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. WPROWADZENIE

Wykrycie raka nie jest wyrokiem smierci. Najlepsze rokowania dotyczg wczesnych
stadiow choroby. Ale wspétczesna medycyna coraz czesciej radzi sobie z zaawansowanym
procesem nowotworowym. Obecnie w Polsce rocznie choroba nowotworowa rozpoznana
zostaje u okoto 140 tysiecy ludzi i az 90 tysiecy z nich umiera. Podobne trendy obserwuje sie
na calym $wiecie'. Dane te bardzo wyraznie obrazujg skale problemu oraz wskazujg na
koniecznos$¢ opracowania skutecznego, nowoczesnego leczenia.

Poszukiwanie zwigzkdw, ktore mogtyby skutecznie i selektywnie eliminowaé komorki
nowotworowe w organizmie pacjenta, nie niszczgc zdrowych tkanek, jest celem wielu badan
eksperymentalnych. Jednakze, pomimo znacznego postepu, jaki dokonat sie podczas
ostatnich kilku dekad w zakresie podstaw molekularnych procesu kancerogenezy, nowych
metod diagnostycznych oraz profilaktyki, obecnie stosowane leczenie schorzen
nowotworowych jest nadal mato specyficzne i efektywne. Wazne miejsce w leczeniu
nowotworéow zajmujg leki cytostatyczne i antyproliferacyjne, czyli tak zwane
chemoterapeutyki przeciwnowotworowe. Niestety, mimo uzasadnionej pozycji tych lekow
w schematach terapeutycznych, obecne mozliwosci ich zastosowania powoli wyczerpujg sie.
Jest to zwigzane z narastajgcg opornoscig komoérek nowotworowych na konwencjonalne,
szeroko stosowane leki cytotoksyczne, ktére tracgc na swej skutecznosci muszg byc¢
wycofywane z terapii. Ponadto wcigz duzg wadg sg liczne dziatania niepozadane wynikajgce
z matej selektywnosci ,klasycznych” lekéw cytostatycznych. Duzym problemem jest réwniez
koniecznos¢ stosowania wielu cytostatykow w dtugotrwatych, sekwencyjnych schematach
wielolekowych [Dobrek i wsp., 2008].

Wielkim osiggnieciem wspotczesnej onkologii sg bez watpienia terapie celowane
(ang. directed therapy), ktdre wybiérczo atakujg i blokujg mechanizmy krytyczne dla
proliferacji komoérek raka umozliwiajgce rozwoj choroby nowotworowej, tworzenie przerzutéw
i niszczenie organizmu. Nalezy tutaj wyrozni¢ takie grupy zwigzkéw jak: inhibitory cytokin,
stymulujgcych  proliferacie  komérek, blokery  receptorow  cytokin, inhibitory
wewnatrzkomérkowych kinaz biatkowych przekazujgcych sygnat od receptora btonowego do
jadra  komorkowego, inhibitory czynnikéw transkrypcyjnych, inhibitory biatek cyklu
komorkowego, inhibitory czastek adhezyjnych istotnych w procesach implantacji guza
pierwotnego i przerzutach nowotworowych oraz inhibitory proteosoméw komorek
nowotworowych i procesu trawienia wewnatrzkomorkowego biatek [Jedrzejczak, 2003].

Jednym z pierwszych sukceséw terapii celowanej jest STI571 (signal transduction
inhibitor 571), znany jako Gleevec®, badz imatinib. Swoiscie blokuje on aktywnos¢

wszystkich postaci kinazy tyrozynowej Abl w biatku fuzyjnym Bcr — Abl oraz aktywnos$c¢

! Dane epidemiologiczne Polskiej Unii Onkologii — Instytutu w Warszawie, oparte na raportach WHO.
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dwodch receptorowych kinaz tyrozynowych c¢ — Kit oraz PDGFR. Badano mozliwosc
zastosowania STI571 w leczeniu pacjentow z nowotworami, ktére charakteryzuje zmieniona
aktywnosc¢ kinaz wrazliwych na dziatanie tego zwigzku. Nalezg do nich biataczki, w ktérych
wystepuje podwyzszona aktywnos¢ kinazy Abl, a wiec przewlekta biataczka szpikowa (CML),
ostra biatkaczka limfoblastyczna (ALL), ostra biataczka szpikowa (AML) oraz nowotwory,
w ktorych obserwuje sie zmieniong aktywnosc receptorowej kinazy tyrozynowej c-Kit, np.
nowotwor przewodu pokarmowego, niedrobnokomoérkowy rak ptuc, guzy piersi, szyjki macicy
i jajnikdw, czerniak [Deininger i wsp., 2005].

Obecnie, coraz wiecej wynikéw badan wskazuje, ze istotne skutki terapeutyczne
mozna uzyskac, nie tylko niszczgc bezposrednio komorki nowotworowe, ale takze wptywajgc
na otoczenie nowotworu tak zwang macierz zewngtrzkomoérkowg lub zmniejszajgc skutki
metaboliczne obecnosci nowotworu w organizmie. Sg to mozliwosci terapeutyczne, ktore
najkrécej okresla sie jako ,Not only tumor is the target’. Mozna wyréznic¢ tutaj strategie
badawcze oparte na oddziatywaniu na:

= unaczynienie guza, czyli proces angiogenezy

= podscielisko guza

= substraty niezbedne nowotworowi do wzrostu
Neoangiogeneza jest skomplikowanym, wielostopniowym procesem tworzenia nowych
naczyn w obrebie zmiany nowotworowej. Grupg nowych lekow, z ktérymi obecnie wigze sie
bardzo duze nadzieje to inhibitory angiogenezy, do ktérych mozna zaliczy¢ blokery licznych
czynnikdw angiopoetycznych i ich receptoréw, takie jak: inhibitor zasadowego czynnika
wzrostu fibroblastéow (BFGF) — talidomid, przeciwciato przeciwko waskularnemu czynnikowi
wzrostowemu VEGF lub inhibitory receptora dla VEGF. Badania nad patofizjologig procesu
nowotworzenia naczyn nowotworu i jego supresji wskazujg rowniez na kolejny punkt uchwytu
jakim jest blokowanie integryn — biatek przylegania miedzykomorkowego i biatek
adhezyjnych $rodbtonka witosniczek oraz hamowanie proliferacji i migracji komodrek
Srodbtonka [Zhong i Bowen, 2006].

Podsumowujgc, doszto do wielkiego progresu w poszukiwaniach nowych substancji
przeciwnowotworowych. Klasyczna chemoterapia, oparta na nieswoistych cytostatykach,
wykazujgcych agresywne dziatanie i liczne powazne dziatania niepozadane, jest stopniowo
zastepowana metodami chemoterapii celowanej o znacznie mniejszej toksycznosci. Nowe
chemoterapeutyki przeciwnowotworowe dziatajg precyzyjnie w obrebie mechanizmow,
ktérych zaburzenia lezg u podtoza transformacji nowotworowej. Pojawia sie coraz wiecej
koncepcji terapeutycznych, ktére podwazajg i kwestionujg panujace od lat utarte standardy
leczenia. Dzieki postepowi jaki obecnie sie dokonuje, leczenie farmakologiczne choréb
nowotworowych zyskuje na coraz wiekszym znaczeniu, stawiajgc w perspektywie bliskiej

przysztosci chemoterapeutyki przeciwnowotworowe w roli gtdwnej w leczeniu tych schorzen.
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1.1. C-1305 i C-1748 — pochodne akrydyny jako potencjalne zwigzki p/nowotworowe.

W Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki Gdanskiej od wielu lat
prowadzone sg prace nad syntezg i badaniem mechanizmoéw dziatania zwigzkéw
przeciwnowotworowych z grupy pochodnych akrydyny. Z uwagi na centralng role DNA
w kontroli struktury i funkcji komorki, szczegdlnie cenng grupe lekéw stanowig zwigzki
zakiécajgce jego prawidtowe funkcjonowanie. Zwigzki te, mogg oddziatywaé z DNA na
drodze interkalacji, niekowalencyjnego wigzania sie w bruzdach oraz tworzenia wigzan
kowalencyjnych mono- lub bifunkcyjnych [Pawlak, 1979]. Systematyczne poszukiwania
doprowadzity do wytonienia m.in. dwoch interesujgcych grup zwigzkéw, pochodnych
posiadajgcych pierscien triazolu w podstawowej strukturze tréjcyklicznej akrydonu (rys.1A)
oraz pochodnych posiadajagcych grupe nitrowg w pierscieniu benzenowym akrydyny
(rys.1B,C).

A. B. C.
(CH,),OH (CH,),0H
| |
NH NO, NH NO, O HN—[CH,]; —N(CH,)

HO
L O LI
— —
N N N
CH N=N

Rys. 1. Wzor strukturalny zwigzkéw: A — C-1748, B — C-857, C — C-1305.

Czotowym przedstawicielem pochodnych 1-nitroakrydyny zsyntetyzowanych
w naszym zespole, ktory znalazt kliniczne zastosowanie w terapii nowotworéw, byt pierwszy
oryginalny lek przeciwnowotworowy — ledakrin (Nitracrine®) [Ledéchowski, 1976,
Radzikowski, 1976]. Zwigzek ten wykazywat silne dziatanie przeciwnowotworowe wobec
nowotworow litych [Bratkowska-Seniow i wsp., 1976], zostat jednak wycofany z lecznictwa ze
wzgledu na ucigzliwe, cho¢ nieostre efekty uboczne. Jednakze unikalne wifasciwosci
biologiczne i chemiczne pochodnych 1-nitroakrydyny, staty sie powodem poszukiwan
nowych analogéw ledakrinu, ktére zachowatyby cenne witasciwosci przeciwnowotworowe,
natomiast ich toksycznos¢ ogdlna ulegtaby obnizeniu. Obecnie w projektowaniu
chemoterapeutykéw funkcjonuje trend modyfikacji struktur lekow stosowanych dawniej, lecz
wycofanych z lecznictwa, co ma na celu wyeliminowanie powodowanych przez nie efektow
ubocznych, polepszeniem ich wtasciwosci farmakologicznych i farmakokinetycznych, z
jednoczesnym zachowaniem ich aktywno$ci. Zsyntetyzowano wiec nowg generacje

pochodnych 9-amino-1-nitroakrydny o zmienionej strukturze tancucha bocznego, bez
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sprotonowanej grupy aminowej, a przyktadem takiego zwigzku jest pochodna C-857. Co
wiecej, kolejna pochodna, zwigzek C-1748, zawierata w swej strukturze pierscienia akrydyny
grupe metylowg. Taka modyfikacja spowodowata, ze wykazat on w poréwnaniu z pochodng
niepodstawiong w pozycji 4, 10-krotnie obnizong toksyczno$é wykazang na zwierzetach, co
wykazaty przeprowadzone badania przedkliniczne [Narayanan i wsp., 2005, Ashok i wsp.,
2006, Ashok i wsp., 2007].

Kolejna grupe zsyntetyzowanych pochodnych akrydyny stanowity triazoloakrydony
[Chotody i wsp., 1990]. Zwigzki te, podobnie jak imidazoakrydony [Chotody* i wsp., 1990],
zostaly otrzymane w oparciu o wyniki badan nad mechanizmem dziatania leku
przeciwnowotworowego z grupy antracenodionéw — mitoksantronu. Wykazano bowiem, ze
w komédrkach nowotworowych, ugrupowanie diaminoalkilowe obecne w strukturze
mitoksantronu jest kluczowe dla tworzenia miedzytaricuchowych wigzan sieciujgcych DNA
[Konopa, 1990, Sktadanowski, 1994]. Kolejne modyfikacje struktury 1-diaminoalkiloakrydonu
dotyczyty rozszerzenia heterocyklicznego ukfadu akrydonu poprzez wprowadzenie
dodatkowego pieciocztonowego pierscienia zawierajgcego w swej strukturze atom azotu.
Pierscien ten zwieksza gestos¢ 1 elektronowg w pierscieniu triazoloakrydonu, co poprawia
zdolnosci interkalujgce zwigzku [Chotody i wsp., 1990]. W przypadku pochodnej C-1305,
posiadajgcej najsilniejszg sposréd triazoloakrydondw aktywnos¢ przeciwnowotworowg
istotna jest optymalna dtugosé¢ tancucha aminoalkilowego, jak réwniez obecnosé grupy
hydroksylowej w pierécieniu w pozycji 8. Wykazano, ze wymiana tej grupy na grupe
metylowg, nitrowg badz inng powoduje catkowitg utrate aktywnosci biologicznej zwigzku. Te
elementy struktury C-1305 umozliwiajg odpowiednie utozenie ptaskiego pierscienia
chromoforu interkalujgcego do DNA, co indukuje zmiany w drugorzedowej strukturze DNA.
Pochodna C-1305 wykazuje szczegodlnie wysokie powinowactwo do sekwencji GGG,
powodujgc zmiany geometryczne duzego rowka DNA. Cecha ta wyrdznia ten zwigzek
spos$réd  innych interkalatoréw DNA. Opierajgc sie na badaniach modelowania
molekularnego stwierdzono, ze C-1305 interkaluje pomiedzy pierwszag lub ostatnig resztg
guaniny tripletu prowadzac do lokalnego rozplecenia DNA i poszerzenia matego i duzego
rowka DNA. Wywotane zaburzenia strukturalne zwigzane sg ze zmianami konformacji
wigzania fosforanowego i pozycji reszt guaninowych w triplecie. Czgsteczka C-1305
tworzgca kompleks z DNA silnie wysuwa atom azotu N-7 Srodkowej guaniny tripletu w strone
rozpuszczalnika [Lemke i wsp., 2005]. Do regiondw bogatych w triplety guanin zalicza sie
m.in. sekwencje telomerowe, z powtarzajgcymi sie sekwencjami TTAAGGG. Postuluje sie,
ze kompleksy TF1/2 — telomerowe DNA mogg by¢ celem dla terapii pochodng C-1305,
a zwigzane jest to z efektem przyspieszonego skracania telomerdéw, co ogranicza liczbe
podziatdw niektérych komodrek nowotworowych. W konsekwencji, efekt ten indukuje

przyspieszone starzenie komorek, bgdz smieré komoérek na drodze apoptozy. Atrakcyjnym
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obiektem w szerszych badaniach nad mechanizmem oddziatywan C-1305 z telomerowym
DNA wydajg sie by¢ réwniez kompleksy chronigce konce chromosoméw (ang. shelterin

complex) [Bidzinska i wsp., 2012].

1.2. Aktywnos¢ biologiczna pochodnych triazoloakrydonu i 9-amino-1-nitroakrydyny.

Szeroko zakrojone badania przedkliniczne potwierdzity znaczgcg aktywnosé
cytotoksyczng in vitro zwigzku C-1748 wobec wielu linii komérek nowotworowych oraz
wysokag aktywnos¢ przeciwnowotworowg w stosunku do kilku ksenoprzeszczepow u nagich
myszy ludzkich rakéw prostaty: LnCap, JCA, PC-3 i TSU, ludzkiego raka jelita grubego
HCT8, raka ptuc, jajnika, nerki oraz czerniaka [Chen i wsp., 2002]. Bardzo wazng
i charakterystyczng cechg zwigzku C-1748 jest jego unikalny mechanizm dziatania.
W odrdznieniu od innych akrydyn, struktura trojpierscieniowego uktadu 1-nitroakrydyny nie
jest ptaska, przez co trudniej interkaluje ona do DNA. Jednakze, ze wzgledu na szczegdlng
strukture chemiczng ukfadu 1-nitro-9-amino, zwigzek ten tatwo ulega przemianom
metabolicznym, prowadzgcym do utworzenia reaktywnych metabolitow [Gorlewska i wsp.,
2001], zdolnych do kowalencyjnego wigzania sie do DNA [Konopa i wsp., 2003] oraz do
indukgciji sieciowania DNA [Konopa i wsp., 1983, Pawlak i wsp., 1984, Szostek i wsp., 2002).
Wykazano roéwniez, ze pochodna C-1748 wyraznie obniza aktywno$¢ receptora
androgenowego, indukuje zas dziatanie receptora estrogenowego w komérkach LnCaP [Tadi
i wsp., 2007]. Ostatnie badania wyjasnity zas molekularny mechanizm dziatania C-1748
w komodrkach ludzkiego nowotworu jelita grubego, HCT8 i HT29 [Augustin i wsp., 2010].
Udowodniono, ze badany zwigzek indukuje przejsciowy blok cyklu zyciowego w fazie G2 i
G2/M w komérkach HCT8. W konsekwencji, traktowanie komérek HCT8 pochodng
powodowato smier¢ komoérek na drodze apoptozy, kitdra przebiegata wedtug klasycznej,
mitochondrialnej aktywacji kaspaz i obejmowata: spadek mitochondrialnego potencjatu
btonowego, aktywacje kaspazy-3, translokacje fosfatydyloseryny do zewnetrznej btony
plazmatycznej oraz fragmentacje DNA do poziomu nukleosoméw. Ponadto wykazano, ze
wydtuzony czas inkubacji komérek ludzkiego nowotworu jelita grubego z pochodng 9-amino-
1-nitroakrydyny prowadzit do przyspieszonego starzenia komodrkowego wynikajgcego z
dziatania zwigzku, a nie z limitu Hayflicka. O procesie tym Swiadczyta obecnos¢ zwiekszone;j
aktywnosci, charakterystycznej wylgcznie dla starzejgcych sie komoérek, kwasnej SA-3-
galaktozydazy. Obserwacja ta, okazala sie niezwykle istotna, gdyz wskazuje, ze w
przypadku komorek, ktére nie ulegly apoptozie, ich proliferacja zostata nieodwracalnie
zahamowana, co skutkuje podobnym efektem terapeutycznym - eliminacjg komorek

nowotworowych.
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Zwigzek C-1305, przedstawiciel triazoloakrydonow, wykazuje wyraznie zréznicowang
aktywnosc¢ cytotoksyczng wobec 64 ludzkich linii komérek nowotworowych w hodowli in vitro
(w systemie screeningowym National Cancer Institute, Bethesda, USA). Najbardziej
wrazliwymi na dziatanie C-1305 okazaty sie by¢ komorki ludzkiej biataczki limfoblastyczne;j,
MOLT4 oraz promieloblastycznej, HL60. W badaniach mechanizmu dziatania C-1305 na
poziomie komorkowym wykazano, ze zwigzek ten powoduje zatrzymanie komoérek na
granicy faz G2/M cyklu komérkowego, co ostatecznie prowadzi do programowanej smierci
komoérek, czyli apoptozy. Zaobserwowano obecnos$¢ frakcji komoérek w fazie sub-G1,
uwazanej za populacje komoérek apoptotycznych, jak réwniez fragmentacje DNA, aktywacje
kaspazy-3, ciecie biatka PARP, ftranslokacje fosfatydyloseryny oraz spadek
mitochondrialnego potencjatu btonowego [Augustin i wsp., 2006]. Interesujgcym jest fakt, ze
zwigzek C-1305 w bardzo silny sposéb hamuje proliferacje komoérek z uszkodzonym genem
PARP-1 [Wesierska-Gadek i wsp., 2004]. Jest to cecha odrézniajgca ten zwigzek od lekow
przeciwnowotworowych, takich jak amsakryna, ktoére nie dziatajg na tego typu komorki.
Poli(ADP-rybozo) polimeraza 1 jest odpowiedzialna za detekcje uszkodzen DNA i jego
naprawe, a takze odgrywa role czynnika promujgcego smieré komodrek. Wykazano, ze
traktowanie komoérek HelLa kombinacjg zwigzkow C1305/NU1025 prowadzi do
synergistycznego efektu cytotoksycznego, co wydaje sie by¢ wazne w terapii wielolekowej:
inhibitor topoizomerazy Il / inhibitor PARP-1 [Sabisz i wsp., 2010]. ,Sztandarowg” cechg
zwigzku C-1305 jest jego =zdolnos¢ do nieodwracalnej stabilizacji kompleksu
rozszczepialnego DNA-topoizomeraza Il. Pozwolita ona na wprowadzenie cie¢ do DNA,
dajgc odcinki 50-200 kpz, ktére odpowiadajg wielkoscig fragmentom petli DNA. Trwate
zahamowanie ponownego pofgczenia przecietych nici, kieruje komérke na droge apoptozy
[Lemke i wsp., 2002].

I.3. Przemiany metaboliczne pochodnych akrydyny.

Metabolizm chemoterapeutykdw moze z jednej strony przeksztatca¢ lek do jego
formy farmakologicznie czynnej, z drugiej zas, moze nastgpi¢ efekt wrecz przeciwny, gdy
przemiana metaboliczna prowadzi do obnizenia aktywnosci lub catkowitej dezaktywacii.

Przeprowadzone dotychczas badania przemian zwigzku C-1748 w uktadach
modelowych z zastosowaniem nukleofilowego czynnika redukcyjnego, didtiotreitolu (DTT),
pozwolity poznaé mozliwe kierunki przemian aktywacyjnych [Wisniewska i wsp., 2012].
Otrzymane produkty metabolizmu staty sie zwigzkami wzorcowymi w dalszych pracach,
opartych na poznaniu metabolicznych przemian C-1748 w obecnosci réznych frakcji
enzymow mikrosomalnych pochodzacych z komérek watroby szczura i cztowieka.

Poréwnanie odpowiednich widm UV-VIS i ESI-MS produktéw reakcji zwigzku z DTT
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z otrzymanymi dla produktéw obserwowanych po inkubacji z enzymami mikrosomalnymi
pozwolito stwierdzi¢, ze w badanych warunkach powstawaty: metabolit z dodatkowym
pierscieniem pomiedzy atomami azotu 1 i 9, metabolit ze zredukowang grupg nitrowg do
aminowej oraz produkt o strukturze 1-amino-4-metyloakrydonu. Postawiono wiec hipoteze,
ze obnizona reaktywnos$c¢ jak i podatno$¢ na atak nukleofilowy Scisle wigze sie z nizszg
toksycznoscig ogodlng tego zwigzku. W ramach weryfikacji tej hipotezy wykazano, ze C-1748
byt stabiej metabolizowany przez wybrane izoenzymy cytochromu P450, w tym CYP3A4 i
CYP2C9, niz zastosowany w celach porownawczych zwigzek C-857 [Wisniewska i wsp.,
2012].

Badania nad mechanizmem dziatania pochodnych triazoloakrydonow, w tym C-1305,
realizowane przez nasz zespot wytonity hipoteze, iz metaboliczna aktywacja moze byé¢
wstepnym etapem ich biochemicznego dziatania na poziomie komérkowym. Przypuszczenie
to nasungt fakt, ze wyjgtkowa zdolnos¢ do kowalencyjnego miedzytancuchowego
sieciowania DNA w komoérkach nowotworowych przez C-1305 i jego aktywnych analogow
byta Scisle zwigzana z obecnoscig enzymow wewnatrzkomorkowych [Koba i Konopa, 2007],
co moze by¢ spowodowane powstawaniem reaktywnych metabolitéw zwigzku. Aby poznaé
i poréwnaé¢ kierunek transformacji pochodnej triazoloakrydonu, zwigzku C-1305,
przeprowadzono badania metabolizmu tego zwigzku w obecnosci frakcji enzyméw
mikrosomalnych i rekombinantowych izoenzyméw cytochromu P450. Stwierdzono, Zze
monooksygenazy flawinowe- FMO, a nie enzymy cytochromu P450 (CYPs) sg gtownymi
enzymami frakcji mikrosomalnej, odpowiedzialnymi za metabolizm tej pochodnej [Fedejko-
Kap i wsp., 2011].
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Il. CZESC TEORETYCZNA

Pierwsza cze$¢ ponizszego opracowania stanowi przeglad literatury na temat
metabolizmu lekow w komoérce nowotworowej z udziatem izoenzymow cytochromu P450,
druga zas dotyczy mechanizméw regulacji i kontroli ekspresji enzymow P450 oraz znaczenia
wptywu stosowanych klinicznie lekow na te regulacje w aspekcie terapii wielolekowych oraz
interakcji lek — lek. Gtéwnym celem tej czesci pracy jest spojrzenie na izoenzymy cytochromu
P450 przez pryzmat ich roli w rozwoju terapii przeciwnowotworowej, jako nowego celu

terapeutycznego.

II.1. METABOLIZM LEKOW W KOMORCE NOWOTWOROWEJ - CHARAKTER
| ZNACZENIE W TERAPILI.

Nieustanne poszukiwania skutecznych lekéw przeciwnowotworowych, jak réwniez
rozwoj takich dziedzin jak farmakokinetyka i farmakodynamika, w ktérej kregu zainteresowan
znajdujg sie procesy jakim lek podlega w organizmie, to ciggte dgzenia do zaprojektowania
takiego zwigzku, ktory jako potencjalny lek bytby skuteczny i bezpieczny. Jednakze,
efektywnosc¢ terapii przeciwnowotworowych jest wcigz czesto trudna do przewidzenia, ze
wzgledu na tzw. waskie ,okno terapeutyczne”, co oznacza, ze rdznica miedzy dawkag
leczniczg, a toksyczng dla pacjenta jest niewielka. Dodatkowym utrudnieniem sg
zréznicowane mechanizmy opornosci komoérek nowotworowych na  stosowane
chemoterapeutyki, jak rowniez wysokg zmienno$¢ farmakokinetyki i farmakodynamiki u tego
samego pacjenta [Undevia i Gomez-Abuin, 2005).

