inhibicja wynosita 10 - 15 %, za$ przy wyzszych stezeniach
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az 80%. Zwigzek C-2053, analog metylowy znaczgco hamowat aktywnos¢ badanych
izoenzyméw w calym zakresie stezen: 0,001; 0,01; 0,1; 1 i 5 yuM. Inny natomiast efekt na
aktywnos¢ izoenzymow UGT wywart zwigzek C-2045 (analog metylowy z dodatkowg grupa
hydroksylowa). Dla najwyzszego stezenia, 5 uM, nastgpit spadek aktywnosci enzyméw UGT
0 55%, zas$ dla pozostatych stezen, przeciwnie, indukcja wynosita 30-40%. Dla poréwnania,
w przypadku monomerycznych pochodnych akrydonu 10 uM stezenie zwigzku C-1311 i C-1305
powodowato indukcje izoenzymdéw UGT w komorkach HT-29, a wyzsze stezenia powodowaty
hamowanie dziatania enzyméw [Bejrowska i in. 2018]. Natomiast monomeryczna pochodna
1-nitroakrydyny,C-1748 w zakresie stezen 1-100 uM obnizata zdolnos¢ katalityczng UGT [Mréz
iin.2018].

Wykazano wiec, ze w zaleznosci od charakteru tkanki, a wtasciwie poziomu ekspres;ji
izoenzyméw UGT w danej tkance, badane zwigzki mogg powodowaé odmienny efekt. Zatem
szczegoOtowe analizy ekspresji i aktywnosci izoenzymédw UGT petnig wazng role w wyborze

odpowiedniej procedury chemioterapii dla danego pacjenta.

V.5. Podsumowanie

Przedstawione po raz pierwszy w niniejszej pracy wyniki badan przemian metabolicznych
nowej grupy dimerycznych pochodnych akrydyny — niesymetrycznych bisakrydyn (UAs)
o wysokiej aktywnosci przeciwnowotworowej pozwolity pozna¢ unikalne wtasciwosci tych

zwigzkéw. Wykazano, ze:

1. Badane zwiazki wykazuja w poréwnaniu z monomerycznymi pochodnymi akrydyny
zupetnie inne witasciwosci fizykochemiczne takie jak stabilno$é, rozpuszczalnosé, czy

pKa, co wymagato optymalizacji badz opracowania nowych metod badawczych.

2. Wykazano, ze zwigzki C-2028, C-2041, C-2045 i C-2053 w pewnym stopniu ulegaja
przemianom metabolicznym | fazy wobec izoenzyméw cytochromu P450 2C19 oraz
3A4. Brak reaktywnosci na grupie hydroksylowej wobec P450 wydaje sie by¢ unikalng cechg
8-hydroksyimidazoakrydynonu zaréwno w strukturach monomerycznych (np. C-1311), jak
i dimerycznych (C-2045). Fakt ten nalezy wzig¢ pod uwage w analizie zaleznosci pomiedzy

aktywacjag potencjalnego leku UA i/lub jego dezaktywacijg a finalnym efektem biologicznym.

3. Trzy sposréd badanych pochodnych: C-2028, C-2045 i C-2053 (analogi z liniowym
fancuchem taczacym) wykazaly podatnos¢ na przemiany metaboliczne wobec FMO1,
w przeciwienstwie do zwigzku C-2041, ktéry posiada dodatkowy pierscien piperazynowy

w fgczniku i nie jest wrazliwy na FMO.

4. Natomiast zwigzek C-2045 (pochodna z grupa hydroksylowa) jako jedyny ulegat
metabolizmowi Il fazy, glukuronidacji, wobec izoenzyméw UGT1A1, UGT1A9 i 1A10.
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Glukuronid zwigzku C-2045 otrzymano rowniez w komoérkach nowotworowych jelita
tj. liniach HCT116-1A10 oraz HT-29.