Przemiany stosowanych klinicznie lekéw przeciwnowotworowych, mozna podzieli¢ na
reakcje I, Il i lll fazy, ktére prowadzg do zmiany struktury i wlasciwosci ksenobiotyku. Biorg

w nich udziat okreslone enzymy, ktére wyszczegolniono ponizej w Tabeli 1.

Tabela 1. Enzymy metabolizujgce leki p/nowotworowe i inne ksenobiotyki [Gonzalez i Tukey, 2006]

Enzymy Reakcje

Fazal
Cytochrom P450 C- i O- oksydacja, dealkilacja, redukcja, hydroliza
Monooksygenazy flawinowe (FMO) N-, S- i P-oksydacja
Hydrolazy epoksydowe (mEH, sEH) Hydroliza epoksydéw

Faza Il
UDP-glukuronylotransferazy (UGT) Przytaczenie kwasu glukuronowego
Sulfotransferazy (SULT) Przytaczenie siarczanu
Glutationo-S-transferazy (GST) Przytaczenie glutationu
N-acetylotransferazy (NAT) Dodanie grupy acetylowej
Metylotransferazy (MT) Dodanie grupy metylowej
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Inne enzymy

Dehydrogenaza alkoholowa Redukcja alkoholi

Dehydrogenaza aldehydowa Redukcja aldehydéw

Oksydoreduktaza NADPH-chinonu (NQO) Redukcja chinonéw
Faza III

Nadrodzina biatek ABC:

Podrodzina ABCB: np. ABCB1 / P-gp / MDR1 Transport poprzez wigzanie ATP, wptyw na
absorpcje i eliminacje lekow

Podrodzina ABCC: np. ABCC1,2,3 / MRP1,2,3 Transport koniugatéw lekow z glutationem i inne
aniony organiczne

Podrodzina ABCG: np. ABCG2 Watrobowa eliminacja ksenobiotykéw
Oporno$¢ lekowa raka piersi (BCRP)

mEH — mikrosomalna hydrolaza epoksydowa; sEH — rozpuszczalna hydrolaza epoksydowa; UDP — dwufosforan
urydyny; NADPH — zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego; ABCB1/P-gp/ — glikoproteina
P inaczej MDR1 — biatko opornosci wielolekowej; MRP1/2/3 — biatko opornosci wielolekowe;j

Reakcje | fazy to najczesciej procesy oksydacji, redukcji, deaminacji, dealkilacji lub
hydrolizy. W ich wyniku powstajg farmakologicznie nieaktywne metabolity, ale w niektorych
przypadkach, podczas hydrolizy wigzan estrowych badz amidowych, mogg tworzy¢ sie
zwigzki o wysokiej aktywnosci biologicznej. W katalizie tego etapu metabolizmu uczestniczg
gtébwnie enzymy mikrosomalne watroby cytochromu P450, jak réwniez monooksygenazy
flawinowe i hydrolazy epoksydowe. W drugiej fazie biotransformaciji lekéw przeprowadzane
sg natomiast reakcje acetylacji, metylacji, sprzegania z aminokwasami, resztg kwasu
glukuronowego, octowego lub siarkowego, ktore prowadzg do powstania zazwyczaj
zwigzkow nieaktywnych, lepiej rozpuszczalnych w wodzie, o wiekszej masie czgsteczkowej,
przygotowanych do wydalenia z moczem i z0icig. Przemiany te zachodzg przy udziale
transferaz, m.in. UDP-glukuronylotransferazy (UGT), S-tranferazy glutationowej (GST),
sulfotransferazy (SULT), metylotransferazy (MT) i N-acetylotransferazy (NAT), przy czym
skuteczna biotransformacja lekow zwigzana jest ze skoordynowanym dziataniem enzyméw
uczestniczacych w kazdej fazie metabolizmu [Herman, 2006]. W Il fazie, metabolizowany
ksenobiotyk transportowany jest do jego miejsca dziatania biologicznego lub na droge
wydalania. Najlepiej poznanym w tej roli biatkiem transportujgcym jest glikoproteina P (P-gp
lub MDR1). Biatko to nazywane jest transporterem ,0” fazy metabolizmu, gdyz wyrzuca
z enterocytow leki, ktore nie zostaly jeszcze poddane przemianie enzymatycznej. P-gp
usuwa wchtoniete leki, ale przede wszystkim metabolity lekow po reakcjach sprzegania,
katalizowanych przez enzymy |l fazy metabolizmu, stad nazwa transportery Il fazy
metabolizmu [Dietrich i wsp., 2003].

Reakcje | i Il fazy prawie zawsze zachodzg w watrobie, a enzymy metabolizujgce leki
znajdujg sie gtownie wewnatrz siateczki endoplazmatycznej hepatocytéw. Mikrosomy

watroby majg zdolnos¢ do metabolizowania zaréwno zwigzkéw endogennych (np.
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cholesterol, hormony steroidowe, kwasy tluszczowe), jak i egzogennych (leki,
prokancerogeny, sktadniki diety). Przez btone hepatocytéw przenikajg gtownie czgsteczki
niespolaryzowane, leki spolaryzowane wydalane sg najczesciej z moczem w postaci
niezmienionej. Wszystkie przemiany biotransformacji majg jeden, gtéwny kierunek, wzrost
polarnosci i rozpuszczalnosci, a co za tym idzie ufatwienie wydalania oraz obnizong
toksycznos¢ stosowanego leku [Gonzalez i Tukey, 2006]. Na rysunku 2 przedstawiono

graficznie kolejne fazy metabolizmu lekéw.

Rys. 2. Fazy metabolizmu leku. Schemat obejmuje poszczegdlne etapy przemian stosowanych lekow
z uwzglednieniem udziatu enzyméw w poszczegolnych fazach.

Na skuteczno$¢ terapii przeciwnowotworowej skfada sie wiele aspektéw. Nalezy
pamietac, ze prowadzi sie jg zwykle w schematach wielolekowych. Zastosowang kombinacje
cytostatykdw reprezentujg rézne grupy lekdw o odmiennych mechanizmach dziatania.
Oprécz efektu terapeutycznego leki te wywierajg takze toksyczny wptyw na zdrowe tkanki
organizmu®. Aby osiggngé mozliwie najlepszy efekt leczenia, dazy sie do opracowania
»indywidualnej terapii”, specyficznej dla kazdego pacjenta. Kliniczne znaczenie w tej kwestii
ma poznanie przemian metabolicznych konkretnego leku, jego indeksu terapeutycznego,
uwarunkowanych genetycznie i sSrodowiskowo roznic miedzyosobniczych, stanu ogdlnego
i hormonalnego organizmu oraz wptywu podawanych jednoczesnie innych lekow.

Dla dokfadnego poznania farmakokinetyki interakcji pomiedzy lekami stosowanymi
w terapii przeciwnowotworowej najwazniejsze sg wiec dwa gtdwne aspekty: 1) rola enzymow

metabolizujgcych leki i ich transporteréw, 2) mechanizm wptywu stosowanych lekéw na

? Istotny jest fakt, ze niektére enzymy moga przeksztatcaé niektdre leki przeciwnowotworowe

w wysoko reaktywne zwigzki o dziataniu toksycznym. Ciekawym przyktadem moze by¢ redukcyjny
metabolizm doksorubicyny, ktéry poprzez dziatanie reduktazy NADPH:cytochromu P450 (P450R)
prowadzi do szybkiego tworzenia wolnych rodnikéw. Mechanizm ten jest odpowiedzialny za
kardiotoksycznos¢ antracyklin [Gewirtz, 1999; Niitsu i wsp., 2000]. Wytwarzane w nadmiarze wolne
rodniki uszkadzajg biatka i kwasy nukleinowe potegujac zmiany zachodzgce w mitochondriach.
Zmiany te doprowadzajg do uwolnienia z przestrzeni miedzybtonowej cytochromu c, biatka AlF
(ang. apoptosis inducing factor) i wewnatrzmitochondrialnych kaspaz. Koncowym efektem tych
przemian jest apoptoza kardiomiocytéw [Solary i wsp., 2003].

10



Cze$c teoretyczna

aktywnosc¢ i ekspresje biatek enzymatycznych zaangazowanych w metabolizm. [Riddic
i wsp., 2005].

11.1.1. Cytochromy P450 w rozwoju terapii przeciwnowotworowych.

Cytochromy P450 stanowig gtowny uktad enzymatyczny przemiany | fazy. W jego
sktad wchodzg enzymy biorgce udziat w 70 — 80% metabolizmu wigekszosci waznych
klinicznie lekéw. Uktad cytochromu P450 sktada sie z catej rodziny pokrewnych enzymow,
bedacych hemoproteinami o wiasciwosciach oksydoredukcyjnych, réznigcych sie budowa,
specyfikg substratowa, wrazliwoscig na indukcje i hamowanie. Kodujgce je geny zostaty
podzielone na kilkanascie rodzin, jednak tylko rodziny 1 — 3 odgrywajg istotng role
w metabolizmie lekow w organizmie cztowieka, podczas gdy pozostate sg odpowiedzialne za
metabolizm substancji endogennych. U ludzi zidentyfikowano dotad 58 aktywnych enzymow
CYP, ktore ulegajg ekspresji gtdbwnie w watrobie, jelitach, ptucach, moézgu i nerkach.
Z punktu widzenia farmakokinetyki, szczegolnie istotne sg podrodziny: CYP2C (2C9, 2C19),
CYP2D (2D6), CYP3A (3A4, 3A5), CYP2E (2E1), CYP1A (1A2) (Rys. 3) [Guengerich, 2008].

2%2% 3%

A. B.
5% 3% 3% 4%
H CYP2A6
MAO 8% CYP2B6
16% NAT 36% CYP2E1
FMO 11% CYP2C19
Esterazy CYP1A/2
72% UGT E CYP2C8/9
16% CYP2D6
cvp 19% CYP3A4/5
Rys. 3. A: udziat poszczegdlnych enzyméw | i Il fazy w metabolizmie lekéw stosowanych klinicznie:
P450 - izoenzymy cytochromu P450, FMO - monooksygenaza flawinowa, UGT -

UDP-glukuronylotransferaza, NAT — N-acetylotransferaza, MAO — oksydaza monoaminowa; B: udziat
poszczegolnych izoenzymoéw cytochromu P450 w metabolizmie lekéw [Gunengerich, 2008].

Zasadniczg funkcjg enzymow z nadrodziny cytochroméw P450 jest kataliza reakciji
utleniania zwigzkéw endo- i egzogennych na drodze monooksygenaciji, w ktérej jeden
z dwoch atoméw czgsteczki tlenu wbudowany jest do czagsteczki substratu, co mozemy

przedstawi¢ réwnaniem sumarycznym:
RH + O, + NAD(P)H + H* = ROH + H,0O + NAD(P)*
gdzie: RH — substrat; ROH — produkt

11
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W reakcji tej izoenzymy cytochromu P450 przejmujg elektron z NADPH lub z NADH
i poprzez inne przeno$niki elektronéw przenoszg go na czasteczke tlenu [Gerber i Silgar,
1992].

Il. 1.1.1. Charakterystyka poziomu izoenzymdéw cytochromu P450 w wybranych typach

nowotworow.

Wiele sposréd stosowanych klinicznie chemoterapeutykow jest metabolizowana
przez izoenzymy cytochromu P450. Biatka te nalezg do tzw. enzymdéw metabolizujgcych leki
(ang. drug metabolizing enzymes, DME). Wystepujg one nie tylko z tkankach zdrowych, ale
rowniez w guzach, a ich lokalna ekspresja w réznych typach ludzkich nowotworow, gtéwnie
litych, skfania do ciggtych badan szlakéw metabolicznych stosowanych lekow oraz
odpowiedzi organizmu na ich stosowanie. Szczegétowa charakterystyka poziomu
izoenzymow cytochromu P450 w poszczegolnych typach nowotworéw wydaje sie wiec
potencjalnym srodkiem do osiggniecia optymalnej terapii. Pozwoli ona na skuteczniejsze
projektowanie pro lekéw, a co za tym idzie osiggniecia zamierzonego efektu
terapeutycznego w leczeniu indywidualnym. Z drugiej strony umozliwi to przewidywanie
wystepowania mechanizmoéw opornosci nowotworéw na stosowane w terapii leki, poprzez

okreslenie zachodzgcej inaktywacji chemoterapeutykéw z udziatem enzymow | i Il fazy.

Ponizej opisana zostata ekspresja poszczegdinych klas enzyméw | fazy w réznych
typach nowotworow. Wyjgtkowo doktadnie zostata ona zbadana w nowotworach piersi, jelita
grubego i ptuc. Wykorzystano przy tym techniki immunocytochemiczne i immunoblottingu,
real-time PCR, metode okreslajgcg obecnos¢é mRNA w czasie rzeczywistym, jak rowniez

metody oceniajgce poziom aktywnosci katalitycznej poszczegdinych enzyméw.

Il. 1.1.1.1. Nowotwory piersi.

Zdecydowana wiekszoS¢ rakoéw piersi u kobiet pojawia sie w okresie
postmenopauzalnym, a wiec po wygasnieciu hormonalnej czynnosci jajnika. Dlaczego zatem
proces wyraznie estrogenozalezny pojawia sie najczesciej przy braku estrogenéw
w krazeniu. Okazuje sie, ze to gtdwnie lokalne procesy zaangazowane w powstawanie
estrogendw w samym guzie odgrywajg kluczowg role w rozwoju i postepie choroby
nowotworowej piersi. Estrogeny syntetyzowane miejscowo w tkance wykazujg biologiczng
aktywnos¢ prawdopodobnie tylko w miejscu ich powstania, a ich biosynteze katalizuje
mikrosomalny enzym aromataza P450 [Simpson, 2000]. Aromataza P450 nalezy do grupy
480 biatek — cytochromoéw P450. Enzymy cytochromu sklasyfikowano w 74 rodzinach.

Aromataza nalezy do rodziny 19, w sktad ktérej wchodzi jeden przedstawiciel [Neslon

12
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i wsp., 1996). Gen aromatazy oznaczony jest symbolem CYP19. Cytochrom P450 aromatazy
wigze androgenne steroidy C19 i katalizuje serie reakcji, prowadzacych do powstania
w pierscieniu A steroidu pierscienia fenolowego, charakterystycznego dla estrogenéw C18
[Simpson i wsp., 1994]. Zlozonos¢ ekspresji aromatazy polega m.in. na wigczaniu
i wytgczaniu promotorow w odpowiedzi na syntetyzowane w komorce czynniki. Przetgczanie
ekspresji z jednego promotora na inny wyjasnia czesciowo tkankowo-specyficzng regulacje
ekspresji aromatazy, a takze odgrywa zasadniczg role w zmienionej ekspresji aromatazy
podczas rozwoju i wzrostu guza nowotworowego, prowadzgc czesto do lokalnej nadprodukcji
aromatazy i wzrostu biosyntezy estrogenéw in situ. Metodami biochemicznymi wykryto
aktywnos$¢ aromatazy w ok. 60-70% guzow i aktywnos¢ ta byta duzo wyzsza w poréwnaniu
do aktywnosci w tkance ttuszczowej, czy zdrowej tkance gruczotowej otaczajgcej guz.
Réwniez fibroblasty pochodzgce z guza w hodowli in vitro charakteryzujg sie wyzszg
aktywnoscia w porownaniu do fibroblastow pochodzgcych ze zdrowej tkanki. Wyniki te
potwierdzono technikami biologii molekularnej, tj. technikg RT-PCR, stwierdzajgc w tkance
guza znacznie wyzszg zawarto$¢ transkryptow mRNA aromatazy w pordwnianiu do tkanki
zdrowej. Obserwacje te tlumacza, dlaczego stezenia estradiolu w guzie nowotworowym
osiggajg wartosci 30 — 100 krotnie wyzsze niz w surowicy krwi. Guzy nowotworowe,
wykazujgce ekspresje aromatazy stajg sie samowystarczalne w wytwarzaniu sygnatow
proliferacyjnych, a lokalnie wytworzone estrogeny na drodze autokrynnej stymulujg
namnazanie sie¢ zmienionych genetycznie komorek nowotworowych. Dodatkowo wysokie
stezenie estradiolu moze predysponowac do lokalnego powstawania katecholoestrogenow
dziatajgcych genotoksycznie i powodujacych zwiekszenie liczby mutacji i zwiekszenie
inwazyjnosci. Udowodniono, ze ekspresja aromatazy w rakach sutka ER(+) jest waznym
mechanizmem autokrynnej regulacji wzrostu guza. Dane te wskazujg, ze wzrost aktywnosci
lub/i ekspresji aromatazy jest zwigzany z nowotworowym fenotypem guza sutka [Jarzgbek
i Wotczynski, 2003].

W przemiang estradiolu mogg by¢ réwniez zaangazowane enzymy | fazy
metabolizmu. Przyktadem jest izoenzym CYP1B1, ktéry katalizuje przemiane 1783-estradiolu
do kancerogennego hydroksyestradiolu, co moze limitowa¢ rozwoj nowotworéw
hormonozaleznych [Hayes i wsp., 1996]. Poziom CYP1B1 jest znacznie podwyzszony
w raku piersi [Murray i wsp., 1997]. Odgrywa wazng role w rozwoju tego typu nowotworu na
roznych jego etapach i z tego powodu moze by¢ uwazany jako potencjalny marker zmian

nowotworowych oraz cel oddziatywania czynnikéw chemoprewencyjnych®, o czym $wiadcza

* Pod pojeciem chemoprewencji rozumiane jest postepowanie polegajgce na zastosowaniu

naturalnych lub syntetycznych substancji w celu zahamowania Ilub odwrécenia procesu
kancerogenezy [Sporn, 2000]. Jednym z mechanizmdw ich dziatania jest hamowanie metabolicznej
aktywacji promutagenow, czyli hamowanie enzyméw cytochromu P450, w tym przypadku izoenzymu
CYP1B1 oraz wzmacnianie detoksykacji mutagenow przez indukcje enzymow |l fazy.
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trwajgce prace nad metodami tatwego wykrywania nadekspresji tego biatka w komérkach
[Ware, 2009].

Do innych izoenzyméw cytochromu P450 wykrytych w raku piersi
i sutka, o podwyzszonej ekspresji w komérkach nowotworowych w poréwnaniu do zdrowych
komorek, zaliczy¢é mozna: CYP1A1 w 40% rakéw piersi [ElI-Raye i wsp., 2003), CYP3A4
w 22% rakéw piersi [Goth-Goldstein i wsp., 2000], CYP2C [Yokose, 1999] i CYP2E1
[Kapacuoglu i wsp., 2003].

Il. 1.1.1.2. Nowotwory przewodu pokarmowego.

Nowotwory przewodu pokarmowego, czyli rak zotagdka, dwunastnicy, watroby, jelita
grubego, odbytnicy i trzustki, plasujg sie na pierwszym miejscu wsréd zachorowan na
nowotwory ztosliwe. Najwiecej zachorowan odnotowuje sie miedzy 50 a 70 rokiem zycia.
Najczesciej wystepujacym nowotworem przewodu pokarmowego jest rak jelita grubego,
ktéry zajmuje w Polsce drugie miejsce (odpowiednio 15/100 tysiecy/rok
w przypadku kobiet oraz 25/100 tysiecy/rok odnosnie do mezczyzn) jako przyczyna zgonow
z powodu nowotworéw. Przyczyny jego powstawania sg ziozone. Uwaza sie, ze duze
znaczenie ma zarowno dieta i zawarte w pozywieniu kancerogeny, tryb zycia jak i czynniki
genetyczne, w tym polimorfizm izoenzymdéw cytochromu P450. Jednakze, niewiele jest
doniesien o poziomie izoenzymdéw w tkankach nowotworowych jelita grubego w odniesieniu
do tkanek zdrowych. Najbardziej kluczowym w patogenezie tego rodzaju raka wydaje sie by¢
enzym CYP1A1, ktory wystepuje w 75% nowotwordw jelita grubego. W szczegotowych
badaniach immunohistochemicznych jego ekspresje wykryto rowniez w innych typach
nowotworow: piersi (40%), ptuc (60%) oraz nerki (100%) [Patterson i Murray, 2002]. Istotne
jest to, ze jest to enzym indukowany, w szczegdlnosci przez policykliczne weglowodory
aromatyczne (PWA), zawarte np. w dymie papierosowym i grillowanym miesie. Zwigzki
aromatyczne przeksztalca on w kancerogeny, co jest udowodnionym mechanizmem
nowotworzenia w ptucach i jelicie grubym. Wykazano, ze wigksza aktywnos¢ CYP1A1 w tych
narzgdach wigze sie z czestszym wystepowaniem nowotwordéw tych okolic [Sivaraman,
1994]. W komoérkach raka jelita grubego wykryto réwniez obecnos¢ izoenzymu CYP3A4.
Jego zwiekszona ekspresja jest odpowiedzialna za skuteczniejszg aktywacje stosowanych
lekéw przeciwnowotworowych takich jak: cyklofosfamid i ifosfamid, ale réwniez za oporno$c¢
na chemioterapie, poniewaz izoenzym CYP3A4 inaktywuje niektére chemioterapeutyki np.
taksany, paklitaksel i docetaksel czy alkaloidy Vinca. Obecno$¢ izoenzymu CYP3A4
w komorkach raka jelita grubego okresla wiec poziom wrazliwosci na stosowang terapie

[Gervasini i wsp., 2007].
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W nowotworach watroby wykryto wiekszos¢ enzymdéw z grupy cytochromu P450.
Badania wykazaty, ze w ich komérkach poziom ekspresji enzymoéw z podrodziny CYP2C,
CYP2E i CYP2D jest zwiekszony. W szczegdlnosci obecnos¢ izoenzyméw CYP2E1
i CYP2D6 warunkuje ztosliwos¢ i zdolnos¢ tego nowotworu do przerzutéw [Gungerich
i Turvy, 1991; Hirose i wsp. 2002]. Powodem tego jest zdolno$¢ enzymu CYP2E1 do
aktywacji kancerogenow. Pozostate izoenzymy takie jak: CYP3A, CYP1A1, CYP1AZ2,
CYP4A1 w komodrkach nowotworu watroby ulegajg stabszej ekspresji w poréwnaniu do
tkanek zdrowych. Jednakze, najnowsze badania in vitro dowiodty, Zze potencjalne
kancerogeny indukujgce proces nowotworzenia, np. 3-metylocholantren (MC) trwale indukujg
ekspresje CYP1A1 w komorkach raka watroby HepG2 (ang. human hepatoma cells).
Zaobserwowano 8-20-ktorny wzrost ekspresji mMRNA CYP1A71 w poréwnaniu z komorkami

kontrolnymi, utrzymujgcy sie na statym poziomie przez 120h [Fazili i wsp. 2010].

Il. 1.1.1.3. Nowotwory ptuc.

Pierwotny rak ptuca jest najczesciej wystepujgcym nowotworem ztosliwym w Polsce.
W ostatnich kilku latach rak ptuca jest rozpoznawany u okoto 15 000 mezczyzn i okoto 5 500
kobiet (standaryzowane wspotczynniki zachorowalnosci — odpowiednio, okoto 52 i 15 na
100 000 o0s6b)* [Wojciechowska i wsp., 2010]. Opracowania Krajowego Rejestru
Nowotworéw wskazujg, ze rak ptuca jest przyczyng najwiekszej liczby zgonow kobiet
i mezczyzn z powodu nowotwordw ztosliwych. Ryzyko zachorowania na ten typ nowotworu
zalezy przede wszystkim od czynnego lub biernego narazenia na dziatanie rakotwdrczych
sktadnikbw dymu tytoniowego (okoto 90% wszystkich zachorowan), w tym
wielkopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA Ilub inaczej PAH - ang.
polycyclic aromatic hydrocarbons). Poniewaz ptuca sg tatwg drogg przedostania sie WWA do
organizmu, wazne jest aby wyjasni¢ role enzyméw metabolizujgcych CYP w procesie
kancerogenezy z ich udziatem. Prowadzone w tym celu badania skupity sie w szczegdlnosci
na izoenzymie CYP1A1, ktéry jest gtbwnym enzymem biorgcym udziat w metabolizmie PAH
i moze by¢ bezposrednio zwigzany z rozwojem raka ptuc. Cheng i wsp. wykazali, ze poziom
ekspresji CYP1A1 byt wyzszy w tkankach nowotworowych ptuc w poréwnaniu z tkankami
zdrowymi. Jednoczesnie zaobserwowano wysoki poziom hydrofobowych adduktéw PAH
z DNA. Obie obserwacje powigzano ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na raka ptuc
[Cheng i wsp. 2000]. Dalsze badania potwierdzity obecnos$¢ izoenzymu CYP1A1 w 23%
(10/43) niedrobnokomérkowych rakéw ptuc, w tym az w 44% gruczolakorakéw [Oyama

i wsp., 2007]. Indukcje ekspresji CYP1A1 powodujg wiasnie weglowodorowy aromatyczne

* Dane wg Centrum Onkologii z 2008r.
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wystepujgce w dymie papierosowym, poprzez wigzanie sie jako ligandy z receptorem AhR
(ang. aryl hydrocarbon receptor), odpowiedzialnym za regulacje tej ekspresii.

Izoenzym CYP1B1, podobnie jak CYP1A1 metabolizuje prokancerogeny,
a dodatkowo bierze udziat w hydroksylacji estrogenow. Korzystajgc z technik
immunoblottingu oraz RT-PCR stwierdzono obecno$¢ tego enzymu w 100% badanych
nowotworow ptuc, co pozwolito na postawienie hipotezy, ze CYP1B1 jest istotnym
czynnikiem warunkujgcym powstawanie zmienionych nowotworowo tkanek [Spivack i wsp.,
2001].

CYP2E1 bierze udziat w aktywowaniu zwigzkéw prokancerogennych o budowie
nitrozamin wystepujgcych w dymie papierosowym do kancerogenéw [Kushida i wsp., 2000].
Jego ekspresje potwierdzono w 46% niedrobnokomérkowych rakéw ptuc oraz w 40%
gruczolakorakéw. Jednakze, poziom tych biatek jest podobna w tkankach zdrowych [Oyama
i wsp., 2007]. W komodrkach nowotworowych ptuc obecne sg rowniez takie izoenzymy jak:
CYP2A6, w 40% gruczolakorakow, CYP2B7, CYP4B1 oraz CYP3A4 i CYP3A5 [Oyama
i wsp., 2008]. Aktywnos¢ enzymatyczna tych ostatnich jest odpowiedzialna za aktywacje

prolekéw, cyklofosfamidu i ifosfamidu, stosowanych w chemioterapii nowotworéw ptuc.

Il. 1.1.1.4. Nowotwory prostaty.

W 2005 roku w Polsce zarejestrowano 7095 nowych zachorowan na raka prostaty, co
okresla standaryzowany wspétczynnik zachorowalnosci - 27,3/100 tys. Z powodu raka
prostaty w 2005 roku zmarto 3592 osoéb, standaryzowany wspotczynnik umieralnosci —
12,9/100 tys®. Zasadniczg metodg postepowania zachowawczego w przypadku choroby
zaawansowanej, obok chirurgii, jest leczenie hormonalne, polegajgce na eliminowaniu
androgenow endogennych. Podstawg tego leczenia jest wiec androgenozaleznos$c.
Zalezno$¢ miedzy stezeniem androgendw i rakiem prostaty jest dobrze znana®. Z wyzszym
stezeniem testosteronu w surowicy, jak rowniez z jego substytucjg wigze sie zwigkszenie
ryzyka jego rozwoju. Interesujgce sg wiec doniesienia o poziomie ekspresji w tym typie

nowotworu izoenzymu CYP3A5, ktéry bierze udziat w hydroksylacji testosteronu. Leskela

® Dane wg Centrum Onkologii z 2005r.

® Teoria o negatywnym wptywie testosteronu (t) na komérki prostaty powstata w 1961 roku, kiedy
Huggins i Hodges udowodnili, ze rak prostaty (rp) jest nowotworem androgenozaleznym. Dowiedli
znaczenie obnizenia stezenia t dla zwolnienia progres;ji raka stercza. W przetomowej pracy, za ktérg
otrzymali Nagrode Nobla, stwierdzili, ze kastracja powoduje regresje rp, natomiast t jego progresje
[Huggins i Hodges, 1941]. Obecne obserwacje pacjentéw potwierdzajg poprawnos¢ koncepcji
saturacji. Wyjasnia ona dlaczego wzrost stezenia t u pacjentow leczonych tym hormonem nie
powoduje progresji choroby. Koncepcja zakfada, Zze juz endogenne relatywnie niskie stezenia t sg
wystarczajgce do maksymalnej stymulacji rozwoju rp. Po osiggnieciu pewnego stezenia t (nazwanego
punktem saturacji), progresja RS jest obserwowana mimo obnizania stezenia t w wyniku zastosowania
ablacji androgenowej. Oznacza to, ze po przekroczeniu punktu saturacji pézniejsze leczenie, obniza
ablacje androgenowg. Oznacza to, ze po przekroczeniu punktu saturacji pdzniejsze leczenie,
obnizajgce stezenia t, nie zapobiega rozwojowi rp [Fowler i Whitmore, 1981].
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i wsp. dowiedli metodami: immunocytochemiczng i RT-PCR, obecnos¢ izoenzymu CYP3AS5
w zdrowych komérkach prostaty, natomiast jego brak w komérkach nowotworowych.
Potwierdzito to zaangazowanie tego biatka w metabolizm endogennych androgendw, a co
wiecej obserwacja ta pozwolita stwierdzi¢, ze za ztosliwos¢ tego nowotworu oraz zwigkszone
ryzyko zachorowania odpowiada obnizona zdolnos¢ do przemiany metabolicznej
testosteronu, wystepujgca w samym guzie, jak réwniez polimorfizm genetyczny izoenzymu
CYP3AS5 [Leskela i wsp, 2007].

Dodatkowe badania opierajace sie na technice RT-PCR dowiodly obecnosc
w komorkach prostaty nastepujgcych izoenzyméw: CYP1A2, CYP1B1, CYP4B11, CYP2C19
i CYP2D6 [Finnstrom i wsp., 2001].

11.1.1.2. Znaczenie polimorfizméw genowych wybranych cytochroméw P450 w chemioterapii.

Powodem odmiennosci dziatania farmakologicznego tego samego leku
u poszczegolnych oséb podczas terapii przeciwnowotworowej sg zmiany genotypu pacjenta,
w szczegolnosci wtedy, gdy izoenzym P450 jest kodowany przez pojedynczy gen, w ktérego
locus moga wystepowaé dwa rozne allele. Zjawisko takie nazywa sie polimorfizmem
genetycznym. Stwierdzono, ze wszystkie kluczowe dla biotransformacji lekéw izoenzymy
cytochromu P450, w tym enzymy rodzin CYP3A, CYP2C, CYP2B oraz CYP1A, wystepujg w
kilku odmianach polimorficznych [Rodriguez-Antona i Ingelman-Sundberg, 2006].
W praktyce, u wiekszosci pacjentdow dana dawka leku jest skuteczna, u niektérych mniej,
a u jeszcze innych wywotuje niebezpieczne objawy niepozadane. Rdéznorodnosé
metabolizmu lekdéw ttumaczy fakt, dlaczego u niektérych pacjentéw rozwija sie toksycznos¢
po podaniu leku wraz z lekami wchodzgcymi z nim w interakcje, natomiast u innych
pacjentow brak jest objawdw toksycznosci. Polimorfizm zwigzany z biotransformacjg lekow
jest klinicznie istotny nie tylko ze wzgledu na skutecznosc¢ i bezpieczenstwo farmakoterapii,
ale réwniez z powodu zwiekszonego ryzyka wystgpienia niektérych choréb. Stwierdzono
bowiem statystycznie znaczacg zalezno$¢ pomiedzy obecnoscig niektérych alleli danego
genu, a ujawnieniem sie pewnych chorob, zwilaszcza niektorych typow nowotworéw
[Ingelman-Sundberg, 2002].

Za tworzenie nowych wariantow genu odpowiedzialne sg mutacje. Kryterium
odrozniajgcym zmiane polimorficzng od mutacji jest czestos¢ jej wystepowania (> 1-2%
w populacji okresla sie jako zmiane polimorficzng). Polimorfizm genetyczny moze byc¢
wynikiem duzych zmian strukturalnych takich jak delecja, duplikacja, translokacja, ale
znacznie czesciej jest to polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP — ang. single nucleotide
polymorphism), prowadzgcy do powstania réznych alleli danego genu i w konsekwencji

zréznicowanej aktywnosci enzymu [Wang i wsp., 2009].
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Rezultatem wystgpienia mutacji jest osobnicza zmiennos¢ aktywnosci metaboliczne;j
izoenzymow, przejawiajgca sie catkowitym brakiem, zmniejszeniem badz zwiekszeniem
aktywnosci enzymu. Na tej podstawie, w zaleznosci od szybko$ci metabolizmu, populacje
ludzkg podzielono na rézne grupy: osoby szybko metabolizujgce (EM — ang. extensive
metabolizers), nadmiernie szybko metabolizujgce (UM — ang. ultrarapid metabolizers), osoby
o posrednim metabolizmie (IM — ang. intermediate metabolizers) oraz osoby, u ktérych
metabolizm przebiega wolniej (PM — ang. poor metabolizers) [Chowbay i wsp., 2005]. Do
nasilonego dziatania leku moze dochodzi¢ u os6b stabo lub w ogdle nie metabolizujgcych
leku (PM) do postaci nieaktywnej. Z tym faktem wigze sie zwiekszone ryzyko dziatan
niepozadanych na skutek kumulacji leku. U oséb z genotypem PM nalezy podawacé dawki
leku duzo mniejsze od standardowych, aby uniknaé toksycznosci chemoterapeutykéw, ktére
charakteryzujg sie niskim indeksem terapeutycznym’. Z drugiej strony u oséb z genotypem
PM w przypadku, gdy enzym odpowiada za przemiane proleku do jego formy aktywnej,
nalezy spodziewa¢ sie zmniejszonego lub wrecz braku efektu terapeutycznego. Podobnie
wzmozona biotransformacja leku (genotyp UM), prowadzi do jego szybkiej eliminaciji,
a zatem krétszego czasu dziatania czyli potencjalnie nizszej skutecznoéci i potrzeby
zwiekszenia ilosci dawek. U oséb z prawidtowym metabolizmem (genotyp EM) standardowe

dawki lekdéw bedg prawidtowo tolerowane [Zhou i wsp., 2008].

~ Osoby o normalnym — Osoby o wolnym = Osoby o szybkim
E A metabolizmie g A metabolizmie E A metabolizmie
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Rys. 4. Zmiana stezenia leku we krwi pacjentow z roznym poziomem enzymow metabolizujgcych po
dwéch dawkach leku [Chowbay i wsp., 2005].

W dostepnej literaturze nie mozna znalezé jednoznacznej odpowiedzi, ktory
z genotypow: EM czy PM jest w wiekszym stopniu powigzany ze zwigekszonym ryzykiem
zachorowania na raka. Wiekszos¢ badaczy skfania sie ku stwierdzeniu, ze osoby bedace

nosicielami genotypu odpowiedzialnego za zwiekszong aktywno$¢ enzymdw cytochromu

” Indeks terapeutyczny (IT) jest miarg bezpieczenstwa stosowania danego leku. Jest to stosunek
dawki leku wywotujgcej objawy toksyczne do dawki wywotujgcej efekt terapeutyczny dla 50%
populacji. Im wiekszy IT tym lek jest bezpieczniejszy. Leki cytostatyczne, ze wzgledu na fakt, ze ich
zadaniem jest niszczenie zywych komoérek organizmu, a dodatkowo sg one w wysokim stopniu
podatne na metabolizm, majg bardzo waski (wynoszacy ok. 0,25) zakres terapeutyczny [Brus
i wsp.,1996].
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P450 sg bardziej narazone na chorobe nowotworowg niz osoby o genotypie PM [Boccia
i wsp., 2007; Gervasini i wsp., 2007].

W terapiach przeciwnowotworowych coraz wyrazniej podkreslane sg korzysSci
wynikajgce z okreslania profilu farmakogenetycznego, takie jak: redukcja niekorzystnego
dziatania leku w zwigzku z obecno$cig okreslonych wariantéw genetycznych, eliminacja
subterapeutycznego stezenia leku po zastosowaniu standardowych dawek, mozliwo$é
monitorowania stezenia leku oraz zastosowania terapii indywidualnej. Ostatnie badania
i systematyka wiedzy o polimorfizmie genéw potwierdzity réwniez jego udziat
w niekorzystnych interakcjach lek — lek (ADR — ang. adverse drug reactions). Wiedza
0 genotypie pacjenta i znajomos¢ jego profilu polimorficznego moze by¢ gtéwng mozliwoscig

unikniecia niekorzystnych interakcji.

Il. 1.1.2.1. Leki przeciwnowotworowe metabolizowane przez izoenzymy P450.

Bardzo wiele sposéréod klinicznie  stosowanych  chemoterapeutykéw  jest
metabolizowana prze izoenzymy cytochromu P450. Lokalna ekspresja specyficznych
izoenzymow P450 w réznych typach ludzkich nowotwordw, gtéwnie litych, sktania sie do
ciggtych badan szlakéw metabolicznych stosowanych lekéw oraz polimorfizméw gendéw

enzymow biorgcych udziat w ich metabolizmie.

INHIBITORY MITOZY - TAKSANY

Enzymy rodziny CYP3A, zarbwno w watrobie jak i w jelicie cienkim sg
najliczniejszymi enzymami cytochromu P450 i metabolizujg 40 — 60% obecnie stosowanych
lekow. Stezenie i aktywnos¢ CYP3A charakteryzuje duza zmienno$¢ miedzyosobnicza,
uwarunkowana zaréwno genetycznie, jak i stanem zdrowia, stanem hormonalnym organizmu
oraz czynnikami srodowiskowymi, w tym dietg [Michael i Doherty, 2007]. Obecnie znanych
jest ok. 40 roznych odmian allelu genu kodujgcego izoenzym CYP3A4. Najbardziej
rozpowszechniong ws$rdéd ludzi odmiang polimorficzng tego biatka jest CYP3A4*1B
wystepujacy u ponad potowy populacji rasy czarnej i tylko 5% rasy biatej, natomiast nie
wystepujacy u rasy zottej. Pozostate odmiany polimorficzne izoenzymu CYP3A4, mimo iz
jest ich stosunkowo duzo wystepujg znacznie rzadziej bo tylko u 2-3% ogdlnej populacji
[Nebert i Russel, 2002].

W tabeli ponizej przedstawiono zestawienie lekow stosowanych w chemioterapii,
rodzaj nowotworu oraz izoenzymy P450 metabolizujgce dany lek, w tym izoenzymy CYP3A.
W ponizszym zestawieniu widoczne jest, iz enzymy z podrodziny CYP3A sg zaangazowane
w metabolizm wielu lekéw przeciwnowotworowych, w tym: alkaloidéw Vinca, imatinibu,

gefitinibu czy tez taksanéw.
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Tabela 2. Leki przeciwnowotworowe i izoenzymy cytochromu P450 biorgce udziat w ich przemianach
metabolicznych [Rodriguez-Antona i Ingelman-Sundberg, 2006].

Leki P450 Nowotwory Proleki P450 Nowotwory
Docetaksel CYP3A piersi; NSCLC; Cyklofosfamid CYP2B6 biataczki,
CYP1B1 prostaty CYP2C19 chtoniaki
Etopozyd CYP3A4, SCLG; jadra CYP3A4
CYP2E1, 1A2 Dakarbazyna CYP1A1 czerniak
Eksemestan CYP3A piersi CYP1A2 ztosliwy
Flutamid CYP1A2 prostaty CYP2E1
Fulvestrant CYP3A piersi Ifosfamid CYP2B6 szyjki macicy
Gefitinib CYP3A NSCLC CYP3A
CYP2D6 Prokarbazyna CYP2B6 ziarnica
Idarubicin CYP2D6 AML, ANLL CYP1A ztosliwa
CYP2C9 Tegufar CYP2A6 jelita grubego
Imatinib CYP3A CML, GIST CYP2C8 zotadka
Irinotekan CYP3A jelita grubego CYP1A2 piersi
odbytnicy Tiotepa CYP2B6 piersi
Letrozol CYP3A piersi CYP3A NHL
CYP2A6 jajnika
Mitoksantron CYP1B1 piersi, AML,
CYP3A ANLL, NHL
Paklitaksol CYP2C8 piersi, jajnika,
CYP3A NSCLC, miesak
Kaposiego
Tamiksifen CYP3A piersi
CYP2D6
CYP2C9
CYP2C19
CYP1B1
Teniposyd CYP3A ALL, NHL
Topotekan CYP3A jajnika, SCLC
Toremifen CYP3A piersi
Winblastyna CYP3A piersi, ziarnica
ztosSliwa NSCLC - niedrobnokomoérkowy rak ptuc;
Winkrystyna CYP3A NHL, SCLC — drobnokomérkowy rak ptuc; AML —
neuroblastoma, ostra biataczka szpikowa; ANLL - ostra
miesak biataczka nielimfoblastyczna; CML -
Kaposiego przewlekta biataczka szpikowa; ALL — ostra
Windezyna CYP3A ALL, NSCLC biataczka limfo blastyczna; NHL — chioniak
Winorelbina CYP3A NSCLC, piersi nieziarniczny; GIST — nowotwory przewodu
pokarmowego

Taksany sg bardzo waznymi lekami, wprowadzonymi do lecznictwa w latach 90,
0 ugruntowanej pozycji w leczeniu nowotworow ztosliwych, szczegodlnie aktywnymi
w chemioterapii raka jajnika, raka piersi, niedrobnokomérkowego raka ptuc, nowotworach
gtowy i szyi. Mechanizm ich dziatania przeciwnowotworowego wynika z wpltywu na
mikrotubule poprzez zwiekszenie polimeryzacji tubuliny i hamowanie depolimeryzacji
mikrotubuli. Ponadto, w postulowanych mechanizmach opisywane jest oddziatywanie

taksanéw na biatka towarzyszgce mikrotubulom (MAPs) oraz biatka cyklu komérkowego
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[O'Brien i wsp., 1999, Huisman i wsp., 2000]. Badania in vitro na mikrosomach watroby
ludzkiej wykazaly, ze docetaksol metabolizowany jest gtownie w watrobie z udziatem
izoenzymow CYP3A4/5 do 6a-hydroksypaklitaksolu poprzez oksydacje grupy tetr-butylowej
estru w pozycji 13. Nastepnie pochodna hydroksy-DOC przeksztatcana jest do dwédch
stereoizomerdéw hydroksyoksazolidinonu z niestabilnym produktem posrednim — aldehydem
(rys. 5), [Engels i wsp., 2004].

Docetaksol (DOC)

_ 5 . .
<«<——* epimeryzacja

CH, HN

e

hydroksylacja | grupy tetrbutylowej odroksvlaci tetrbutylowej
ydroksylacja | grupy tetrbutylowej

CYP3A4/5 CYP3A4/5

v
Hydroksy-DOC

|: Aldehyd-DOC:|

!

R-iS-
hydroksyoksazolidyna

OH-DOC

Rys. 5. Gtéwne szlaki biotransformacji docetaksolu. Docetaksol jest inaktywowany w watrobie przez
izoenzymy CYP3A4/5, ktére katalizujg proces hydroksylacji grupy tetr-butylowej estru w pozycji 13
[Engels i wsp., 2004].

Paklitaksol metabolizowany jest gtéwnie do 6a-hydrosky-paklitaksolu. Wykryto tez
dwa metabolity o nizszych stezeniach: 3’-p-hydroksy-paklitaksol i 6a-3’-p-dihydroksy-
paklitaksol. Tworzenie tych hydroksylowych pochodnych metabolitéw jest katalizowana
odpowiednio: przez CYP2C8 i CYP3A4 [Rahman i wsp., 1994]. Na skuteczno$¢ obu
cytostatykdw wplywa wystepowanie az kilkudziesieciu odmian polimorficznych genu
CYP3A4, sposrod ktérych najczesciej spotykanym jest allel CYP3A4*1B. Wstepnie
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wykazano, ze chorzy z tym allelem majg podwyzszony klirens® paklitaksolu i docetaksolu, co
powoduje zmniejszenie efektu terapeutycznego [Trans i wsp., 2006]. Allele CYP3A4*4, *5
i *6 kodujg enzymy o zmniejszonym dziataniu katalitycznym, zas ekspresja CYP3A4*18

prowadzi do otrzymania aktywniejszego biatka [Hirth i wsp., 2000].

TAMOKSYFEN

Enzym CYP2D6, zwany hydroksylazg debryzochiny, jest jednym z najlepiej
poznanych izoenzymdéw cytochromu P450, wykazujgcych zmienno$S¢ genetyczng.
Z klinicznego punktu widzenia polimorfizm tego izoenzymu jest niezmiernie istotny. CYP2D6
katalizuje bowiem reakcje utleniania okoto 25 - 30% wszystkich stosowanych obecnie lekow,
w tym B-blokeréw, lekéw antydepresyjnych, neuroleptykdéw, lekow antyarytmicznych, jak
réwniez lekéw przeciwnowotworowych [Mathijssen i Shaik, 2006]. Znanych jest okoto 100
alleli CYP2D6, sposréd ktorych ponad 20 znaczaco zmienia metabolizm lekéw bedacych
substratami tego enzymu. W populacji kaukaskiej najczesciej wystepuje allel dziki
CYP2D6*1, warunkujgcy prawidiowg aktywnos$¢ enzymu. Sposréd alleli odpowiedzialnych za
defekt enzymatyczny CYP2D6 w tej populacji najwieksze znaczenie kliniczne maja:
CYP2D6*3, CYP2D6*4 i CYP2D6*5. Pozostate allele warunkujgce obnizong aktywnosé
enzymu CYP2D6, charakterystyczne dla innych populacji, to: CYP2D6*10 i CYP2D6*17 [Yo
i wsp., 2002]. Kliniczne konsekwencje wynikajgce z genetycznego defektu utleniania na
drodze  CYP2D6  dotyczg  roéwniez  terapii  przeciwnowotworowych.  Jednym
z chemioterapeutykéw metabolizowanych przez ten enzym jest tamoksyfen. Jest to pierwszy
niesteroidowy antyestrogen nalezacy do | generacji selektywnych modulatoréw receptoréw
estrogenowych. Hamuje on podjednostke AF-2 receptora estrogenowego, blokujac w ten
sposoOb wigzanie estrogenu i uniemozliwiajgc jego dziatanie. Wtasciwosci te kwalifikujg go do
stosowania
w leczeniu raka piersi, jak réwniez w jego zapobieganiu [Cuzick i wsp., 2007]. Metabolizm
tamoksyfenu jest ztozony. Lek podlega reakcji enzymatycznej | i Il fazy. Przechodzi
oksydacje do N-demetylotamoksyfenu i 4-hydroksy-tamoksyfenu katalizowang kolejno przez
CYP3A4/5 i CYP2D6. Oba pierwotne metabolity sg nastepnie przeksztatcone do
endoksyfenu. Reakcja wytworzenia endoksyfenu z N-demetylotamoksyfenu jest
katalizowana przez CYP2D6, natomiast z 4-hydroksy-tamoksyfenu przez CYP3A4/5.
Antyestrogenowa aktywnos¢ endoksyfenu i 4-hydroksytamoksyfenu jest znacznie wyzsza niz

tamoksyfenu. Endoksyfen ma 5 — 10 krotnie wyzsze stezenie w osoczu w poréwnaniu

® Klirens leku okreslany jest jako objetos¢ dystrybucji Vd (czyli hipotetyczng objetos¢ ptyndw

organizmu, w ktoérych lek, w stanie stacjonarnym miatby podobne stezenie jak we krwi) oczyszczona
z leku w jednostce czasu, ze znang stalg szybko$cig eliminacji. Okre$lenie klirensu leku jest
alternatywng metodg oceny szybkosci eliminacji leku z organizmu (niezalezng od modelu
farmakokinetycznego) [Szatek i wsp., 2007].
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z 4-hydroksytamoksyfenem, co sugeruje, ze jest on odpowiedzialny za aktywnosé

tamoksyfenu [Stearns i wsp., 2003].

Tamoksyfen (TAM)

CYP2B6
4-hydroksylacja

|
CYP3A4/5 CH,

CYP2C9

CYP1A2

QL CYP3A4/5

CYP2D6
CYP3A4/5
CYP2B6
cypae| CYP2C9 a-OH-TAM
CYP2C19
CYP3A4/5 3-hydroksylacja
\/
Endoksyfen _ CYP3A4/5 4-OH-TAM

(4-OH N-demetyl-TAM)

Rys. 6. Giéwne szlaki biotransformacji tamoksifenu. Kluczowg role w przemianach odgrywajg
izoenzymy CYP2D6 i CYP3A4. Pozostate, CYP2C19, CYP2C9, CYP2B6 i CYP1A2 w niewielkim
stopniu metabolizujg zwigzek [Stearns i wsp., 2003].