5. Pochodne bez grupy hydroksylowej, zwigzki (C-2028, C-2041 i C-2053) nie wykazaly
istotnej podatnosci na metabolizm w komorkach HCT116-1A10 oraz HT-29, co wskazuje ze
dla wywotania efektu cytotoksycznego nie wymagaja one uprzedniej aktywacji i nie
ulegaja tez detoksykaciji Il fazy. Co wiecej, wykazano, ze zwigzki te po wniknieciu do
komérki i nastepujacej dtuzszej inkubacji byty ponownie wyrzucane do pozywki hodowlanej

w formie niezmetabolizowane;.

6. Za slabg podatnos¢ badanych zwigzkéw na metabolizm z udziatem izoenzymoéw P450
i w komérkach nowotworowych odpowiada prawdopodobnie obecnos¢ pierscienia
imidazoakrydonu, bowiem badane wczesniej monomeryczne pochodne imidazoakrydonu

bez grupy hydroksylowej nie byly wrazliwe na dziatanie tego enzymu

7. Nalezy réwniez podkreslic, ze otrzymane metabolity pochodzace od badanych

niesymetrycznych bisakrydyn generalnie zachowaty strukture dimeréw (Rys.V.3.).

8. Zaobserwowano poza tym, ze wszystkie cztery zwigzki wykazaty zdolnos¢ do modulacji
aktywnosci katalitycznej wybranych rekombinantowych izoenzyméw 1 i Il fazy: P450
3A4, UGT1A1 oraz UGT2B?7.

9. Indukcje zmian aktywnosci izoenzyméw UGT zaobserwowano tez w homogenatach
komoérek HepG2 oraz w komorkach linii HT-29.

Podsumowujgc, przedstawione powyzej wyniki bedace realizacjg postawionego powyzej
celu pracy majg przede wszystkim znaczenie poznawcze, ale jednoczesnie przyczynig sie do
opracowania w przysztosci nowych, skutecznych, ale tez bezpiecznych schematdéw terapii

przeciwnowotworowych, w ktérych stosowane beda niesymetryczne pochodne bisakrydyny.

172


http://mostwiedzy.pl

/\_/___\, MOST WIEDZY Pobrano z mostwiedzy.pl

A CHy CH, \\ B

T T S NH, 0 HN/\/\F!J/\/\NH NO; \ \
)
0 L0 by o
“ : o L — QL0
=, N " g
N

=N 28 — 28 \
S A y " ms \ ]
CHy \

| CHy

— hydiroli;
0 HN TSNS S— T ) HN/\/\ /\/\NH NOz o HN/\/\IL/\/\NHz \\ v
d
LD O D~ Q00 N
= N \\ o HN/\/\N\_/N/\/\NH2
i o No,
L \
€-2028 212 CCO \ g i ) .
o MR Ny NO; / 59 & u/ \\ 714 =y
‘\)E‘ O O CH, \‘\6'\’\1’ § z2 A 2241 N
5 HN/\/\N< 3 \_\G‘\" /,// ____________ i
Mm328 O O s " =" T
’ M4 N-tlenek - 0 HNSSNTSN N CH,3

ot

| o
N N
= M145 cHy = CcH ¥ O O O \
A > \ 20 4.50
A, N 7
\ L %,
CHs \ M2 s 0 HN/\/\N/\/\NH NO.
| o 4. CH 2
o HNTTONTNE Sy d i \
i § o HN TNTN"NH o, \ G

‘ O O ‘ O \ \ o HNTTNTNH No, —

N N N-tlenek \ “Hene

o | C !

l—
|

CHs

2045 % 0\(5 \ = ' £:2053 2, %Q)
- %L, —N 3
%”’ée (ﬁ \\ M353 o ’b’/‘.»e <
CH,

/\/\ /\/\
HoHOS?}V/O c|H’ - \ O HN N NH,
HO-\—7 0 HNTTONTTNN No, O O o No; \ 16/HT
o. SN 'T= N \ ‘y _
L O N eceelN 00
|T= N Z145 N \ N M453
" G-2045 CHy 2245 " cw, \
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w uktadach bezkomérkowych i komérkach HCT116, HCT116-1A10 oraz HT-29.
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