U chorych, ze stabg aktywnoscia izoenzymu CYP2D6 (genotyp PM/PM), wykazano
nizsze stezenie endoksyfenu w osoczu niz u pacjentow z prawidlowym metabolizmem
CYP2D6. Potwierdzito to role CYP2D6 w powstawaniu endoksyfenu. W badaniu
przeprowadzonym przez North Central Cancer Treatment Group (NCCTG) analizowano
wptyw genotypu CYP2D6 na wynik leczenia uzupetniajgcego tamoksyfenem. Badaniem
objeto chore na raka piersi po menopauzie, z dodatnimi receptorami ER.
U pacjentek z genotypem PM/PM wykazano krétszy czas wolny od nawrotu [Goetz i wsp.,
2005]. Kolejne retrospektywne badanie rowniez dotyczyto chorych z pierwotnym, inwazyjnym
rakiem piersi otrzymujgcych adjuwantowg monoterapie tamoksyfenem. Analizowano
wielko$¢ guza i status weztdéw chtonnych. U pacjentek z obnizong aktywnoscig CYP2D6
(PM/PM; IM/IM; IM/PM; EM/PM) stwierdzono krotszy czas do nawrotu choroby w poréwnaniu
z chorymi prawidtowo metabolizujgcymi (IM/EM; EM/EM). Zalezno$ci takiej nie odnotowano
w stosunku do catkowitego czasu przezycia [Schroth i wsp.] W innej grupie chorych
z genotypem PM/PM zaobserwowano wyzszy odsetek zgondw z powodu raka piersi
w poréwnaniu z pacjentkami z genotypem EM/EM [Bijl i wsp., 2009]. Powyzsze badania
potwierdzajg role, jakg odgrywa CYP2D6 w aktywacji tamoksyfenu. Chore z obnizonym
metabolizmem CYP2D6 z powodu czynnikow genetycznych i/lub srodowiskowych sg mniej
wrazliwe na zastosowane leczenie w poréwnaniu z pacjentkami, u ktérych metabolizm ten

jest prawidtowy.
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CYTOSTATYKI ALKILUJACE - CYKLOFOSFAMID | ISOFOSFAMID

Jednym z gtéwnych izoenzymdéw aktywujgcych proleki jest CYP2B6. Ujawniono
obecnos¢ kilku zmutowanych alleli genu CYP2B6, sposrod ktérych *5, *6 i *7 warunkuja
uposledzong czynnos¢ enzymu. Przy udziale tego izoenzymu metabolizowanych jest wiele
stosowanych lekow do ich aktywnej formy, w tym: cyklofosfamid, ifosfamid, tiotepa
i prokarbazyna (tabela 2). Do aktywac;ji cyklofosfamidu dochodzi w watrobie, gdzie CYP2B6,
CYP2C19, CYP3A4 i CYP2C9 katalizujg powstanie aktywnego metabolitu posredniego
4-hydroksy-cyklofosfamidu, bedgcego w rownowadze tautomerycznej z aldofosfamidem.
Podlega on dalszym reakcjom, z wytworzeniem aktywnych i nieaktywnych form leku.
Nieaktywne  formy  cyklofosfamidu to  4-ketocyklofosfamid, karboksyfosfamid,
4-glutationylfosfamid. Aktywnymi metabolitami cyklofosfamidu sg iperyt fosforoamidowy,
ktéry tworzy za pomocg grupy alkilowej wigzanie kowalencyjne w obrebie nici DNA oraz
akroleina, ktéra uszkadza btone S$luzowg pecherza moczowego. Alternatywng droga
przemiany cyklofosfamidu jest oksydacja tancucha bocznego prowadzgca do uwolnienia
chloroacetaldehydu (CAA), ktéry zmniejsza wewnatrzkomérkowe stezenie glutationu,

ktérego nadmiar powoduje opornos¢ nowotworu na leczenie [Chang i wsp., 2007].

Cyklofosfamid (CPA)
Karboksyfosfamid
C'RQ\p’O ) mmmmp | 4-OH-CPA |g——>| Aldofosfamid
-OH- < ofosfami
NN CYPB6 N otua
N -glutationyl-CPA
o CYP2C19
cl CYP3A4 CYP3A4
CYP2C9
CYP3A4
4-keto-CPA
Iperyt
fosforoamidowy
Dichlorometyl-CPA
" +
AKkroleina

Chloroacetaldehyd H
/
_H H,C=CH—C

Cl—CH;—C %O )

Rys. 7. Gltéwne szlaki biotransformacji cyklofosfamidu. Kluczowg role w przemianach odgrywaja
izoenzym CYP2B6, mniejszg CYP3A4, CYP2C19 i CYP2C9 [Chang i wsp., 2007].

Czynniki wptywajgce na zmiane ekspresji genow izoenzymow cytochromu P450
zaburzajg rownowage pomiedzy przemianami prowadzacymi do aktywnych metabolitéw,
a powstawaniem nieaktywnych, toksycznych produktéw. U pacjentow PM metabolizm
cyklofosfamidu do jego aktywnej pochodnej hydroksylowej jest zahamowany, co wywotuje

ostabiony efekt terapeutyczny przy danej dawce. Zwrécono uwage na zwigzek pomiedzy
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CYP2B6*6 a wysokim klirensem i krotszym okresem pottrwania cyklofosfamidu.
Przeprowadzone badania wykazaty réwniez wptyw polimorfizmu CYP2C9, CYP2C19 oraz
CYP3A4 na przemiane cyklofosfamidu do jego aktywnych hydroksy-metabolitéw. W badaniu
zastosowano dwie linie komorkowe: limfoblasty pozbawione prawidlowego genu CYP2C9
oraz komorki zawierajgce izoenzym o prawidtowej aktywnosci enzymatycznej. Efekt
cytotoksyczny leku alkilujgcego oceniany byt poprzez poddaniu dziataniu cyklofosfamidu,
dwoch linii komérkowych. Komoérki z prawidlowg aktywnoscig biatka byly bardziej wrazliwe
na jego dziatanie w stosunku do komoérek pozbawionych prawidtowego genu. Badania
potwierdzity, ze dla biotransformacji leku z proleku do formy wykazujacej aktywnosc¢
przeciwnowotworowg niezbedny jest prawidtowy gen CYP2C9, czyli u oséb z fenotypem PM

wiekszo$¢ leku pozostanie w formie niedostepnej [Zhou i wsp., 2000].

11.1.1.3. Cytochromy P450 w eksperymentalnych terapiach przeciwnowotworowych

Bioredukcyjne leki to zwigzki, ktére do aktywnosci cytotoksycznej wymagajg aktywacji
na skutek dziatania okreslonych czynnikow takich jak, zmiana pH, reakcji enzymatycznej itp.
W potagczeniu z chemoterapig lub radioterapig mogg skutecznie hamowaé rozwoj guza.
W ich aktywacji bowiem czesto biorg udziat izoenzymy cytochromu P450. Biorgc pod uwage
fakt, ze wystepujg one réwniez w komérkach nowotworowych (patrz podrozdz. 11.2.1), gdzie
powinna nastepowaC aktywacja proleku, enzymy P450 staty sie nowym celem
terapeutycznym. Zyskaty one znaczenie w subpopulacji komérek nowotworowych bedacych
czasowo lub stale niedotlenione [Lee i Wilson, 2000]. Regiony niedotlenione stanowig
bowiem powazny problem w przypadku préb leczenia nowotworu za pomocg radio- bgdz
chemoterapii, gdyz komorki te schowane we wnetrzu guza nie sg wrazliwe na tego typu
zabiegi. Mozna jednak wykorzystac te ceche guza w walce z nim. By tego dokonac¢ zaczeto
szukaé substancji, ktére mogtaby by¢é podawane choremu i ktére hamowataby wzrost lub
niszczytaby komoérki niedotlenione guza. Beda to zwigzki, ktdére pozostajg nieczynne
w komérkach dobrze dotlenionych, natomiast aktywnie dziatajg w komdrkach cierpigcych na
deficyt tlenu. Idealnym rozwigzaniem bytoby, gdyby wigzaty sie z DNA na tyle silnie by byé
toksyczne dla komorki, a jednoczesnie na tyle stabo by mdéc dyfundowaé do sasiednich
komoérek guza, tzw. bystander effect — substancja o dziataniu cytotoksycznym dziata nie tylko
na komorki, w ktérych sie znajduje, ale i na te przylegle do nich. Jednym
z kandydatéw spetniajgcych powyzsze zatozenia okazat sie AQ4N (di-N-tlenek 1,4-bis[(2-
dimetyloaminoetylo)-amino] 5,8-dihydroksyantraceno-9,10-dionu). Zwigzek ten posiada
bardzo stabe powinowactwo do DNA i jest w zasadzie nietoksyczny dla organizmu.
Jednakze w warunkach niedotlenienia komorki ulega on enzymatycznej redukdji

przechodzgc do AQ4. AQ4 bardzo silnie wigze sie z DNA, a ponadto jest silnym inhibitorem
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topoizomerazy [Paterson i McKeown, 2000]. Wykazano, ze AQ4N ulega aktywacji do AQ4
przez endogenne enzymy komorki, a dokfadnie przy udziale izoenzymu CYP1A1 oraz 2B6
wraz z reduktazg NADPH:cytochrom P450 [Yakkundi i wsp., 2006]. Wiedza ta umozliwia
zaprojektowanie celowanej terapii genowej w warunkach ograniczonego dostepu tlenu. Po
pierwsze celem moze tu byé konkretny prolek ktory ulega szybszej redukcji w warunkach
hypoksiji (ang. hypoxia-selective cytotoxic prodrug), po drugie ograniczony dostep tlenu moze
indukowaé ekspresje enzyméw metabolizujgcych poprzez wprowadzenie odpowiednio
skonstruowanych plazmidow z regionem promotorowym regulowanym hypoksjg (ang.

hypoxia-targeted gene therapy) [Cowen i wsp., 2004; Binley i wsp., 2003].

HYPOKSJA W TERAPII PRZECINOWOTWOROWE]

HIF HYPOKSJA JAKO CEL HYPOKSJA JAKO CZYNNIK
W TERAPII GENOWE] AKTYWUJACY CHEMIOTERAPIE
l l l > 1 Prolek
4
HREs min SV40 pA “P450R 7
7
/ l\ Efekt
cytotoksyczny!

Rys. 8. Schemat prezentujgcy dwa sposoby zastosowania warunkéw hypoksji w terapii celowanej.
W pierwszym z nich do komérki wprowadzany jest wektor kodujgcy reduktaze cytochromu P450 pod
kontrolg promotora specyficznego dla czynnika transkrypcyjnego HIF (ang. hypoxia induced factor).
Biatko to w warunkach niedoboru tlenu pobudza ekspresje P450R. Hypoksja jest rowniez czynnikiem
warunkujgcym wtasciwy efekt cytotoksyczny w przypadku zastosowania w terapii proleku, ktéry ulega
szybszej redukcji w warunkach ograniczonego dostepu tlenu.

HRE - sekwencja genomowa ang. hypoxia responsie element; minSV40 — sekwencja promotorowa
pochodzgca z wirusa SV40; P450R - reduktaza NADPH:cytochrom P450; pA - fragment
poliadenylowy lub inaczej poli-A

AQ4N podawany jako srodek majgcy wspomagac¢ chemoterapie daje znakomite
wyniki terapeutyczne. W widoczny sposéb wzmaga dziatanie takich cytostatykow jak
cyklofosfamid, cisplatyna czy tiotepa. Zastosowanie takiej kombinacji lekéw pozwala
zmniejszy¢ dawke kliniczng cyklofosfamidu o 50% aby otrzymac te same efekty w walce
z guzem [Paterson i wsp., 2000]. Podobny efekt terapeutyczny uzyskuje sie stosujac AQ4N
razem z promieniowaniem jonizujgcym. Rowniez tego typu kombinacja w widoczny sposéb
hamuje wzrost guza (ponad 40% wyzsze zahamowanie niz samo promieniowanie). Raz
zredukowany AQ4N przez CYP1A1 bedzie istniat w komodrkach niedotlenionych i bedzie
powodowat SmierC kazdej takiej komorki wchodzacej w cykl podziatowy spowodowany
zniszczeniem komorek dotlenionych. Sam AQ4 jest na tyle stabilny, ze bedzie aktywnie
wigzat sie do DNA komorki, w ktérej powstat, tak diugo jak dtugo pozostaje ona zywa. Kiedy

w koncu AQ4 doprowadzi do smierci komorki lub tez, gdy wystepuje w komérce zbyt duze
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jego stezenie, moze on przemieszczac sie do sgsiednich komorek wigzgc sie silnie do ich
DNA [Paterson i McKeown, 2000].

Jak juz wczesniej wspomniano, toksycznos¢ towarzyszgca konwencjonalnej
chemioterapii przeciwnowotworowej jest spowodowana przede wszystkim brakiem
wybidrczosci dziatania cytostatykow wobec komorek docelowych. Pozgdang selektywnosé
mozna osiggnac¢ przez zastosowanie terapii genowej. Jedng z metod bedacych takg formag
eksperymentalnej terapii przeciwnowotworowej jest enzymatyczna aktywacja proleku
w genowo zmienionych komérkach rakowych, tzw. koncepcja z ang. ,,Gene-Directed Enzyme
Prodrug Therapy” (GDEPT) [Springer i Niculescu-Duvaz, 1996]. Polega ona na tym by do
komérek nowotworowych wprowadzi¢ geny enzymow aktywujgcych metabolizm, co
prowadzitoby do aktywnych produktéw. Nadekspresja gendw enzymow prowadzi z kolei do
aktywacji podawanych nieczynnych prolekdw do aktywnych substancji cytotoksycznych,
ktére powinny doprowadzi¢ do $mierci komaorki.

Ostatnie intensywnie badana wykazaly mozliwos¢ zastosowania w terapii genowej
GDEPT cyklofosfamidu i ifosfamidu oraz aktywujacych je cytochroméw P450 (w tzw. P450-
based Enzyme Prodrug Therapy) (rys.8). Badania te prowadzone gtéwnie w Stanach
Zjednoczonych zostaly podsumowane w kilku pracach [Chen i Waxman, 2002; Kan i wsp.,
2002; Patterson i wsp., 2003]. Terapia cyklofosfamidu i ifosfamidu oraz wykorzystanie
retrowirusowego nosnika plazmidéw kodujgcych izoenzymy CYP2B6 i CYP3A4 znajduje sie

w |l fazie badan klinicznych.

Terapia konwencjonalna Terapia genowa P450-GDEPT
CPA CPA
CYTOCHROMY CYTOCHROMY
P450 P450
1 ]
4-OH-CPA : 4-OH-CPA :
(krazenie w 1 (krazeniew 1|  wektor
organizmie) : organizmie) : P450
| v 4
Komorki [ o i Komérk
zdrowe zdrowe
nowotworowe
1 -
py l py l 4-OH-CPA
Toksycznosé Cytotoksyczno$¢ ZREDUKOWANA
ogolna toksycznos¢ ~ WZMOCNIONY efekt
ogolna cytotoksyczny

Rys. 8. Poréownanie terapii konwencjonalnej oraz strategii genowo ukierunkowanej terapii GDEPT
z wykorzystaniem cyklofosfamidu [Riddick i wsp., 2005].
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Wykazaty one, ze wrazliwosc¢ transferowanych izoenzymem komodrek nowotworowych
na dziatanie obu zwigzkow byta zdecydowanie wyzsza od linii z tzw. wektorem ,zerowym”.
Nalezy pamietac, ze w terapii konwencjonalnej dodatkowym niekorzystnym czynnikiem jest
wystepowanie dziatania toksycznego cytostatyku na inne, zdrowe komorki. W terapii GDEPT
toksyczny efekt jest wyraznie zredukowany, a jednoczesnie wzmocniony efekt cytotoksyczny
dzieki wyzszemu stezeniu aktywnego metabolitu 4-OH-CPA. Dodatkowo wykazano, ze
aktywacja cyklofosfamidu wynikajgca ze zwiekszonej ekspresji CYP2B6 i wzrost stezenia w
komérce nowotworowej aktywnych metabolitéw 4-OH-CPA, powoduje spadek
mitochondrialnego potencjatu btonowego, dalej, uwolnienie cytochromu c i nieodwracalng
Smieré komorek. Standardowy mechanizm dziatania cyklofosfamidu w komoérkach jest
blokowany w niektorych typach nowotwordw, w ktérych wystepuje podwyzszona ekspresja
czynnika antyapoptotycznego, biatka Bcl-2, hamujgcego proces uwolnienia z mitochondriow
cytochromu c. Nowotwory te stajg sie oporne na terapie cytostatykami alkilujgcymi, w tym
cyklofosfamidem. Wyzsze stezenie aktywnych metabolitow uzyskane w terapii P450-GDEPT
z uzyciem cyklofosfamidu, w poréwnaniu do terapii konwencjonalnej, ktérego skutkiem jest
wyzszy poziom uwolnionego z mitochondriéw cytochromu ¢, umozliwia silniejszg aktywacje
kaspazy-9 i innych biatek proapoptotycznych, a tym samym skierowanie komoérki na droge
apoptozy [Shwartz i wsp., 2002].

Doskonatym  czynnikiem selektywnie dostarczajgcym prolek do komorek
nowotworowych, nie uszkadzajgcym komérek zdrowych, sg wirusy. ldealny wektor wirusowy
powinien by¢ zdolny do replikacji w komorce docelowej, co umozliwitoby przenoszenie efektu
terapeutycznego na sagsiednie komorki guza. Do tworzenia takich wektoréw probuje sie
wykorzysta¢ m.in. adenowirusy. Przykfadem jest zastosowanie wektora Adeno-P450, ktéry
jest nosicielem proleku - cyklofosfamidu oraz genéw CYP2B6 i reduktazy P450. Razem
z nim do komorek wprowadzany jest wektor pomocniczy, pomagajgcy w replikacji obu
wektoréw w komodrkach nowotworowych, poniewaz wektor z prolekiem nie jest zdolny do
powielania materiatu genetycznego. Wektorem ,pomocnikiem” jest wektor ONYX-O17, ktory
skonstruowany zostat wykorzystujgc fakt, ze ponad 50% ludzkich nowotworéw ma
zmutowang i niefunkcjonalng forme biatka p53. Zmodyfikowany wirus-wektor ONYX nie jest
zdolny do powielania sie w komorkach prawidtowych z aktywnym p53, natomiast powiela sie
w komérkach z niefunkcjonalnym biatkiem p53. Jego intensywne namnazanie sie prowadzi
do lizy komorki nowotworowej, a uwolnione potomne czgstki wirusowe zakazajg sagsiednie
komorki nowotworowe, prowadzgc do ich zniszczenia [Jounaidi i Waxman, 2004].

Wektory herpeswirusowe, podobnie jak adenowirusowe, takze mogg by¢ nosicielami
prolekéw. Przyktadem takiego wektora jest rRp450, w ktory wprowadzono duzg delecje genu
UL39 oraz insercje transgenu szczurzego CYP2B1. Wektor ten jest rowniez nosnikiem

cyklofosfamidu. Enzym kodowany przez gen CYP2B1 umozliwia aktywacje proleku CPA,
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natomiast delecja UL39 zapewnia zdolnos¢ replikacji rRp450 w komoérkach nowotworowych.
W odréznieniu od wektorow adenowirusowych, wektory herpeswirusowe majg endogenny
gen HSV-TK, kodujgcy enzym odpowiedzialny za aktywacje proleku — gancyklowiru.
Synergizm tych dwoch prolekow zapewnia lepszy efekt terapeutyczny. Onkolityczng
aktywnos¢ wektora rRp450 zaobserwowano w komorkach raka okreznicy [Pawlik i wsp.,
2002; Aghi i wsp., 1999].

Podsumowujgc, genowo ukierunkowana terapia enzym — prolek, majgca na celu
zwiekszenie ekspresji gendéw kodujgcych izoenzymy cytochromu P450, zwiekszajgc tym
samym efektywno$¢ przemian prolek — lek, prezentuje kilka waznych i praktycznych zalet,
ktére mogg udoskonali¢ dotychczasowe schematy leczenia raka. Terapia GDEPT moze by¢
stosowana jako terapia uzupetniajgca, traktowana jako ,dodatek” szczegdinie
w terapiach nowotworéw opornych na leczenie konwencjonalne. Komorki transfekowane
plazmidami zawierajgcymi geny izoenzymow P450 stajg sie wowczas swoistg fabrykg

~=aktywnych metabolitow”, ktére mogg dyfundowac¢ do komoérek przylegajgcych.

Il. 2. REGULACJA EKSPRESJI IZOENZYMOW CYTOCHROMU P450.

Jak wspomniano, aktywnosc¢ katalityczna i poziom izoenzymow cytochromu P450
w roznorodnych tkankach zalezy nie tylko od profilu genetycznego pacjenta, ale rowniez od
wplywu czynnikdw zewnetrznych, w tym kontaktu z ksenobiotykami [Hewitt, 2007]. Obecnos$¢
ksenobiotykbw w organizmie moze mie¢ wptyw na indukcje ekspresji okreslonych
izoenzymoéw cytochromu P450 i wptywaé, podobnie jak polimorfizm ich gendéw, na
zréznicowany metabolizm lekow. Fakty te majg konsekwencje w efektach terapeutycznych,
szczegolnie w przypadku lekow przeciwnowotworowych, ktérych stosowanie, jak opisano
wczesniej, charakteryzuje sie waskim przedziatem indeksu terapeutycznego.

Prace wielu autorow wskazujg, ze zmiana ekspresji genéw cytochromu P450 ma
wplyw na odpowiedZz biologiczng indukowang w komodrkach nowotworowych przez
ksenobiotyki, w tym prokancerogeny oraz cytostatyki. Wyniki badan dotyczg gtdwnie wptywu
tych czynnikdw na procesy apoptozy, przy czym wykazano, ze nadekspresja cytochromu
P450 moze zaréwno hamowac jak i wzmacnia¢ efekt apoptozy indukowany przez te zwigzki.
Stwierdzono na przykfad, ze hamowanie aktywno$ci cytochromu P450 przez proadifen
(SKF525A) wywotuje m.in. zwiekszong przezywalnos¢ komorek i chroni przed apoptozag
indukowang przez kwas all-trans retinoidowy w komérkach biataczki mieloblastycznej HL-60
[Hoffmanowa i wsp., 2000]. Z drugiej strony, efekt apoptozy wywotany przez terfenedyne,
ktora jest silnym antagonistg receptora histaminowego H1, nie byt wrazliwy na szlak
sygnatowy receptora histaminowego, natomiast zostat wzmocniony przez silny inhibitor

cytochromu P450, ketokonazol, w komodrkach nowotworowych HepG2 i COLO205 [Wang
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i wsp., 2002]. Sg rowniez doniesienia o wptywie nadekspresji CYP1A1/1A2 na efekt
apoptozy wywotanej przez zwigzki toksyczne. Wykazano, ze indukcja CYP1A1 przez
4-chlorobifenyl w komérkach nowotworu piersi MCF-7, silnie wzmacniata efekt apoptozy
hamowany przez estradiol [Ptak i wsp., 2010].

Role modulatoréw transkrypcji gendéw izoenzymow cytochromu P450 petnig receptory
jadrowe, PXR, CAR i PPAR oraz czynnik transkrypcyjny AhR, zwane ogdlnie receptorami
ksenobiotykow. Geny kodujgce izoenzymy CYP wraz z receptorami jgdrowymi mogg tworzy¢
siatke powigzan i zaleznosci, w ktérych enzymy metabolizujgc specyficzne ligandy
receptorow, wptywajg na ich odpowiedz prowadzgcg do indukcji ekspresji gendéw kodujgcych
te enzymy. Zalezno$¢ ta ma zatem charakter regulacji typu sprzezenia zwrotnego, co
przedstawia rys. 9. Ligandami receptorow jgdrowych sg bowiem nie tylko zwigzki

egzogenne, badz endogenne, ale rowniez ich aktywne farmakologicznie metabolity.

METABOLIZM KSENOBIOTYKOW I ZWIAZKOW
ENDOGENNYCH Z UDZIALEM CYTOCHROMU P450
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Rys. 9. Wzajemne zaleznosci pomiedzy receptorami jgdrowymi (NR), ich ligandami, a izoenzymami
cytochromu P450, gdzie: X — ksenobiotyk, E — zwigzek endogenny, XO, EO — produkty metabolicznej
aktywacji [Honkakoski i Negishi, 2000].

Il. 2.1. Charakterystyka wybranych receptoréow jadrowych.

Wsrdéd czynnikow transkrypcyjnych wyodrebniono biatka z rodziny bHLH-PAS
i receptory jadrowe, do ktérych nalezg: hormonalne receptory jgdrowe (NHR — ang. Nuclear
Hormone Receptor). Przedstawicielem bHLH-PAS jest czynnik AhR (ang. aryl hydrocarbon
receptor) aktywowany przez wielopierscieniowe zwigzki organiczne, w tym dioksyny i ich
pochodne [Vanden Heuvel, 2002]. Hormonalne receptory jadrowe tworzg rodzine biatek,
w obrebie ktorej wyrdzniono trzy gtdéwne klasy. Klase | reprezentujg receptory steroidowe, do
ktérych nalezg receptory: progesteronowy (PR), estrogenowy (ER), glukokortykoidowy (GR),
androgenowy (AR) i mineralokortykoidowy (MR). Receptory tyroidowe stanowig Il klase,

w sktad ktorej wchodzi receptor tyroidowy (TR), receptor witaminy D (VDR) i receptor kwasu
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retinolowego (RAR) [Bain i wsp., 2007]. Klase lll tworzg tzw. receptory ,sieroce” (ang. orphan
receptors), do ktorych nalezg: receptor pregnanu X (PXR), konstytutywny receptor
androstanu (CAR), receptor aktywowany przez proliferatory peroksysomow (PPAR),
watrobowy receptor X (LXR), receptor kwaséw zotciowych (FXR) i receptor retinoidowy X
(RXR) [Synold i wsp., 2001]. Wszystkie wymienione czynniki transkrypcyjne okreslono
mianem receptoréw ksenobiotykéw (XR), poniewaz aktywnos$é biologiczna zwigzkéw
egzogennych zalezy bezposrednio od tych receptorow [Vanden Heuvel, 2002].

Receptory jgdrowe wykazujg w obrebie catej rodziny podobienstwa strukturalne
i funkcjonalne. W ich strukturze wyréznia sie w rejonie N-korncowym domene A/B, nastepnie
D i F, ktére wykazujg réznorodno$é¢ w zaleznosci od rodzaju receptora. Domeny silnie
zakonserwowane, o sekwencji zachowanej w ewolucji to domena wigzaca ligand (LBD),

potozona centralnie domena wigzgacg DNA (DBD) (rys. 10).

Wiasciwosci: Regiony niezakonserwowane Regiony silnie zakonserwowane
| I \
A/B D F
w2l o —— ¢ 2 e ot
\ I | |
Funkcja: AF-1: domena aktywacyjna DBD: LBP-' domena
(specyficzna dla komdrek i receptoréw) domena wigzqca ligand
wigzqca ‘ |

DNA  AF-2: domena aktywacyjna
(specyficzna dla komdrek,
receptoréw i ich ligandéw

Rys. 10. Schemat ilustrujgcy strukturalng budowe receptoréw jgdrowych oraz funkcje kazdej z domen.
Silnie zakonserwowanymi ewolucyjnie regionami sg domeny: DBD - wigzgca DNA oraz LBD -
wigzaca ligand (odpowiednio kolor zielony i czerwony). Regiony zr6znicowane ewolucyjnie to domeny
A/B, D i E. Domeny AD to domeny aktywacyjne [Gronemeyer i wsp., 2004].

Domena DBD skfada sie z dwoch palcow cynkowych, stanowigcych motyw
umozliwiajgcy rozpoznanie sekwencji i zwigzanie sie biatka do duzego rowka DNA w miejscu
regulatorowym genu docelowego. Domena ta wigze sie z sekwencjg zawierajacg
powtérzenia AGAACA lub AGGTCA. Powtdrzenia tworzg sekwencje zgodne, ktére moga
by¢ proste (DR), odwrdcone (IR) lub naprzeciwlegte (ER). Domena LBD sktada sie z a-helis
ostaniajgcych hydrofobowy rdzen bedacy miejscem wigzania z ligandem. Zawiera réwniez
sygnat kierujgcy do jadra komérkowego oraz motyw odpowiedzialny za zmiane konformac;ji
receptora pod wplywem zwigzania z ligandem lub agonistg. Na C-koncu LBD znajduje sie
motyw AF-2, o sekwencji Leu-X-X-X-X-Leu, ktdérego rolg jest aktywacja transkrypciji.
Podobng role petni AF-1. W regionach domen AF znajdujg sie tez sekwencje wigzania
specyficznych koaktywatoréw oraz sekwencje warunkujgce powinowactwo receptora do

okreslonych promotoréw. Pomiedzy domeng DBD i LBD znajduje sie region zawiasowy,
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ktory pozwala na zmiennos¢ konformacji biatka pod wptywem wigzania z ligandem. Jest
miejscem wigzania sie korepresorow transkrypcji i zawiera tez sygnat translokacji do jadra
[Wiliams i wsp., 2005].

Przed zwigzaniem do sekwencji regulatorowej w DNA etapem wstepnym
mechanizmu dziatania receptorow jgdrowych jest modyfikacja struktury chromatyny,
prowadzgca do jej rozluznienia. W sytuacji, gdy receptor nie jest aktywny, chromatyna
wystepuje w formie skondensowanej (rys. 11A), gdyz reszty lizyn w histonach nie sg
zacetylowane i dostep do DNA jest utrudniony. W takim wypadku hetero dimer receptora NR
i RXR moze wigza¢ specyficzne korepresory, NCoR1/2 Ilub SMRT, oddziatujgce
z deacetylazami histonowymi (HDAC). Konsekwencjg tego stanu jest zahamowanie

transkrypciji [Xu i wsp., 1999].

A. RECEPTOR NIEAKTYWNY B. RECEPTOR AKTYWNY

//////////////// AA/J

C

‘s-/C \-/0

Rys. 11. Schemat dziatania receptoréw jgdrowych (na podstawie [Monostory i Pascussi, 2008; Raun
i wsp., 2005]). A: nieaktywny heterodimer receptoréw NR i RXR, przytgcza biatka korepresorowe
(NCoR), ktére oddziatujg z deacetylazg histonowg, HDAC, uniemozliwiajgc rozluznienie chromatyny;
B: aktywny receptor indukuje zmiany konformacyjne tak, ze w miejsce korepresora przytgcza sie
koaktywator (CoA). Koaktywator aktywuje acetylotransferaze histonowg, HAT i biatka histonowe
ulegajg acetylacji, co powoduje zmniejszenie ich powinowactwa do DNA, rozluznienie struktury
chromatyny, a przez to udostepnienie rejonéw genu dla czynnikéw transkrypcyjnych.

W odpowiedzi na aktywacje receptora, np. poprzez zwigzanie z ligandem lub poprzez
fosforylacje, znaczgco zmienia sie struktura domeny wigzacej ligand, prowadzgc do zmiany
potozenia domeny aktywacyjnej AF-2 (rys. 11B). Nastepuje wodwczas dysocjacja
korepresora, ktérego zastepuje koaktywator, np. SRC-1/3 lub p300/CBP. Koaktywator
aktywuje acetylotransferaze histonowg (HAT) i biatka histonowe zostajg zacetylowane, co
powoduje zmniejszenie ich powinowactwa w stosunku do DNA. W konsekwencji obserwuje
sie rozluznienie struktury chromatyny, dzieki czemu odpowiednie rejony genéw stajg sie
dostepne. W ten sposob lub poprzez inne dziatanie koaktywatora aktywowane s3g kolejne
biatka i kompleks transkrypcyjny przechodzi do stanu aktywnego, co umozliwia przytgczenie
polimerazy RNA Il [Ruan XZ i wsp., 2005]. Nalezy zwr6ci¢ uwage, ze wptyw NR na ekspresje

gendw docelowych jest przedmiotem regulacji na etapie wyboru miejsca wigzania z DNA,
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selektywnej dimeryzacji, wigzania ligandow i koaktywatoréw. Niektore czynniki
transkrypcyjne moga konkurowa¢ o te same koaktywatory lub hamowacé transkrypcje genéw
przez oddziatywanie z innymi czynnikami transkrypcyjnymi. Badania donosza, ze niektore
NR wystepujg zwykle w cytoplazmie i ulegajg translokacji do jgdra wytgcznie po zwigzaniu

liganda.

Il. 2.1.1. Receptor pregnanu X (PXR).

Pierwsze doniesienia na temat receptora pregnanu X (PXR) pojawity sie w 1998 roku
[Kliewer i wsp., 1998]. Zidentyfikowano wéwczas naturalne ligandy PXR, pregnany, od
ktorych receptor wzigt swojg nazwe. Receptor PXR jest receptorem ,sierocym”, ktory
uczestniczy w indukcji CYP3A, CYP2B i wybranych transporterow (MDR1, MRP1) oraz
enzymow |l fazy metabolizmu lekéw (SULT, UGT). Bierze udziat w transkrypcji CYP3A4
[Bertlisson i wsp., 1998; Blumberg i wsp., 1998] i CYP3A7 [Pascussi i wsp., 1999], jak
rowniez w regulacji ludzkich karboksylesteraz hCE-1 i hCE-2 [Xu i wsp., 2009]. Rezultaty
ostatnich prac wskazujg, ze PXR uczestniczy takze w transkrypcji lizoform CYP2C9
i CYP2C8 [Pscussi i wsp., 2000]. Receptor PXR wystepuje przede wszystkim w watrobie,
w jelicie cienkim, w jelicie grubym i w nerkach, gdzie majg miejsce procesy detoksykac;ji.
Ligandami tego receptora sg zréznicowane strukturalnie egzogenne i endogenne zwigzki
chemiczne, takie jak: hormony steroidowe i metabolity steroidow (progesteron, estrogen,
kortykosteron , 5B-pregnan i androstanol) [Moore i wsp., 2000].

W nieobecnosci liganda w cytoplazmie receptor tworzy kompleks z biatkamim Hsp90
i CCRP (rys. 12). Istnienie kompleksu PXR:Hsp90:CCRP =zostato potwierdzone
eksperymentalnie. Stwierdzono bowiem, ze w wyniku nadekspresji genéw kodujgcych biatko
CCRP, ilos¢ czgsteczek receptora PXR w cytoplazmie wzrasta [Squires i wsp., 2004].
Przytaczenie liganda aktywuje receptor, co prowadzi do dysocjacji kompleksu z biatkami
opiekunczymi i umozliwia transport receptora do jgdra. Aktywowany receptor tworzy
heterodimer z receptorem a retinoidu X (RXRa), ktéry wigze sie z sekwencjg DNA genu
CYP3A4 zawierajgcg odwrdocone powtdrzenie — ER6 w proksymalnej czesci promotora oraz
z modutem wzmocnionej odpowiedzi na ksenobiotyk (XREM — ang. xenobiotic-repsonsive
enhancer module) regulujgc transkrypcje. Modut XREM obecny w czesci dystalnej promotora
zawiera wiele charakterystycznych sekwencji wigzgcych receptor jadrowy, w szczegolnosci
motyw obejmujacy proste powtérzenie DR3. Zaréwno sekwencja DR3 jak ER6 sg wymagane
dla maksymalnej indukcji ekspresji CYP3A4 poprzez receptor pregananu X [Svecova i wsp.,
2008; Timsit i Negishi, 2007].
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Rys. 12. Schemat szlaku przenoszenia sygnatu z udziatem receptora pregnanu X (na podstawie [Masi
i wsp., 2009]). A: niezwigzany receptor z ligandem moze wycisza¢ ekspresje gendw poprzez
zwigzanie sie kompleksu receptora z biatkami Hsp90, CCRP oraz korepresorem (NCoR).
B: przylaczenie liganda (np. rifampicyny, PCN) prowadzi do dysocjacji kompleksu z biatkami
opiekunczymi i umozliwia transport receptora do jadra, gdzie tworzy heterodimer z RXR.
Jednoczes$nie nastepuje zwigzanie koaktywatora (NCoA) i dimer PXR/RXR wigze sie do motywu
XREM sekwencji DNA, co indukuje transkrypcje mRNA. PXR moze by¢ w postaci ufosforylowanej na
skutek dziatania kinazy biatkowej A (PKA) co wzmacnia interakcje receptora z koaktywatorem, ale
moze rowniez wystepowa¢ w formie nieufosforylowanej w wyniku aktywnosci fosfatazy biatkowe;j
PP2A, co przyspiesza proces translokacji receptora do jgdra komorki.

Warto zaznaczy¢, ze wigzanie PXR/RXR z regionem DNA zawierajgcym motyw ERG6
i DR3 nastepuje poprzez przytgczenie biatek koaktywatoréw tj. SRC-1/3, PBP, PRMT1. Do
korepresorow PXR nalezg: NCoR1, NCoR2-a i NCoR2-1 [Johnson i wsp., 2006; Li i wsp.,
2009]. Wedtug ostatnich doniesien czynnikiem limitujgcym aktywno$¢ receptora PXR jest
jego fosforylacja. W procesie tym biorg udziat kinazy biatkowe A, C, Ckd2 oraz p70 S6K,
Cdk1, GSK-3 [Pondugula i wsp., 2009]. To czy proces fosforylacji bedzie aktywowat czy
hamowat dziatanie receptora zalezy od specyficznego miejsca fosforylacji. Reakcja

fosforylacji przeprowadzona przez kinaze biatkowa A (PKA) wzmacnia efektywno$¢ wigzania
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sie receptora z koaktywatorem. Jednakze, fosforylacja Ser*’ receptora RXR hamuje
dimeryzacje z PXR [Matic i wsp., 2007]. Potranslacyjna modyfikacja NR nie zawsze wiec
zatrzymuje lub aktywuje proces transkrypcji, ale zmienia powinowactwo receptora do
sekwencji promotorowej, o czym $wiadczy fosforylacja Ser®® receptora RXR. [Timsit
i Negishi, 2007].

Zaskakujgce byty rowniez badania zespotu Greueta z 1997 roku ktére wykazaty, ze
poziom izoenzymow P450 jest wyraznie nizszy w szybko proliferujgcych komdérkach
nowotworu watroby niz w  wyizolowanych hepatocytach ptodowych [Greuet
i wsp., 1997]. Mechanizm odpowiedzialny za te inhibicje nie byt znany az do czasu
przedstawienia wynikow badan przez zespdt Lina [Lin i wsp., 2008]. Przedstawiono w nich
biatkowe inhibitory kinaz Cdk jako aktywatory zaleznej od PXR ekspresji CYP w komérkach
ludzkiego nowotworu watroby HepG2. Wykazano, ze fosforylacja Ser** PXR, reszty
aminokwasowe] znajdujgcej sie w domenie wigzacej DNA (DBD) prowadzi to inhibic;ji
regulowanej przez PXR ekspresji CYP3A4. Cdk2 nalezy do rodziny kinaz cyklino-zaleznych,
ktére sg obecne w komorkach dzielgcych sie podczas catego cyklu. Poniewaz jej aktywnos¢
jest najwyzsza w fazie S cyklu, aktywnosé receptora PXR jest najnizsza w tej fazie. Wynik
ten wyjasnit obserwacje niskiej ekspresji izoenzyméw P450 w proliferujgcych komaérkach
HepG2.

Sugeruje sie réwniez, ze czynnik transkrypcyjny NF-kB, ktory odgrywa kluczowa role
w odpowiedzi immunologicznej na infekcje, hamuje ekspresje CYP3A4 poprzez zaburzenie
interakcji w kompleksie PXR:RXR. NF-kB przytagcza sie¢ do domeny DBD receptora RXR,
przez co zaburza proces wigzania sie kompleksu do DNA [Gu i wsp., 2006]. Leki
przeciwzapalne bedg wiec hamowac ekspresje izoenzymow P450 zalezng od receptora
PXR. Wykazano, ze wyzsza aktywnos$¢ interleukin prozapalnych IL-1, IL-6 oraz TNF-a
wystepujgca podczas stanu zapalnego watroby hamuje ekspresje CYP regulowang PXR.
Dzieje sie tak, poniewaz lipopolisacharydy bakteryjne oraz interleukiny IL-1 i TNF-a aktywujg
dziatanie czynnika NF-kB.

PXR jest receptorem o dos¢ szerokiej specyficznosci i stabym powinowactwie do
ligandow. Na podstawie struktury krystalicznej domeny wigzacej ligand stwierdzono, ze
hydrofobowa kieszen, jako miejsce wigzania liganda jest wigksza niz w wiekszosci
receptoréw jgdrowych. W poblizu kieszeni znajduje sie dodatkowa petla, co prawdopodobnie
daje mozliwo$¢ wigzania sie do niej zarébwno wigkszych jak i mniejszych ligandéw. Co
wiecej, analiza struktury krystalicznej LBD z wybranym ligandem pozwolita stwierdzi¢, ze
ligand moze by¢ umieszczony w niszy domeny w trzech réznych potozeniach [Williams
i wsp., 2005]. Tak wiec PXR odmiennie od innych receptoréw jgdrowych jest dos¢
»wszechstronnym” receptorem, zdolnym do oddzialywania z wieloma ligandami. Jest tez

zaangazowany w metabolizm kwaséw zétciowych. Z jednej strony moze byé¢ indukowany
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przez kwasy zotciowe, z drugiej strony jest zaangazowany w hamowanie ekspresji genu
izoenzymu CYP7A1, katalizujgcego reakcje biosyntezy kwasow zotciowych z cholesterolu.
Dodatkowo, PXR bierze udziat w indukcji ekspresji genéw biatek transformujgcych kwasy
z0fciowe do ich nietoksycznych metabolitdw oraz gendéw kodujgcych biatka transportujgce te

metabolity poza komoérke [Vandel Heuvel, 2002].

Il. 2.1.2. Konstytutywny receptor androstanu (CAR).

Receptor CAR wystepuje gtdwnie w watrobie, a w mniejszej ilosci w jelicie cienkim,
zotgdku, moézgu, nerkach i ptucach [Swales i Negishi, 2004]. W odr6znieniu od wiekszoci
receptoréw jadrowych, ktére sktadajg sie z pieciu domen, CAR posiada trzy: domene
wigzgcg DNA, region zawiasowy i domene wigzgcg ligand [Squires i wsp., 2004]. Zostat
poczatkowo zidentyfikowany jako receptor konstytutywny niewymagajgcy do aktywacii
zwigzania z ligandem. Wykazano, ze standardowy aktywator CAR, fenobarbital (PB),
indukuje ekspresje gendw Kilku rodzin izoenzymow P450, szczegdlnie CYP2B, jednak nie
wigze sie do receptora jako jego ligand. Znaleziono natomiast rejon regulatorowy genu
CYP2B, na ktorego aktywacje miat wptyw PB. Region ten nazwany PBREM [Trottier i wsp.,
1995; Moore i wsp., 2000] wzbudzit nadzieje na identyfikacje receptora PB. Jednoczes$nie,
w trakcie niezaleznie prowadzonych badan odkryto jgdrowy receptor sierocy, tworzacy
heterodimer z RXR i wigzagcy sie z sekwencjg RE DNA. Drugie biatko dimeru
zidentyfikowano woéwczas jako CAR, opierajgc sie na fakcie, ze moze on aktywowac
transkrypcje z modutu RE, bez koniecznosci przytgczania egzogennego liganda. W wyniku
dalszych badan udato sie wykazaé, ze CAR wykryty w kompleksie RXR wigzgcym sie do
sekwencji RE jest tym samym receptorem, ktéry miat wptyw na ekspresje genu CYP2B
poprzez oddziatywanie z regionem PBREM. Okazato sie zatem, ze CAR moze regulowaé
indukcje z CYP2B z udziatem PB. Wykazano tez, ze w hepatocytach w nieobecnosci
liganda, CAR, podobnie jak PXR, jest zlokalizowany w cytozolu, a jego transport do jadra jest
zalezny od PB lub od zwigzkéw o podobnych wiasciwosciach mimo, ze sg ligandami tego
receptora [Williams i wsp., 2005].

Wyniki innych badan udowodnity, ze ligandem CAR u myszy jest metabolit
testosteronu, androstan, bedacy odwrotnym agonistg tego receptora. Odwrotnymi
agonistami CAR cziowieka sg oprocz androstanu takze polichlorowane weglowodory
aromatyczne, chlorowane pestycydy (np. DTT i metoksychlor), lek przeciwgrzybiczny
klotrimazol [Moore i wsp., 2000]. Zidentyfikowano tez zwigzek o wlasciwosciach
selektywnego agonisty CAR, pochodng imidazotiazolu — CITCO [Maglish i wsp., 2003].

W Swietle powyzszych faktéw wydaje sie, ze dziatanie receptora CAR moze przebiegac co
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najmniej dwiema drogami, poprzez jego ligandy bedgce odwrotnymi agonistami oraz poprzez

dziatanie fenobarbitalu, ktorego struktura odbiega od agonistéw.
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Rys. 13. Schemat szlaku przenoszenia sygnatu z udziatem receptoréw jgdrowych CAR (na podstawie
[Masi i wsp., 2009]. W nieobecnosci liganda, w cytoplazmie receptor CAR tworzy kompleks z biatkami
Hsp90 i CCRP. Po przytgczeniu liganda (TCPOBOP) fosfataza PP2A katalizuje defosforylacje Ser*®,
co prowadzi do translokacji receptora do jadra. W aktywaciji szlaku niezaleznej od zwigzania liganda
z receptorem, fenobarbital (PB) indukuje fosfataze PP2A, ktora katalizuje reakcje defosforylaciji
umozliwiajgc jego transport do jadra. Tam nastepujg dimeryzacja CAR z RXR. Dimer rozpoznaje
specyficzne sekwencje PBREM, aktywujgc polimeraze RNAIL.

Obie drogi prowadzg jednak do umiejscowienia receptora CAR w jgdrze komorkowym
i wigzania z tg samg sekwencjg DNA. Fenobarbital indukuje fosfataze PP2A, ktdra katalizuje
reakcje defosforylacji Ser202 receptora, umozliwiajac w ten sposéb jego transport do jadra,
gdzie by¢é moze zachodzi ponowna fosforylacja. W translokacji CAR do jadra moga
uczestniczy¢ rowniez inne biatka, w tym jako przyktad receptor GRIP1 (ang. p760
transcription factor GR-interacting protein 1) [Xia i Kemper, 2005]. W jadrze receptor CAR
oddziatuje z koaktywatorami tj. SRC-1, SMRT, ASC-1, GRIP/TIF2, PGC-1, SMC-1, po czym
podobnie jak w przypadku PXR, tworzy sie hetero dimer CAR/RXR. W formie dimeru
receptor rozpoznaje specyficzng sekwencje PBREM, ktéra jest zachowana w ewolucji
u roznych gatunkéw i zawiera motywy DR3, DR5 i ER6. W nastepstwie rozpoznania
sekwencji nastepuje oddziatywanie z biatkami odpowiedzialnymi za transkrypcje [Maglich
i wsp., 2003; Wei i wsp., 2000].
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Podsumowujgc, indukcja ekspresji genow z udziatem PXR i CAR ma wiele punktow
stycznych. Oba receptory mogg indukowacC te same geny poprzez te same sekwencje
rozpoznawcze, chociaz rola typowych induktorow rifampicyny i fenobarbitalu w ekspresji tych
genow jest odmienna [lhunnah i wsp., 2011]. Stworzono model transgenicznych myszy,
stosujgc plazmidy ekspresyjne VP-PXR i VP-CAR, aby potwierdzi¢ wzajemng relacje
pomiedzy receptorami. Wykazano, ze aktywacja PXR prowadzi do ciggtej indukcji CYP3A
oraz CYP2B [Xie i wsp., 2000] (rys.14). U myszy VP-CAR nastepowata ekspresja tylko
izoenzyméw CYP2B, ekspresja CYP3A byta jednak indukowana przez fenobarbital [Saini
i wsp., 2004]. Zaproponowany model dziatania PB, nie bedgcego ligandem CAR, moze
wskazywaé, ze mechanizm kowalencyjnej modyfikaciji aktywnosci biatka przez fosforylacje

moze by¢ istotny réwniez w przypadku innych receptorow jgdrowych.

Il. 2.2. Modulacja aktywnosci receptoréw jadrowych przez leki przeciwnowotworowe.

Prace wielu autorow wskazujg, ze niektére substancje, w tym stosowane klinicznie
leki mogg modulowac aktywnosc¢ izoenzymow cytochromu P450 na poziomie genu. Chociaz
indukcja ta jest odpowiedzig adaptacyjng jako ochrona przeciwko dziataniu ksenobiotykdw,
jednakze odpowiedz ta stanowi jednoczesnie zrodio oddziatywanh lek — lek. Analizujgc geny
docelowe dla poszczegdinych receptoréw jadrowych mozna zauwazyC, ze receptory PXR
i CAR posredniczg w regulacji najwiekszej liczby enzymoéw i biatek transportujgcych
uczestniczacych w biotransformacji lekéw. Aktywacja tych receptorow wigze sie, z waznymi
z klinicznego punktu widzenia, oddziatywaniami pomiedzy stosowanymi farmaceutykami.
Aktywacja PXR i CAR powoduje obnizenie stezenia innych ksenobiotykdw i lekéw, ktore sg
przeksztatcane przez ulegajgce jednoczesnej indukcji izoenzymy CYP3A i CYP2B. Inhibicja
prowadzi do zas do zwiekszenia stezenia toksycznych dla organizmu aktywnych metabolitéw
(rys. 14.).

Indukcja CYP3A4 Inhibicja CYP3A4 Poziom normalny
E A Efekt toksyczny E A Efekt toksyczny E A Efekt toksyczny
i =~ /\ <
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Rys. 14. Pole pod krzywg stezen (AUC — ang. area under curie) przedstawiajgce zalezno$¢ od czasu
stezenia leku, metabolizowanego przez izoenzym CYP3A4, jaka dociera do krgzenia ogdlnego
w postaci nie zmienionej, po indukcji badz inhibicji ekspresji tego izoenzymu [Moreau i Vilarem, 2008].
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Il. 2.2.1. Indukcja receptoréw PXR i CAR.

Klasycznymi induktorami receptorow PXR i CAR sg takie zwigzki jak rifampicyna,
prednizolan, karbamazepina, fenytoina, klotrimazol, cyklosporyna, hyperforyna. Cho¢ nie sg
to leki przeciwnowotworowe, czesto stosowane sg jako leki wspomagajgce w terapii
przeciwnowotworowej. Przykladem jest zastosowanie rifampicyny, jako potsyntetycznego
antybiotyku stosowanego w przypadku zapalenia szpiku i kosci, u dzieci z przewlektg
biataczkg szpikowg (CLM) po przeszczepie szpiku kostnego. Wykazano, ze znaczaco
zmniejsza sie efektywnos¢ dziatania cyklosporyny, metabolizowanej przez CYP3A4
i stosowanej w tego typu biataczkach, w kombinacji z rifampicyng. Udowodniono, Ze
stosowanie RF powoduje wzrost stezenia mRNA kodujgcego CYP3A4, glikoproteing P
i MRP2, co prowadzi do wzrostu tempa metabolizmu cyklosporyny, redukujgc jej stezenie
jakie dociera do krgzenia ogdlnego [Zelunka, 2002; Chen i wsp. 2006]. Podobne rezultaty
otrzymano w przypadku zastosowania imatinibu (Gleevec, STI571) wraz z rifampicyna.
Zaobserwowano znaczacy spadek, bo o 54%, wartosci najwyzszego stezenia imatinibu we
krwi natychmiast po dozylnym podaniu (C..x) oraz spadek o 68% wartosci AUC [Bolton
i wsp., 2004]. Réwniez stezenie chloroacetaldehydu (CAA), metabolitu ifosfamidu, ktérego
powstawanie  katalizuje izoenzym  CYP3A4, odpowiedzialnego za  usuwanie
wewnagtrzkomorkowego glutationu [Cheng i wsp., 2007], spada wskutek terapii rifampicyna,
co w konsekwencji podnosi opornos¢ komorek nowotworowych na leczenie [Kerbusch i wsp.,
2001]. Intensywne prace majgce na celu wyjasnienie mechanizmu indukcji PXR przez
rifampicyne pozwolity stwierdzi¢, ze rifampicyna wigzgc sie do receptora utatwia przytgczenie
do niego koaktywatorow: SRC-1 i PGC-1 wraz z czynnikiem transkrypcyjnym, HNF4a [Li
i Chiang, 2006].

Ciekawym przyktadem lekéw majacych rézny wplyw na receptor PXR, sa
przeciwnowotworowe leki antymitotyczne, paklitaksol (PAC) i docetaksol (DOC). Oba zwigzki

sg podobne strukturalnie, jednak dziatajg odmiennie na receptor PXR (rys. 15.).

Rys. 15. Mechanizm oddziatywania lekéw
przeciwnowotworowych, paklitaksolu (PAC)
i docetaksolu (DOC) z receptorem PXR (na
podstawie [Nallani i wsp., 2003, Nallani
i wsp, 2004]. PAC wigze sie z PXR
indukujac dysocjacje korepresora SRC-1,
co pozwala na oddziatywanie
z kompleksem transkrypcyjnym i ekspresje
gendw CYP3A4. DOC powoduje zmiane
konformacji w obrebie domeny receptora
wigzacej ligand, co uniemozliwia dysocjacje
kompleksu z korepresorem SMRT, a wiec
uniemozliwia zwigzanie z ko aktywatorem
i indukcja ekspresji CYP3A4 nie zachodzi.
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Paklitaksol zachowuje sie jak typowy agonista tego receptora. Wigze sie z nim indukujgc
dysocjacje korepresora SMRT, a nastepnie przytgczenie koaktywatora SRC-1, co pozwala
na oddziatywanie z kompleksem transkrypcyjnym i ekspresje genow kodujgcych izoformy
CYP3A4. Badania in vitro potwierdzity indukcje syntezy izoenzymu CYP3A4 w wyniku
traktowania paklitaksolem. Docetaksol nie wykazuje takiej zdolnosci. Okazato sie, ze
powoduje on takg zmiane konformacji w obrebie domeny receptora wigzacej ligand (LBD),
ktéra uniemozliwia dysocjacje kompleksu z korepresorem SMRT, a wiec uniemozliwia
zwigzanie z koaktywatorem i w konsekwencji nie obserwuje sie indukcji ekspresji genu
CYP3A4 [Nallani i wsp., 2003; Nallani i wsp., 2004]. Tak wiec podczas terapii wielolekowej
z paklitaksolem podwyzszonej metabolicznej aktywaciji bedg ulegaty leki metabolizowane
przez CYP3A4, co nie nastgpi w przypadku docetaksolu.

Kolejnymi  przedstawicielami modulatorow receptora PXR ws$rod lekdw
przeciwnowotworowych sg tamoksyfen oraz cyklofosfamid. Tamoksyfen ulega intensywnym
przemianom metabolicznym z udziatem izoenzymu cytochromu P450 3A4 (podrozdz.
1.1.2.1., rys.6.), jednoczesnie powodujgc jego indukcje. Badania in vitro w komorkach
HepG2 potwierdzity udziat receptora PXR w tej modulacji. Przeprowadzone w tym celu
wyciszenie genu PXR metodg siRNA, spowodowato, Zze tamoksifen i jego metabolit,
4-hydroksytamoksyfen, nie indukowat juz ekspresji CYP3A4. Zaobserwowano nawet Scistg
zaleznos¢, mianowicie 50% wyciszenia gendw kodujgcych PXR, dawato 50% spadek
indukcji izoenzymu. Mechanizm interakcji tamoksyfenu z receptorem PXR zachodzi
prawdopodobnie na drodze zwigzania sie leku w tym samym miejscu co estradiol, jego
endogenny substrat. Zwigzek jednak nie miesci sie¢ w kieszeni wigzacej ligand i indukuje
takie zmiany konformacyjne biatka, ktére powodujg zablokowanie ekspresji odpowiednich
gendéw [Sane i wsp., 2008]. Cyklofosfamid z kolei, jest metabolizowany przez CYP3A4
i CYP2B6 (podrozdz. 1.1.2.1., rys.7.) do cytotoksycznego 4-hydroksycyklofosfamidu.
Stosowany facznie z typowymi agonistami receptorow PXR i CAR, fenobarbitalem,
deksametazonem i rifampicyng, prowadzi do wysokiego stezenia toksycznego metabolitu
[Lindley i wsp., 2002].

Opierajgc sie na doniesieniach dotyczgcych opisanych powyzej aktywatorow
receptora PXR, Harmsen i jego zespot przeprowadzili badania przesiewowe 18 szeroko
stosowanych lekow przeciwnowotworowych w kontekscie ich potencjalnych zdolnosci
modulacji aktywnosci PXR. Potwierdzono udziat w indukcji ekspresji izoenzymu CYP3A4
jako genu reporterowego, poprzez wigzanie z receptorem PXR, na poziomie zblizonym do
rifmampicyny, takich chemoterapeutykdw jak: winkrystyna, winblastyna, cyklofosfamid,
ifosfamid, docetaksol, flutamid, erlotinib i tamoksifen [Harmsen i wsp., 2009]. Dodatkowo
wykazano, ze leki te indukujg rowniez transkrypcje genodw kodujgcych biatko transportowe,

P-gp, ktéra réwniez regulowana jest przez receptor PXR, w komdrkach raka jelita grubego
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[Harmsen i wsp., 2010]. Fakt ten, moze wskazywac¢ na zwiekszenie opornosci komorek
nowotworowych na stosowane wybrane chemoterapeutyki, ktére sg substratami dla
glikoproteiny P-gp. Wzrost ekspresji gendw samego biatka PXR rowniez prowadzit do
zwiekszonej opornosci komérek HEC-1 na dziatanie paklitaksolu i cisplatyny [Chen, 2010].
W terapii kostniakomiesaka, ztosliwego nowotworu kosci, aktywacja receptora PXR ostabiata
efektywnosc leczenia etopozydem, a dodatkowo kombinacja z agonistami tego receptora
przyspieszata usuwanie z komoérek kwasu catkowicie trans-retinowego (ATRA), ktéry
odgrywa istotng role w regulacji proceséw wzrostu i réznicowania komoérek zdrowych
i zmienionych nowotworowo. Mechanizm ten réwniez skutkowat opornoscig na leczenie
wspomagajgce ATRA w przypadku ostrej biataczki promielocytowej (APL) [Wang i wsp.,
2008].

Aktualne doniesienia wykazaty, ze CAR réwniez bierze udziat w indukcji ekspresji
biatek transportowych, MDR1, MRP2 i BCRP [Wang i wsp., 2010]. Induktory tego receptora
mogg wiec podwyzsza¢ poziom tych biatek w komodrce nowotworowej, a tym samym
zwiekszaC jej opornos¢. Jednakze, inne badania wykazaly, ze agonista tego receptora,
CITCO, hamuje proliferacje komorek poprzez zahamowanie cyklu komoérkowego oraz
indukcje apoptozy komérek glejaka moézgu. Co ciekawe, wyzsza ekspresja CAR blokuje
ekspansje komorek macierzystych glejaka. Wynik ten stat sie podstawg do dalszych badan
receptora CAR jako nowego celu terapeutycznego w leczeniu glejakéw [Chakraborty i wsp.,
2011].

Il. 2.2.2. Inhibicja receptoréw PXR i CAR.

W ostatnich latach kilka grup badawczych zainteresowato sie antagonistami
receptora PXR jako potencjalnymi lekami znoszgcymi efekt opornosci komorek
nowotworowych na wybrane cytostatyki [Biswas i wsp., 2009; Harmsen i wsp., 2010].
Standardowym przyktadem zwigzku hamujgcego aktywnos¢ obu receptoréw, PXR
i CAR, jest ketokonazol, lek przeciwgrzybiczy. Dzieki temu, ze okazat sie on antagonistg
receptoréw, znalazt on zastosowanie w leczeniu hormonozaleznych nowotworow, w tym raka
prostaty [Takeshita i wsp., 2002]. Hamuje on bowiem metabolizm testosteronu katalizowany
przez CYP3A4, tym samym uniemozliwiajgc wzrost komoérek tego nowotworu.
W przeprowadzonych badaniach na liniach ludzkiego nowotworu watroby, HepG2 i raka jelita
grubego, LS174T, wykazano, ze ketokonazol hamuje, indukowang wczesniej rifampicyna,
ekspresje CYP3A4 nawet 10-krotnie. Opracowano dwa mozliwe modele oddziatywania
ketokonazolu (K) z receptorem, w obecnosci leku (L). W obu przypadkach ketokonazol
uniemozliwia zwigzanie sie koaktywatora SRC-1 z receptorem, w pierwszym poprzez

zwigzanie sie z nim i allosteryczng zmiane konformacji receptora, w drugim poprzez
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zwigzanie sie w miejscu wigzania sie koaktywatora. Oba procesy prowadzg do zaktocenia

dimeryzaciji receptora PXR z RXR i zahamowania transkrypcji [Huang i wsp., 2006; Dvorak,

2011] (rys. 16.).
A. Zwiqzanie (K) w
@ RQY  miejscu wigzania
o G kowaktywatora
O i ———
S\ ’ /—\ L [\ B. Allosteryczna
@ @ % inhibicja wigzania
A kowaktywatora

Rys. 16. Dwa modele mechanizmu inhibicji receptora PXR przez ketokonazol; K — ketokonazol,
L — lek bedacy ligandem dla PXR [Huang i wsp., 2006; Dvorak, 2011].

Ketokonazol, ze wzgledu na zdolnos¢ inhibicji izoenzymu CYP3A4 czesto wchodzi
w interakcje z lekami bedgcymi substratami tego biatka. Stosowany tgcznie z docetaksolem
powoduje zahamowanie detoksykacyjnej biotransformacji docetaksolu prowadzgc do
efektow toksycznych, takich jak neuropenia czyli silny stan niedoboru granulocytéw [Engels
i wsp., 2004].

Obecnie dos¢ obiecujgcym antagonistg receptora PXR, jest nowa pochodna azolowa,
FB-12, o nizszej hepatotoksycznosci niz ketokonazol [Venkatesh i wsp., 2011]. Analog ten
bardzo szybko znosit oporno$¢ komaorek raka jelita grubego na dziatanie irinotekanu (SN-38),
spowodowang indukcjg aktywnosci receptora PXR. Koncepcja zastosowania inhibitorow
PXR jako zwigzkow zapobiegajgcych opornosci komérek nowotworowych na leczenie
zwigzanych z ekspresjg biatka btonowego, P-gp, produktu ekspresji genu MDR1, spotkato
sie z szerokim zainteresowaniem. Przyktadem sg badania, opornosci na paklitaksol
i winblastyne, linii komdérkowej ludzkiego raka prostaty traktowanej wczes$niej agonistg PXR,
zwigzkiem SR12813. Przeprowadzenie nokautu genowego PXR przywrécito wrazliwosé
komoérek nowotworowych na paklitasol i winblastyne, co sugeruje, ze skuteczno$¢ terapii
w nowotworach PXR-dodatnich moze by¢ osiagnieta poprzez wytgcznie genu PXR. Podobny
efekt osiggnieto wyciszajgc gen PXR w komorkach nowotworéw endometrium HEC-1, co
skutkowato zmniejszeniem poziomu ekspresji MDR1 oraz skutecznym dziataniem
paklitaksolu i cisplatyny [Masuyama i wsp., 2003; Masuyama i wsp., 2007]. Ekspresja
receptora PXR, a tym bardziej jego aktywacja, prowadzi rowniez do opornosci komorek jelita
grubego na terapie irinotekanem (SN-38) poprzez wzrost ekspresji genéw enzymu UGT1A1,
glukuronidacji, a wiec szybszej przemiany zwigzku do nieaktywnych glukuronidow.
Wyciszenie genu PXR hamowato ten proces i prowadzito do wyzszej skutecznosci terapii

irinotekanem [Raynal i wsp., 2010].
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Antagonistg receptora PXR jest rowniez stosowany w leczeniu miesakow tkanek
miekkich, zwigzek ET-743 (Yondelis®). Stosowanie jego fgcznie z doksorubicyng podwyzsza
jej stezenie w komodrce, co w rezultacie daje lepszy efekt terapii przeciwnowotworowej
[Kanzaki i wsp., 2002]. Dzieje sie tak poprzez zniesienie efektu opornosci na leki wywotang
obecnoscig biatka MDR1, ktérego funkcjg jest usuwanie z komérki zwigzkéw hydrofobowych,
w tym wiekszosci lekéw przeciwnowotworowych, co znacznie obniza ich efektywne stezenie

prowadzgc do opornosci.
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ll. ZALOZENIA | CEL PRACY

Badania nad poznaniem molekularnego mechanizmu przemian metabolicznych
pochodnych triazoloakrydonu i 9-amino-1-nitroakrydyny rozpoczeto w naszym zespole od
badan ich transformacji w ukfadach modelowych, poczatkowo z udzialem czynnika
redukcyjnego, ditiotreitolu, DTT, w przypadku pochodnych 1-nitroakrydyn [Gorlewska i wsp.,
2001], pozniej stosujgc enzymy frakcji mikrosomalnej wyizolowanej z watroby szczura
i cztowieka, a w koncu w obecnosci rekombinantowych enzyméw | i Il fazy metabolizmu
[Wisniewska, 2008; Potega, 2010]. Zaobserwowano znaczgce réznice w przemianach
metabolicznych pomiedzy zwigzkami nalezgcymi do obu grup pochodnych akrydyny.
W  przypadku zwigzku C-1748, jak i stosowanego do celdw poréwnawczych
4-niepodstawionego analogu 1-nitroakrydyny, zwigzku C-857, zaobserwowano kilka
produktdw metabolizmu o réznej intensywnosci, natomiast C-1305 transformowat tylko do
jednego metabolitu. W oparciu o analize spektroskopowg produktéw stwierdzono, ze procesy
biotransformacji C-1305 nie obejmujg pierscienia heterocyklicznego, w odréznieniu od
pochodnych 1-nitroakrydyny, gdzie otrzymano produkty ze zmieniong strukturg pierscienia
akrydyny. Stwierdzono rowniez wyrazne roznice w reaktywnosci zwigzkow
C-1748 i C-857. Okazato sie, ze pochodna C-1748 jest mniej podatna od innych 9-amino-1-
nitroakrydyn na przemiany metaboliczne. Postawiono wiec hipoteze, Ze obnizona
reaktywnosc¢ jak i podatnos¢ na atak nukleofilowy Scisle wigzg sie z nizszg toksycznoscig
0gdIng tego zwigzku [Wisniewska, 2008].

Wykazane réznice w metabolizmie obu grup pochodnych akrydyny, w zastosowanych
uktadach modelowych, skfonity mnie do przeprowadzenia, w ramach niniejszej pracy, badan
biotransformacji w miejscu ich oczekiwanego dziatania w terapii, czyli w komdérkach
nowotworowych. Podjecie badan metabolizmu w komérkach wynikato réwniez z coraz
szerszych doniesien innych autoréw, na temat lokalnych réznic w ekspresji genow
specyficznych enzymoéw | i 1l fazy metabolizmu, nazywanych enzymami metabolizujgcymi
leki (DME, and. Drug Metabolism Enzymes) oraz istotnego znaczenia ekspresji enzymow
metabolizujgcych w planowaniu indywidualnej terapii wybranymi cytostatykami. Szczegdlnie
istotna wydaje sie byC wiedza na temat ekspresji izoenzymdéw cytochromu P450
w poszczegolnych typach nowotworow, bowiem biorg one udziat w metabolizmie wiekszosci
lekow stosowanych klinicznie [Guengerich, 2006]. Wiadomo, ze niektére leki zostaja
przeksztatcane do ich formy biologicznie czynnej dopiero po transformacji przez te enzymy.
Przyktadem sg proleki nalezgce do zwigzkow, ktére ulegajg redukcji. Z drugiej strony pod
wptywem enzymow cytochromu P450 moze nastgpi¢ zmniejszenie aktywnosci lub catkowita
dezaktywacja zwigzku. Zdarza sie takze, ze powstajgce reaktywne metabolity sg toksyczne

dla organizmu. Wobec przedstawionych faktéw, podjecie badan transformacji wybranych

44



Zatozenia i cel pracy

pochodnych akrydyny w liniach komérkowych o réznej ekspresji enzymdéw metabolizujgcych,

szczegolnie izoenzymow P450 jest wysoce uzasadniona.

I.  CELEM PIERWSZEGO ETAPU NINIEJSZE)] ROZPRAWY  BYLO POZNANIE PRZEMIAN
METABOLICZNYCH W WYBRANYCH LUDZKICH LINIACH KOMOREK NOWOTWOROWYCH,
ZWIAZKOW: C-1748, C-857 ORAZ C-1305, POCHODNYCH AKRYDYNY NALEZACYCH DO DWOCH
ROZNYCH GRUP.

Realizacja postawionego celu obejmowata nastepujgce zadania badawcze:

1) Zbadanie i poréwnanie kinetyki przemian_metabolicznych pochodnych akrydyny

w réznych ludzkich liniach komérek nowotworowych.

Do badan wybratam 4 linie komérkowe o réznym poziomie ekspresji enzymow
metabolizujgcych leki. Byly to nastepujgce linie: HepG2 — nowotwdr watrobowokomérkowy
(ang. hepatocellular carcinoma), HCT116 — nowotwor jelita grubego (ang. colorectal
carcinoma) , HT29 — gruczorakolak jelita grubego (ang. corolectal adenocarcinoma), A549 —
niedrobnokomadrkowy rak ptuc (ang. non-small cell lung cancer). Przeprowadzone badania
przemian metabolicznych badanych pochodnych dazyty do poznania mozliwych kierunkéw
przemian aktywacyjnych i/lub detoksykacyjnych jakim zwigzki, jako potencjalne leki, bedg
ulegaty w komorce nowotworowej. Zastosowanie réznych linii komorkowych, wywodzacych
sie z nowotworow réznych narzadéw, miato na celu poréwnanie stopnia transformacji w
komorkach o zréznicowanej ekspresji enzymow metabolizujgcych, a w pozniejszym etapie
skorelowania tych wynikow z aktywnoscig cytotoksyczng pochodnych akrydyny w stosunku

do tych linii.

2) Okreslenie struktur chemicznych giéwnych produktéw metabolizmu zwigzkéw

w komadrkach nowotworowych.

Na tym etapie badan przeprowadzitam analize struktur chemicznych otrzymanych
metabolitow. Mozliwe to byto na podstawie wynikow analizy spektroskopowej oraz
porownania tych struktur z okreslonymi wczesniej w obecnosci enzymow mikrosomalnych
oraz izoenzymoéw rekombinantowych [Wisniewska, 2008]. Scharakteryzowano w ten sposob
przemiany metaboliczne zachodzgce w miejscu docelowego dziatania badanych zwigzkdw,
mianowicie w komodrkach nowotworowych. Byto to szczegdlnie istotne w przypadku
pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny, dla okreslenia wptywu grupy metylowej w pozycji 4, na
metabolizm zwigzkéw C-1748 i C-857 w komdrkach, a w koncowym etapie na ich aktywnosc¢

cytotoksyczna.
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3) Okreslenie podatnosci zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305 na_transformacije

metaboliczhe w komadrkach z nadekspresja izoenzymu CYP3A4, Hep3A4.

Izoenzym CYP3A4 jest jednym z kluczowych izoenzyméw cytochromu P450
i uczestniczy w metabolizmie wielu réoznych zwigzkow zaréwno endogennych takich jak
kortyzol, testosteron, estradiol i progesteron oraz ok. 50% lekéw stosowanych Kklinicznie.
(rys.3) [van Shaik, 2005]. W$éréd nich sg rowniez leki przeciwnowotworowe m.in. tamoxifen,
imatinib, ketokonazol stosowany w leczeniu nowotworéw hormonozaleznych, ifosfamid,
paklitaxel. CYP3A4 stanowi ok. 30-40% wszystkich izoenzyméw obecnych w watrobie
i jelicie cienkim. Ponadto wystepuje takze w niektérych nowotworach takich jak, rak jelita
grubego, zotadka, prostaty, nerek i watroby [Michael i Doherty, 2007].

Poniewaz zaobserwowano, ze izoenzym CYP3A4, obok izoenzyméw CYP2C19,
CYP1A2 bierze réwniez udziat w metabolizmie dwéch pochodnych C-1748 oraz C-857
[Wisniewska, 2008], przeprowadzitam badania metabolizmu tych zwigzkéw oraz pochodnej
C1305, w linii Hep3A4, charakteryzujgcej sie podwyzszong ekspresjg tego izoenzymu
[Fereiman i wsp., 2002]. Zastosowanie tej linii miato na celu okreslenie udziatu izoenzymu
CYP3A4 w metabolizmie pochodnych akrydyny zachodzgcych w komérkach

nowotworowych.

4) Zbadanie i poréwnanie kinetyki przemian metabolicznych pochodnych akrydyny

w komérkach nowotworowych w warunkach ograniczonego dostepu tlenu.

Zjawisko niedotlenienia komoérek nowotworowych dotychczas kojarzone byto ze
wzrostem opornosci guza na radio- i chemoterapie. Jednakze, ostatnie lata i rozwdj
nowoczesnych eksperymentalnych terapii przeciwnowotworowych pozwolity wykorzystaé tg
ceche guza jako cel terapeutyczny. Zaczeto szukacé takich zwigzkow, ktére ulegajgc redukciji
w warunkach ograniczonego dostepu tlenu, metabolizujg do reaktywnych metabolitéw i stajg
sie bardziej toksyczne w warunkach hypoksji, niz w warunkach tlenowych. Zastosowanie
warunkéw niedotlenienia w eksperymentach prowadzonych w ramach niniejszej pracy
wynikaty rowniez z faktu, ze podobnie jak inne aromatyczne zwigzki nitrowe, czego
przyktadem sg zwigzki przeciwnowotworowe takie jak pochodne nitroimidazolu oraz
pyrazoloakrydyny [McClelland i wsp., 1984; Raleigh i Liu, 1984], rowniez pochodne 9-amino-
1-nitroakrydyny ulegajg metabolizmowi redukcyjnemu [Gorlewska i wsp., 2001; Wisniewska,
2008]. Wychwycenie réznic w intensywnosci metabolizmu pomiedzy warunkami normalnymi,
a warunkami z ograniczconym dostepem tlenu pozwoli réwniez w kolejnym etapie

doswiadczen okreslic wptyw hypoksji na aktywnosc¢ cytotoksyczng badanych zwigzkow.
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W celu okreslenia funkcjonalnych dla terapii cech farmakokinetyki interakcji lek-lek,
nalezy scharakteryzowa¢ dwa najwazniejsze aspekty: 1) role enzymdéw metabolizujgcych
i transporteréw, 2) mechanizm wplywu stosowanych lekow na aktywnosc

i ekspresje tychze biatek enzymatycznych [Riddic i wsp., 2005]. Wobec powyzszego:

[. CELEM DRUGIEGO ETAPU NINIEJSZE} ROZPRAWY DOKTORSKIE) BYtO ZBADANIE
MECHANIZMU WPLYWU POCHODNYCH: C-1748, C-857 | C-1305, NA AKTYWNOSC
KATALITYCZNA | EKSPRESJE GENOW WYBRANYCH ENZYMOW METABOLIZUJACYCH.

Realizacja postawionego celu obejmowata nastepujgce zadania badawcze:

1) Okreslenie wptywu zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305 na aktywnos¢ katalityczng

i poziom ekspresiji gendéw izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9 w komadrkach nowotworu

watroby, HepG2.

Wyniki uzyskane w tym etapie badah sg o tyle cenne, ze pozwalajg scharakteryzowac
potencjalne chemoterapeutyki, jakimi sg badane pochodne akrydyny, na poziomie
stosowania ich w nowoczesnej wielolekowej terapii przeciwnowotworowej, ukierunkowane;j
na poszczegolnych pacjentow. W mysl tego, okreslitam wptyw zwigzkéw C-1748, C-857
i C-1305 na poziom biatek i ekspresje gendéw izoenzymoéw CYP3A4 i CYP2C9. Wybor
enzymow uzasadnitam faktem, ze biatka te w najwyzszym stopniu biorg udziat w
metabolizmie stosowanych klinicznie lekow, a wiec potencjalna modulacja tych biatek bedzie
miata duzy udziat w interakcjach lek-lek. Jako model eksperymentalny postuzyty mi komorki
ludzkiego nowotworu watroby, HepG2, w ktérych wedtug doniesien literaturowych, jest dos¢

wysoki poziom izoenzymow P450.

2) Okreslenie udziatu badanych pochodnych akrydyny w indukcji badz inhibicji
aktywnosci receptora X pregnanu (PXR).

Zainteresowanie receptorem PXR wynika z faktu jego udziatu w regulacji ekspres;ji
biatek enzymatycznych biorgcych udziat w metabolizmie lekéw. Zaliczyé do nich mozna
izoenzym CYP3A4, CYP2C9, czy tez UGT1A1. Nowy trend majgcy na celu zidentyfikowanie
induktoréw lub inhibitoréw receptora PXR poparty jest coraz wiekszg liczbg doniesien
literaturowych [Harmsen i wsp., 2009; Harmsen i wsp., 2010]. Dzieki okresleniu nowych
induktorow badz inhibitoréw receptora PXR, otwierajg sie nhowe mozliwosci ich zastosowania
w terapii kombinowanej, co wiecej, sg to mozliwosci uniknigecia niepozgdanych efektow

w postaci braku efektywno$ci terapii lub toksycznosci stosowanych lekéw.
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IV. OMOWIENIE WYNIKOW

WSTEP — metabolizm pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny oraz triazoloakrydonu wobec

ludzkich rekombinantowych izoenzyméw cytochromu P450.

Przeprowadzone dotychczas badania enzymatycznej transformacji pochodnych
9-amino-1-nitroakrydyny oraz triazoloakrydonu opieralty sie na zastosowaniu uktadow
modelowych tj. frakcji enzyméw mikrosomalnych wyizolowanych z komorek watroby
szczurow i ludzi, wybranych ludzkich izoenzymow cytochromu P450 otrzymanych na drodze
rekombinacji u bakterii E.coli oraz wspotpracujgcej z nimi reduktazy NADPH:cytochrom
P450. Pozwolity one m.in. pozna¢ produkty metabolizmu zwigzkéw C-1748, C-857 oraz
C-1305 oraz scharakteryzowac reaktywnos¢ kazdego ze zwigzkow.

Kontynuujgc te badania poréwnatam transformacje enzymatyczng tych zwigzkow
w obecnosci ludzkich rekombinantowych izoenzyméw cytochromu P450: CYP3A4, CYP2C9
oraz CYP1A2. Dla poréwnania ich reaktywnosci wyznaczytam stopien przemiany kazdego ze
zwigzkow (y), na podstawie pola powierzchni pod jego pikiem i zilustrowatam za pomoca
wykresu stupkowego. Korzystatam z nastepujgcej zaleznosci:

y = 100%(1 — a/b) [%] (wzor 1)
gdzie:
a — pole powierzchni pod pikiem substratu po odpowiednim czasie trwania reakcji [uV*s],

b — pole powierzchni pod pikiem substratu na starcie reakcji [uV*s].
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Rys. 17. Poréwnanie stopnia przemiany zwigzkéw C-1748 i C-857 po 60 minutach inkubacji zwigzkéw
w obecnos$ci izoenzymow cytochromu P450: CYP3A4, CYP2C9 i CYP1A2. Prezentowane wyniki sg
Srednig z dwdch niezaleznych doswiadczeh wraz z odchyleniami standardowymi. Dla okreslenia
poziomu istotnosci przeprowadzono test Studenta, gdzie *p<0,05 — wartosci istotnie statystycznie.

Przedstawione powyzej wyniki wyraznie wskazujag na udziat w metabolizmie

pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyn, dwoch izoenzyméw: CYP3A4 oraz CYP2C9. |zoenzym
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CYP1A2 najstabiej metabolizowat oba zwigzki. Pochodna C-1748 wykazata nizsza,
w poréwnaniu z C-857, podatno$¢ na przemiany enzymatyczne w obecnos$ci izoenzymow
P450, przy czym selektywnos$é tych zwigzkdéw byta bardzo zblizona. 1zoenzym CYP3A4
najsilniej metabolizowat zwigzek C-857, w przypadku pochodnej C-1748 to CYP2C9
odgrywat najistotniejszg role w przemianach tego zwigzku.

Nastepnie  przeprowadzitam  analogiczne  doswiadczenie dla  pochodnej
triazoloakrydonu, C-1305. Zaskakujgcym byt jednak wynik, gdzie nie zaobserwowano istotnej

reaktywnosci tego zwigzku wobec zadnego z zastosowanych izoenzymow cytochromu P450
(rys. 18).

C-1305: 60 minut inkubaciji, 0,2 uM enzymu
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Ee inkubaciji (37°C) 0,2 mM C-1305, 1 mM NADPH,
8 0:019, 0,2 mM wybranych rekombinantowych ludzkich
$ 0009 izoenzyméw cytochromu P450 [chromatograf
2 o001 ) HPLC Millenium].
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Biorgc pod uwage przedstawiong powyzej reaktywno$é pochodnych 9-amino-1-
nitroakrydyny wobec izoenzyméw cytochromu P450 oraz jej brak dla zwigzku C-1305,
mozna byto przypuszczac, ze:

» szlaki przemian metabolicznych roznigcych sie strukturalnie zwigzkéw beda réwniez,
podobnie jak to miato miejsce w uktadach modelowych, odmienne w komdrkach
nowotworowych,

» rozna intensywnos¢ metabolizmu koreluje z rézng wrazliwoscig badanych linii
komaorkowych na zwigzki C-1748, C-857 oraz C-1305,

» uchwycenie réznic w szlakach metabolicznych badanych pochodnych moze byc¢

decydujgce w przewidywaniu koncowego efektu ich dziatania.
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Wobec powyzszego postanowitam zbadac i porownac kinetyke przemian metabolicznych
trzech pochodnych akrydyny w roéznych liniach komérek nowotworowych, ktore roznig sie
miedzy sobg odmienng ekspresjg genow izoenzymow cytochromu P450. Przedstawione
zatozenia zweryfikowatam w trakcie badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy,
zmierzajacych do:

= okreslenia i pordwnania przemian metabolicznych,

= okreslenia wptywu poziomu przemian metabolicznych na cytotoksycznos¢ badanych

Zwigzkow.

IV.1. PRZEMIANY METABOLICZNE POCHODNYCH C-1748, C-857 | (C-1305
W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH POCHODZENIA LUDZKIEGO.

IV.1.1. Ogdélne wiadomosci o poziomie izoenzymow P450 w wybranych do badan liniach

komoérkowych.

W metabolizmie wielu lekow i ksenobiotykdw biorg udziat enzymy mikrosomalne,
w szczegolnosci izoenzymy cytochromu P450. Poziom tych izoenzymow jest nie tylko cechg
indywidualng kazdego cztowieka, ale takze rézni sie w komorkach zdrowych
i nowotworowych. Co wiecej, wykazano zréznicowang lokalng ekspresje biatek cytochromu
P450 w réznych typach ludzkich nowotworow, gtéwnie litych [Michael i Doherty, 2007;
Michael i Doherty, 2005]. Sktania to do ciggltych badan szlakéw metabolicznych stosowanych
lekéw w komérce nowotworowej. Ich znajomo$é w poszczegdinych rodzajach nowotwordw
umozliwia lepsze projektowanie struktur potencjalnych chemoterapeutykéw oraz
skuteczniejsze projektowanie terapii w leczeniu indywidualnym.

Do badan metabolizmu pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny oraz triazoloakrydonu
wybratam nastepujace linie komérkowe:

= HepG2: nowotwdr watroby (ang. hepatocellular carcinoma)

= HCT116: nowotwor jelita grubego (ang. colorectal carcinoma)

= HT29: gruczorakolak jelita grubego (ang. corolectal adenocarcinoma)

= A549: niedrobnokomérkowy rak ptuc (ang. non-small cell lung cancer)

Wymienione powyzej linie komoérkowe zostaty przeze mnie wybrane na podstawie
dostepnych danych literaturowych o ekspresji, waznych dla metabolizmu badanych
zwigzkow, izoenzyméw P450. We wszystkich wybranych liniach komérkowych wykazano
obecnos$¢ izoenzymow z podrodzin: CYP1A, CYP2C, CYP2D, CYP3A, CYP2E [Oyama
i wsp., 2004]. Jednakze, jak potwierdzity doniesienia literaturowe, poziom ekspresji genéw
tych enzymdéw oraz ich aktywnos¢ katalityczna byty zréznicowane w poszczegolnych 60

liniach komoérek nowotworowych pochodzacych z NCI. (ang. National Cancer Institute)
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[Yu i wsp., 2001] Ponizej przedstawitam zestawienie otrzymanych wartosci przemian

standardowych substratow dla 4 linii wybranych do badan w niniejszej pracy.

Tabela 3. Aktywnos$¢ izoenzyméw CYP3A4, CYP2C9 i CYP1A2 w liniach komérkowych ludzkich
nowotworéw wybranych do badan [wedtug, Yu i wsp., 2001].

CYP3A4 CYP2C9 CYP1A2
nmol/min/mg nmol/min/mg nmol/min/mg
HepG2 > 250 > 250 40-70
HT29 75-125 75-125 5-40
HCT116 75-125 75-125 40-70
A549 > 250 > 250 75-125

Wedlug przedstawionych w tabeli 3 wynikéw, linie HepG2 oraz A549 cechuje najwyzsza
aktywnosc¢ izoenzyméw CYP3A4 oraz CYP2C9. Inne doniesienia literaturowe rowniez
potwierdzajg wysoki poziom tych enzyméw w komérkach nowotworu watroby oraz ptuc,
z czego najwyzszg ekspresje gendw CYP3A4 i CYP2C9 zaobserwowano w linii HepG2
[Michael i Doherty, 2007]. Odnoszgc sie do danych literaturowych przeprowadzitam
relatywng kwantyfikacje transkryptow CYP3A4 mRNA, CYP2C9 mRNA oraz CYP1A2 mRNA
w liniach komérkowych: HT29, HCT116 oraz A549 wzgledem poziomu ich ekspresji w linii
HepG2. Ze wzgledu na fakt, iz to w komérkach HepG2 wedtug literatury, jest najwyzszy
poziom ekspresji gendéw badanych izoenzymow, ustalono jg jako kalibrator. Poziom
analizowanych transkryptéw standaryzowano wzgledem genu referencyjnego — GAPDH
(dehydrogenaza gliceroaldehydofosforanowa), nalezgcego do housekeeping gene, ktérego
poziom ekspresji jest staty w warunkach eksperymentu. Dzieki temu, Zze wydajnosc
amplifikacji badanych gendw i genu referencyjnego byta w przyblizeniu taka sama w zakresie
badanych ilosci DNA, zastosowatam obliczenia wzglednej iloSci produktu PCR z uzyciem
poréwnywalnej metody 244! [Livak i Schmittgen, 2001]. Ponizej, na rys. 19, przedstawiono

wyniki przeprowadzonego doswiadczenia.

1.8 ECYP3A4
16 ECYP2CY ik
14 ECYP1A2

1,2

CYP mRNA / GAPDH mRNA

S T

HepG2 HT29 HCT116 A549

Rys. 19. Wpykres przedstawiajacy poziom ekspresji CYP3A4, CYP2C9 oraz CYP1A2
w komorkach 4 wybranych linii komdrkowych wzgledem poziomu ekspresji gendw tych izoenzymow
w komérkach HepG2 (kalibrator) [wyniki wtasne].
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Otrzymane wyniki korelowaty z przedstawionymi w literaturze [Oyama i wsp., 2004;
Rodriguez-Antona i Ingelman-Sundberg, 2006; Michael i Doherty, 2007]. Poziom ekspresji
genow izoenzyméw CYP3A4 oraz CYP1A2 okazat sie nizszy od poziomu w linii HepG2, we
wszystkich pozostatych liniach. Najbardziej zblizony byt w linii niedrobnokomorkowego raka
ptuc, A549. W komoérkach tych, ekspresja gendéw izoenzymu CYP1A2 byta wyzsza od
wystepujgcej w nowotworze watroby, HepG2.

Efekt przeprowadzonych badan potwierdzit celowos¢é prowadzenia dalszych prac
badawczych nad kinetykg przemian metabolicznych trzech pochodnych akrydyny

w powyzszych liniach komorkowych.

IV.1.2. Opracowanie warunkéw badan przemian metabolicznych w komoérkach.

Badanie przemian metabolicznych zwigzkow w komérkach nowotworowych
wymagaty okreslenia warunkéw prowadzenia reakcji, czyli doboru: ilosci komoérek, stezenia
zwigzkébw oraz czasu inkubacji komoérek ze zwigzkami. Opierajgc sie na danych
literaturowych innych autoréw [Hernandez-Santiago i wsp., 2002; Gomez-Silva i wsp., 2005,
Wisniewska, 2008], izolacje metabolitow do dalszej analizy HPLC przeprowadzitam stosujgc
metode ekstrakcji do 60% zimnego metanolu. Po kilku prébach wstepnych, gdzie okazato
sie, ze zastosowanie zbyt niskich stezeh zwigzkéw (0,1; 1; 5 pM) nie przynosito
oczekiwanych rezultatéw przyjetam nastepujgce warunki prowadzenia reakciji:

= 2 min komorek hodowanych na ptytce Petriego

= 0,1 mM stezenie zwigzkdéw

= czasy inkubaciji: 3, 6, 12, 24, 72h
Analize przebiegu reakcji metabolicznej biotransformacji badanych zwigzkéw prowadzitam
technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréconych z udziatem
detektora wielodiodowego (RP-HPLC-DAD). W celu okre$lenia struktur chemicznych
produktow metabolizmu badanych zwigzkéw powstajgcych w poszczegdlnych liniach
komérkowych zastosowatam sprzezenie chromatografu cieczowego ze spektrometrem mas
(HPLC/ESI/MS).

IV.1.3. Charakterystyka przemian metabolicznych C-1748, C-857 i C-1305 w komorkach
nowotworu watroby, HepG2.

IV.1.3.1. Wyniki badan metabolizmu pochodnych C-1748 - identyfikacja struktur

chemicznych produktow.

Ponizej (rys. 20), przedstawitam chromatograficzny obraz przemian metabolicznych

dla zwigzku C-1748. Pochodna ulegata przemianie metabolicznej w komoérkach HepG2 do
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4 gtéwnych produktéw, My, M3, Mg i M;. Juz po 3h traktowania komérek zwigzkiem
w metanolowym ekstrakcie zaobserwowatam metabolity, ktérych najwyzsze stezenie

widoczne jest po 12h inkubaciji.
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Rys. 20. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych zwigzku C-1748 w komérkach HepG2 po
réznych czasach inkubacji komérek ze zwigzkiem; 0,1 mM C-1748, 2 mIn komérek, [chromatograf
HPLC Waters Breeze].

! Ze wzgledu na fakt konieczno$ci ujednolicenia oznakowania produktéw zwigzkéw C-1748 i C-857
zastosowano takie same symbole dla metabolitéw o tych samych strukturach w przypadku obu
pochodnych. Z tego powodu nie zachowano w przypadku C-1748 kolejno$ci numerowania.

Analizujgc powyzsze chromatogramy, wywnioskowatam, iz stopien przemiany
pochodnej C-1748 rosnie proporcjonalnie do czasu inkubacji komoérek ze zwigzkiem. Po 72h
zaobserwowatam najnizsze stezenie substratu, a jednoczesnie obnizenie stezenia produktu

oznaczonego symbolem M3 oraz wzrost stezenia produktu My.
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< IDENTYFIKACIA STRUKTUR CHEMICZNYCH PRODUKTOW METABOLIZMU C-1748.

W kolejnym etapie pracy podjetam prébe okreslenia struktur chemicznych produktéw
metabolicznej transformaciji C-1748, powstajgcych w komodrkach linii nowotworu watroby,
HepG2. W tym celu zarejestrowatam widmo masowe (MS) pikow produktéw powstajgcych
podczas podziatu metodg HPLC-ES-MS. Badania produktow reakcji zostaty przeprowadzone
w Laboratorium Chromatografii Cieczowej Katedry Chemii Analitycznej Politechniki
Gdanskiej pod kierunkiem dr hab. inz. Agaty Kot-Wasik. Dodatkowa, silng podstawg do
identyfikacji produktow byto poréwnanie ze strukturami powstajgcymi w wyniku inkubac;ji
pochodnych  9-amino-1-nitroakrydyny z enzymami frakcji mikrosomalnej oraz
rekombinantowymi izoenzymami cytochromu P450 [Wisniewska, 2008]. W badaniach tych
oprocz techniki HPLC-ES-MS zastosowano MS/MS oraz spektroskopie MS o wysokiej
rozdzielczosci ,Hihg Resolution” HR-MS.

W wyniku analizy ESI-MS otrzymatam jony masowe o tadunku dodatnim m/z = M+1 oraz
m/z = M+2. Poréwnatam je z widmami UV-Vis. Widmo ESI-MS piku odpowiadajgcego
substratowi (S) wykazato obecno$¢ dwoch gtéwnych jondw masowych o wartosciach m/z:
298,11299,1 (rys. 21) charakterystycznych dla struktury C-1748 ([M; + 1] i [M; + 2]).
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Rys. 21. Widmo masowe piku substratu C-1748 (czas retencji ok.18 minut, rys. 21).

+ Analiza struktury piku M,.

Widmo ESI-MS piku M, zawiera intensywny jon masowy m/z = 268,1 (rys. 22A). Wartosc¢
tego jonu jest nizsza od wartosci m/z substratu o 30 jednostek. Zaleznosc¢ ta pozwala sadzié,
ze mamy do czynienia z czgsteczkg o masie: [Ms — 30 + 1] = [Mg — (2*Mo + 2*My) + 1].
Widmo UV-Vis jest zmienione do widma substratu, co wskazuje na zmiane uktadu

chromoforu w metabolicie (rys. 22B).
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Rys. 22. A: widmo masowe piku produktu M, (czas retencji ok. 16 minut, rys. 21); B: poréwnanie widm
UV-Vis zwigzku C-1748 oraz produktu M; powstajgcego w komoérkach HepG2.

Poréwnanie widm ESI-MS i UV-Vis z widmami produktu otrzymanego w wyniku
redukciji z DTT (Wisniewska, 2008) pozwala stwierdzi¢, ze identyczny metabolit otrzymatam
w komorkach HepG2. Widmo fragmentacyjne wykazato bowiem woéwczas obecnos¢ jonu
masowego O wartosci m/z=225, co $wiadczylo o parzystej liczbie atomow azotu.
Wskazywato to na fragmentacje w fancuchu hydroksyloaminowym z odejsciem fragmentu
zawierajgcego atom azotu, a nie tlenu. Jon ten powstawat w wyniku rozpadu wigzania

miedzy atomem wegla i grupg hydroksylows.

HO
"NH NH,

1
~ CLC
N
H
CH,
Rys. 23. Proponowana struktura chemiczna produktu M4, m/z = 268,1.

+ Analiza struktury piku M.

Analiza widma masowego piku M; wykazata obecnos¢ jonu masowego m/z = 280,1
(rys. 24A). Wartos¢ ta jest o 18 jednostek nizsza od jonu masowego substratu. Zaleznos¢ te
mozna zapisac jako: [Ms — 18 + 1]. Zmienione widmo UV-Vis tego produktu w stosunku do

substratu odpowiada zmianom w pierscieniu akrydyny (rys. 24B).
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Rys. 24. A: widmo masowe piku produktu M; (czas retencji ok. 27 minut, rys. 21); B: poréwnanie widm
UV-Vis zwigzku C-1748 oraz produktu Ms powstajgcego w komoérkach HepG2.

Powyzsze dane sugerujg, ze na drodze transformacji metabolicznej mogto dojs¢ do
odszczepienia czgsteczki wody w fancuchu bocznym, stgd wartos¢ m/z o 18 jednostek
nizsza. Przypuszczenia te opartam na wynikach okreslajgcych struktury produktéw
z czynnikiem redukcyjnym DTT [Wisniewska, 2008]. Przeprowadzono w nich szerokg analize
struktur okreslonych wczesniej dla ledakrinu [Gorlewska i wsp., 2001]. Kilka z nich zawierato

zamkniety pierscien pomiedzy atomami azotu w pozycji 1i 9 pierscienia akrydyny (rys. 25).

1) 2) Ledakrin
H C H C NN H C NN
HCN/\/\N HCN/\/\N N NH NH2 N N
HC™ H,C”
SnClz \ enzymy
mlkrosomalne
N
m/z 321 m/z 335 H

Rys. 25. Struktury chemiczne produktéw redukcji Ledakrinu z udziatem SnCl, oraz enzymoéw
mikrosomalnych (wedtug [Gorlewska K i wsp., 2001].

Biorgc pod uwage powyzsze dane przyjetam, ze struktura produktu M; posiada
dodatkowy analogiczny pierscien. Wartos¢ m/z = 280,1 odpowiada po uwzglednieniu réznic
strukturalnych (ftancuch boczny i grupa CHj;) produktowi Ledakrinu o m/z = 307.
Proponowang strukture przedstawitam na rys. 26.

Rys. 26. Proponowana struktura chemiczna produktu M3, m/z = 280,1.
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+ Analiza struktury piku Ms.

Kolejnym pikiem poddanym analizie HPLC-MS byt produkt Mg 0 czasie retencji ok. 29
minut. Widmo MS tego piku wykazato obecnosé charakterystycznego jonu masowego
m/z = 255, [Mg— 43] (rys. 27A).
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Rys. 27. A: widmo masowe piku produktu Mg (czas retencji ok. 29 minut, rys. 20); B: poréwnanie widm
UV-Vis zwigzku C-1748 oraz produktu Mg powstajgcego w komoérkach HepG2.

Na podstawie otrzymanych wynikdw oraz wczesniejszych doniesien na temat redukc;ji
Ledakrinu [Wisniewska, 2008] postawitam wniosek, ze produkt Mg to czasteczka
1-nitroakrydonu, powstata na drodze catkowitej redukcji grypy nitrowej w pozycji 1 pierscienia
akrydyny do grupy aminowej i odszczepieniu aminoalkilowego farncucha bocznego.
Z wczesniejszych badan ledakrinu wynika, ze atom tlenu w pozycji 9 pierscienia pochodzi
z grupy nitrowej znajdujgcej sie w pozycji 1 pierscienia, a nie z czgsteczki wody [Konieczny
i Konopa, 1980]. Wskazuje na to wptyw oddziatywan pomiedzy podstawnikami w pozycji 1i 9
na przebieg transformacji tych zwigzkéw. Ponizej na rys. 28 przedstawiono proponowang
strukture chemiczng produktu Mg.

O NH,

9 1
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Rys. 28. Proponowana struktura chemiczna produktu Mg, m/z = 225,0.

+ Analiza struktury piku M.

Produkt M; powstajgcy podczas przemian metabolicznych zwigzku C-1748 w komérkach

HepG2, o czasie retencji ok. 31 minut, wykazat maksimum absorbancji widma UV-Vis przy
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dtugosci fali 420 nm (rys. 29B). Wynik ten wskazuje na zmiany w uktadzie chromoforowym
czasteczki substratu.
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Rys. 29. A: widmo masowe piku produktu My (czas retencji ok. 31 minut, rys. 20); B: poréwnanie widm
UV-Vis zwigzku C-1748 oraz produktu M; powstajgcego w komoérkach HepG2.

Widmo MS produktu M; wykazato obecnos¢ jonu masowego o tadunku dodatnim
m/z = 531,2 (rys. 29A). Podwyzszenie masy czasteczkowej substratu o 233 jednostki
wskazuje, ze produkt ten jest prawdopodobnie dimerem. Zalezno$¢ te mozna zapisac jako:
2(M - 2) + 1, gdzie M oznacza warto$¢ jonu masowego czasteczki substratu
z catkowicie zredukowang grupg nitrowg do aminowej (produktu M1). W konsekwenc;ji
zaproponowang strukturg chemiczng produktu M; jest dimer aza-akrydyny, powstajgcy
podczas reakcji sprzegania dwéch atomoéw azotu w pozycji 1 pierscienia aromatycznego

(rys. 30). Metabolit M7 jest prawdopodobnie wynikiem reakcji redukcji pochodnych akrydyny.

Rys. 30. Proponowana struktura chemiczna produktu M;, m/z = 531,2.

Podsumowuijgc, pochodna C-1748 metabolizuje w komérkach nowotworu watroby,
HepG2 do 4 gtéwnych metabolitdw: produktu ze zredukowang grupg nitrowg, produktu

z dodatkowym pierscieniem pomiedzy atomami azotu w pozycji 1 i 9 pierscienia akrydyny,
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produktu ze zredukowang grupg nitrowg oraz odszczepionym tancuchem alifatycznym oraz
dimeru dwoch czgsteczek zwigzku z wigzaniem —N=N- pomiedzy atomami azotu w pozycji
1 pierscienia. Produkt M1 wystepuje w najnizszym stezeniu. Metabolit M3 osigga najwyzsze
stezenie w poréwnaniu do innych produktdéw, a najwyzszy jego pik mozna zaobserwowac na
chromatogramie po 12h inkubacji. Stezenie produktu M; rosnie wraz z wydtuzajgcym sie

czasem traktowania komérek badana pochodna.

IV.1.3.2. Wyniki badan metabolizmu C-857 - identyfikacja struktur chemicznych

produktéw.

W celu poréwnania przemian metabolicznych w komoérkach nowotworowych dwoch
pochodnych réznigcych sie reaktywnoscig przeprowadzitam analogiczne badania jak dla
zwigzku C-1748, pochodnej C-857°. Obraz chromatograficzny przemian C-857 w linii
komoérkowej nowotworu watroby, HepG2, wyraznie wskazuje na jego wyzszg podatnos¢ na
transformacje z udziatem enzymoéw metabolizujgcych (rys. 31). Jego stopien przemiany po
kolejnych czasach inkubacji byt znacznie wyzszy w poréwnaniu do C-1748. Mozna rowniez
zaobserwowac wyzszg liczbe metabolitéw. Wyrézni¢ mozna 7 gtéwnych produktéw. Stopien
przemiany zwigzku rosnie wraz z wydtuzaniem czasu jego inkubaciji, co wiecej intensywnos¢
przemian jest szczegdlnie widoczna po krotkich czasach. Po dtuzszych czasach inkubacji,
12h, 24h i 72h widoczne sg tylko dwa metabolity, M*s i M*;.
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8 Zwigzek C-857 w badaniach in vitro wykazywat wyzszg reaktywno$¢ w obecnosci frakcji enzymoéw
mikrosomalnych, ale niestety mimo zadowalajgcej aktywnosci przeciwnowotworowej w stosunku do
raka prostaty Duning przeszczepialnego na wsobnych szczurach rasy Copenhagen, uznawanego za
podstawowy nowotwodr doswiadczalny, wykazywat zbyt wysokag toksyczno$¢ ogolng [Ashok i wsp.,
2007]. W przeprowadzonych pracach badawczych pochodna ta stuzy jako zwigzek wyj$ciowy do
syntezy analogu z podstawnikiem metylowym. Substytucja ta prowadzi do zmniejszenia podatnosci
zwigzku na redukcje, co najprawdopodobniegj jest przyczyng obnizenia toksycznego dziatania C-1748.
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Rys. 31. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych zwigzku C-857 w komérkach HepG2 po
réznych czasach inkubacji komoérek ze zwigzkiem; 0,1 mM C-857, 2 min komorek, [chromatograf
HPLC Waters Breeze].

< IDENTYFIKACJA STRUKTUR CHEMICZNYCH PRODUKTOW METABOLIZMU C-857.

W dalszym etapie badan podjetam probe okreslenia struktur chemicznych produktow
przemiany metabolicznej pochodnej C-857, pozbawionej w strukturze pierscienia akrydyny
grupy metylowej. Ze wzgledu na fakt bardzo duzej reaktywnosci zwigzku, a co za tym idzie
powstawania metabolitow niestabilnych, struktury nie wszystkich produktéw udato sie
zidentyfikowa¢. Jednakze przeprowadzone badania umozliwity wytoni¢, podobnie jak
w przypadku analogu C-1748, 4 gtéwne produkty biotransformacji.

Widmo MS piku odpowiadajgcego substratowi (S) wykazato obecno$¢ dwéch gtéwnych
jonébw masowych o warto$ciach m/z: 284,1 i 285,1 (rys. 32) charakterystycznych dla
struktury C-857 ([Ms + 1]i [Ms + 2]).
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Rys. 32. Widmo masowe piku substratu C-857 (czas retencji ok.17 minut, rys. 31).
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« Analiza struktury piku M*,.

Widmo MS piku M*; zawiera intensywny jon masowy m/z = 254,1 (rys. 33A). Wartos¢
tego jonu, podobnie jak jonu masowego produktu M; pochodnej C-1748, jest nizsza od
wartosci m/z substratu o 30 jednostek, podobnie jak okreslono dla produktu reakcji z DTT.
Zaleznosc¢ ta pozwala sadzi¢, ze mamy do czynienia z czgsteczkg o masie: [Ms — 30 + 1] =
[Ms — (2*Mo + 2*My) + 1]. Widmo UV-Vis jest rézne od widma substratu, a identyczne
z widmem produktu z DTT (rys. 33B). Na podstawie tych poréwnan, strukture metabolitu M*1
powstajgcego w komorce okreslitam jako 1-amino-9-hydroksyaminoakrydyna (rys. 34).
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Rys. 33. A: widmo masowe piku produktu M*1 (czas retencji ok. 15 minut, rys. 21); B: poréwnanie
widm UV-Vis zwigzku C-857 oraz produktu M*1 powstajgcego w komoérkach HepG2.
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Rys. 34. Proponowana struktura chemiczna produktu M*, m/z = 254,1.

% Analiza struktury piku M*,.

Kolejnym produktem poddanym analizie ESI-MS byt metabolit o symbolu M*,. Jego
widmo masowe wykazato obecnosé dwéch jonéw masowych m/z = 270,1 oraz m/z = 254,1
(rys. 35A), co odpowiada wartosci odpowiednio o 14 oraz o 30 jednostek nizszg od warto$ci
m/z substratu. Badania z czynnikiem redukcyjnym DTT [Wisniewska, 2008] wykazaty
obecnosc¢ analogicznych produktow. Zidentyfikowano je wéwczas jako produkty pozbawione
jednego albo dwéch atoméw tlenu (produkt M*;) z dodatkowymi atomami wodoru:
[Ms — 14 + 1] = — (Mo + 2*My) +1] lub [Mg — 30 + 1] = [Ms — (2*Mo + 2*My) + 1], a wiec
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czasteczek o zredukowanej grupie nitrowej odpowiednio do NHOH?® i NH, jak przedstawiono
na rys. 36.
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Rys. 35. A: widmo masowe piku produktu M*, (czas retencji ok. 16 minut, rys. 22); B: poréwnanie
widm UV-Vis zwigzku C-857 oraz produktu M*, powstajgcego w komérkach HepG2.
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Rys. 36. Proponowane struktury chemiczne produktu M*,, m/z = 254,1 m/z = 270,1.
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% Analiza struktury piku M*;.

Analiza widma masowego piku M*; wykazata obecnos¢ jonu masowego m/z = 266,2 (rys.
37A). Jest on tozsamy z jonem masowym m/z = 280 produktu M; zwigzku C-1748, poniewaz
w obu przypadkach réznica pomiedzy substratem a produktem wyniosta 18, co zapisaé
mozna jako [Ms — 18 + 1]. Opierajgc sie na wczesniejszych wynikach dotyczgcych
metabolizmu z DTT [Wisniewska, 2008], w ktérych analizowano metabolizm Ledakrinu
[Gorlewska i wsp., 2001], przyjetam ze metabolit M*; posiada strukture z dodatkowym

pierécieniem pomiedzy atomami azotu w pozycjach 1 i 9 pierscienia akrydyny (rys. 38).

® Niektore izoenzymy cytochromu P450 sg zdolne do katalizowania reakcji redukcji aromatycznych
i alifatycznych zwigzkéw nitrowych. Jest to mozliwe dzieki obecnosci jonu zelaza (lI) w cyklu
katalitycznym. Ta zredukowana forma enzymu jest dobrym przenosnikiem elektronéw. Atom azotu
w grupie nitrowej jest obdarzony czgstkowym tadunkiem dodatnim i wykazuje witasciwosci
elektrofilowe, co powoduje, ze tatwo ulega redukcji. Jednym z produktéw posrednich tej reakcji jest
hydroksyloamina RNHOH. Kohcowym produktem reakcji jest grupa aminowa, ktéra jest trwata
w Srodowisku reakcyjnym. Wszystkie produkty posrednie tej reakcji sg reaktywne i mogg oddziatywac
z makromolekutami komodrkowymi tj. z DNA czy biatkami dajgc efekty toksyczne, kancerogenne
i mutagenne [Noguera i Freedman, 1996].
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Rys. 37. A: widmo masowe piku produktu M*; (czas retencji ok. 22 minut, rys. 22); B: poréwnanie
widm UV-Vis zwigzku C-857 oraz produktu M*; powstajagcego w komérkach HepG2.
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Rys. 38. Proponowana struktura chemiczna produktu M*;, m/z = 266,2.

K/

% Analiza struktury pikow M*.

W widmie MS zebranym dla piku produktu M*s; zaobserwowatam obecnos¢ dwoch jonédw

masowych, bardziej intensywnego m/z = 241 oraz mniej o wartosci m/z = 211,1 (rys. 39A).
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Rys. 39. A: widmo masowe piku produktu M*s (czas retencji ok. 28 minut, rys. 22); B: poréwnanie
widm UV-Vis zwigzku C-857 oraz produktu M*s powstajgcego w komérkach HepG2.

Wskazuje to na obecnos¢ dwdch metabolitéw, ktore ze wzgledu na bardzo zblizone
czasy retencji nie rozdzielity sie podczas analizy HPLC. Wartosci zaobserwowanych jonéw
masowych odpowiadajg strukturom: 1 — nitroakrydonu (m/z = 241,1) oraz 1 — aminoakrydonu

(m/z = 211,1) (rys. 40), ktére udowodniono wczeséniej z uzyciem techniki NMR i HR-MS
[Wisniewska, 2008].
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m/z = 241,1 m/z=211,1

Rys. 40. Proponowane struktury chemiczne produktu M*s, m/z = 241,1im/z = 211,1.

/7

< Analiza struktury pikow M*,.

Widmo MS produktu M*;, nie zaobserwowanego wczeéniej w badaniach z DTT
i enzymami mikrosomalnymi, zawierato gtéwny jon masowy o wartosci m/z = 503,1
(rys. 41A). Wskazuje to na podwyzszenie masy czgsteczkowej substratu o 233 jednostek.
Maksimum absorbancji na widmie UV-Vis widoczne byto przy dlugosci fali 420 nm (rys. 41B).
Podobny rezultat otrzymano w wyniku analizy ESI-MS produktu M; pochodnej C-1748.
Opierajac sie na tych wynikach, zaproponowang strukturg chemiczng produktu M*; jest
dimer aza-akrydyny, ktory powstaje podczas reakcji redukcji grupy nitrowej na skutek
sprzegania dwoch atoméw azotu w pozycji 1 pierscienia akrydyny (rys. 42). Metabolit ten jest
analogiczny do metabolitu M; pochodnej C-1748.
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Rys. 41. A: widmo masowe piku produktu M*; (czas retencji ok. 32 minut, rys. 22); B: poréwnanie
widm UV-Vis zwigzku C-857 oraz produktu M*; powstajgcego w komérkach HepG2.

Rys. 42. Proponowane struktury chemiczne produktu M*;, m/z = 503,1.
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IV.1.3.3. Poréwnanie przemian metabolicznych C-1748 i C-857 w HepG2.

Podsumowujgc ten etap badan mozna stwierdzi¢, ze oba zwigzki wnikajg do komorek
HepG2 i ulegajg w nich przemianom metabolicznym. Istotnym podobieAstwem pomiedzy
obiema pochodnymi jest fakt, Ze ich metabolizm jest procesem szybkim. W obu przypadkach
juz po 3 godzinach od dodania zwigzku do pozywki hodowlanej, widoczne sg w ekstrakcie
komérkowym wszystkie powstajgce metabolity. Ich stezenie zmienia sie w zaleznosci od
wydtuzajgcego czasu inkubacji. Wspdlng cechg jest tez to, ze ich liczba maleje po dtugich
czasach inkubacji. Wskazuje to na nietrwatos¢ metabolitéw zwigzanych z ich reaktywnoscia,

co prowadzi do wigzania sie do biomolekut, takich jak biatka czy DNA.

Dla poréwnania reaktywnosci zwigzkéw wyznaczytam stopien przemiany (y) kazdego
z nich, na podstawie pola powierzchni pod pikiem i zilustrowatam za pomocg wykresu
stupkowego. Stosowano nastepujgca zaleznose:
y =100*(1 — a/b) [%]
gdzie:
a — pole powierzchni pod pikiem substratu po odpowiednim czasie trwania reakcji [uV*s],

b — pole powierzchni pod pikiem substratu na starcie reakcji [uV*s], w tym przypadku za start
reakcji uznano minimalny czas (30 min) inkubacji, ktory wystarczyt na wnikniecie zwigzku do
komorek.
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Rys. 43. Poréwnanie stopnia przereagowania zwigzkow C-1748 i C-857, bedacych pochodnymi
9-amino-1-nitroakrydyny, w komérkach ludzkiego nowotworu watroby, HepG2, w zaleznosci od czasu
inkubacji. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwoéch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami
standardowymi. Dla okreslenia poziomu istotnosci przeprowadzono test Studenta, gdzie *p<0,05 —
wartosci istotne statystycznie.

Na ustalonym poziomie istotnosci p=0,05, otrzymane % stopnie przemiany zwigzkow
w komorkach HepG2 dwoch pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny réznig sie miedzy sobg
w znaczgcym stopniu. Zauwazy¢ mozna, ze pochodna C-857, szybciej ulega przemianom
metabolicznym, bo juz po 3 godzinach, a po dtuzszych czasach inkubacji ilos¢ metabolitow

spada, ze wzgledu na ich niskg stabilnosé¢. W przypadku pochodnej C-1748, najwyzsze
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stezenie produktow wystepuje po 12 godzinach inkubacji i sg one widoczne az do 72 godzin
inkubacji. Postawiona wczesniej hipoteza o réznym przebiegu szlakow metabolicznych
w komérkach nowotworowych zostata potwierdzona, a rézna reaktywno$¢ pochodnych
9-amino-1-nitroakrydyny jest wyraznie widoczna na przedstawionych chromatografach (rys.
20 i 31) oraz histogramie (rys. 43).

Wyniki opisanych powyzej badan analizy ESI-MS powstatych produktow dostarczyty
informacji, ze 4 gtéwne produkty obu zwigzkdw majg takg samag strukture chemiczna.
Tabela 4 zawiera zestawienie struktur tych metabolitow wraz z ich wartoscig m/z oraz

symbolami stosowanymi w niniejszej pracy.

Tabela 4. Struktury metabolitéw pochodnych C-1748 i C-857 powstatych w komaérkach HepG2.

C-1748 m/z Struktura m/z C-857

HO
ONH O NH,

M; 268,1 O X O 254,1 M*;
N
H

CH,
HO
M: 2801 O \ 2662  M*s
N
H
CH3
0 NH,
M¢ 2550 O O 2111 M*
N
H
CH3
CH3
N
]
X0
M; 5312 N OAN~oy 5031 M*

66



Omowienie wynikow

IV.1.3.4. Wyniki badan metabolizmu C-1305 - identyfikacja struktur chemicznych

produktow.

Zwigzek C-1305 nalezy do grupy pochodnych triazoloakrydonu, ktéry posiada
dodatkowy pieciocztonowy pierscieh triazolu sprzezony ze strukturg akrydonu. Te rdznice
w strukturze pomiedzy pochodnymi 9-amino-1-nitroakrydyny (C-1748 i C-857) oraz
triazoloakrydonu (C-1305) wskazywatly, ze ich catoSciowe przemiany metaboliczne
w komorkach nowotworowych mogg by¢é odmienne. Zatozenie to potwierdzitam
w przeprowadzonych wczesniej badaniach w ukfadach modelowych w obecnosci frakciji
enzymdéw mikrosomalnych i rekombinantowych izoenzymdw cytochromu P450. Wykazatam,
ze rekombinantowe izoenzymy P450 takie jak: CYP3A4, CYP2C9 i CYP1A2 nie wykazujg
aktywnosci wobec pochodnej C-1305 (rys. 18), metabolizujg za$ zwigzki C-1748 i C-857
(rys. 17).

Kontynuujgc badania, kolejnym etapem byto poznanie przemian metabolicznych
w komodrkach nowotworowych w zwigzku C-1305. Zastosowatam ustalone wczes$niej warunki
prowadzenia doswiadczen, tji. 0,1 uM stezenie C-1305, 2 min komérek HepG2 oraz
nastepujgce czasu inkubacji komorek ze zwigzkiem: 3, 6, 12, 24, 72 godziny. Ponizej na rys.
44, przedstawitam chromatogramy obrazujgce przemiane zwigzku C-1305 po 3 wybranych
czasach inkubacji. Otrzymane wyniki przeprowadzonych badan pozwolity stwierdzié¢, ze
pochodna triazoloakrydonu metabolizuje tylko do jednego produktu P1, o czasie retencji
0 2 minuty dtuzszym niz czas retencji piku substratu, ktérego stezenie tylko nieznacznie

zwiekszato sie wraz z wydtuzajgcym sie czasem inkubacji komorek ze zwigzkiem.

C-1305: HepG2; 0,1 uM zwiazku

-------- bez C-1305
6h inkubacji
24h inkubacji
72h inkubacji

C-1305

o
o
@

o
o
N

o
o
N

o
[=)

o
[=]
)

Absorbancja 380 nm [AU]
o
o

o
=}
s}

17 19 21 23 25 27 29
czas retencji [min]

-
(9,1

Rys. 44. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych zwigzku C-1305 w komoérkach HepG2 po
6h, 24h i 72h inkubacji komoérek ze zwigzkiem; 0,1 uM C-1305, 2 min komorek, [chromatograf HPLC
Waters Breeze].
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Na przedstawionych chromatografach widoczny jest réwniez drugi metabolit, o czasie
retencji bardzo zblizonym do czasu retencji substratu. Niestety mimo zmiany warunkéw

analizy chromatograficznej nie udato sie rozdzieli¢ piku tego produktu od piku substratu.

< IDENTYFIKACIA STRUKTURY CHEMICZNEJ PRODUKTU METABOLIZMU C-1305.

W kolejnym etapie pracy okreslitam strukture chemiczng produktu metabolicznej
transformacji badanej pochodnej, C-1305. W tym celu zarejestrowtam widmo masowe (MS)
gtdwnego piku produktu (P{) powstajgcego podczas podziatu metodg chromatografii
cieczowej metanolowych ekstraktow komorkowych stosujgc technike ESI-MS. Analize
rozpoczetam od piku odpowiadajgcego substratowi.

Widmo MS piku odpowiadajgcego substratowi (S) wykazato obecno$é dwdch
gtéwnych jondw masowych o wartosciach m/z = 338,1 i 339,0 (rys. 45A),
charakterystycznych dla struktury C-1305 ([Ms + 1] i [Ms + 2]. W widmie MS piku produktu
powstatego w komdrkach HepG2 jon masowy o0 najwyzszej intensywnosci posiada wartos¢
m/z = 354,1 (rys. 45B). Wynik pozwolit mi sadzi¢, ze prawdopodobnie mam do czynienia
z czgsteczkg o masie: [Ms + 16 + 1] = [Ms + Mo + 1], wskazujgcg na obecnoé$¢ dodatkowego
atomu tlenu.

A. B.
' 1MS piku S 3381 %9
/
80 0 HNT "N 0 |
- N o
53 HO_8 5 =z
5 o0 O O 50 |
=} =}
c =
540 '\‘l 540
5 N—N 5
E E 354,1
20 4 339,0 20 4
355,1
1] T T T T T T T T V 0 T T T | T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 0 100 200 300 400 500 600 T00 800 300
masamiz masa miz

Rys. 45. Widma masowe: A — piku substratu, C-1305 (czas retencji ok. 23 minut, rys. 44) i B — piku
produktu P1 (czas retencji ok. 25 minut, rys. 45).

0,049 A ——— C-1305
metabolit P1

Absorbancja [AU]
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-0,001
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Rys. 46. Poréwnanie widm UV-Vis zwigzku C-1305 i produktu P; jego przemian metabolicznych
w komérkach HepG2.
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Szczego6lng cechg produktu P4 jest niemal identyczne z substratem widmo UV-Vis, co
wskazuje na to, iz metabolit zawiera w swojej strukturze zachowany ukfad chromoforowy
wyjsciowego zwigzku (rys. 46). Sugeruje to, ze przytgczenie dodatkowego atomu tlenu
czagsteczki C-1305 musiato nastgpi¢ w reszcie diaminoalkilowej. Zatozono, ze utlenianie
najprawdopodobniej zaszto na heteroatomach, dlatego mozliwymi miejscami takiej
modyfikacji mogg by¢ dwa atomy azotu tahcucha bocznego. Kazdy z nich posiada wolng
pare elektronowg i teoretycznie moze wigzaniem koordynacyjnym przytgczy¢é atom tlenu.
Jednakze atomy te nie sg rownocenne. Atom potagczony bezposrednio z uktadem
pierscieniowym czgsteczki C-1305, moze stabilizowa¢ swojg pare elektronéw poprzez
struktury rezonansowe. W zwigzku z tym bardziej podatny na procesy utleniania jest drugi
atom azotu fahncucha bocznego, ktéry nie ma mozliwosci stabilizacji swojej wolnej pary

elektronowej na drodze rezonansu z elektronami pierscienia heterocyklicznego (rys.47).

+
_ s — /
(o HN)/\/\N\ ) o) HN/\/\N\
LYY L
N N
N=—N N=—N

Rys. 47. Schemat ilustrujgcy stabilizacje rezonansowg wolnej pary elektronowej na atomie azotu
sgsiadujgcym z uktadem pier$cieniowym czgsteczki C-1305 [Potega, 2010].

Biorgc pod uwage powyzsze rozwazania zaproponowang strukturg chemiczng

produktu P4 jest N-tlenek w tancuchu bocznym, ktora przedstawiona zostata na rys. 48.

O

!

o HNT "N

Rys. 48. Proponowana struktura produktu P4, m/z = 354,1.

Opierajgc sie na przestankach literaturowych [Krueger i wsp., 2006] oraz innych
badaniach bedgcych przedmiotem rozprawy doktorskiej Potegi dotyczacej zwigzku C-1311™°

[Potega, 2010], stwierdzitam, ze w przemianie enzymatycznej C-1305 do N-tlenku bierze

10 Wedtug autorki, pochodna imidazoakrydonu, C-1311, ktéra podobnie jak C-1305 nie jest

metabolizowana przez izoenzymy P450, przeksztatcana jest do N-tlenku z udziatem FMO. Badania te
obejmowaty reakcje z udziatem rekombinantowych enzyméw FMO1/3/5 oraz identyfikacje ESI-MS
otrzymanych produktéw. Analizy te potwierdzity powstawanie w tych reakcjach N-tlenku, o strukturze
analogicznej do zaproponowanej struktury produktu P, otrzymanego w komérkach HepG2.
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udziat monooksygenaza flawinowa, FMO. Enzymy te bowiem, utleniajg nukleofilowe zwigzki

zawierajgce w swojej strukturze heteroatom, gtéwnie atom azotu i siarki.

IV.1.4. Charakterystyka przemian metabolicznych C-1748, C-857 i C-1305 w komoarkach
nowotworu jelita HT29 i HCT116.

Poziom ekspresji gendéw izoenzymow cytochromu P450 oraz ich aktywnosc
katalityczna w liniach nowotworu jelita grubego, HT29 i HCT116, sg blisko o potowe nizsze
od tych w komodrkach HepG2 (rys. 19, tabela 3). Wobec tego spodziewac sie mozna, ze

stopien przemiany badanych pochodnych bedzie inny niz w linii HepG2.

IV.1.4.1. Wyniki badan metabolizmu C-1748 i C-857.

Stosujgc identyczne warunki prowadzenia reakcji i uktad chromatograficzny, jak dla
badan pochodnych akrydyny w komdrkach nowotworu watroby, otrzymatam obrazy
chromatograficzne, przedstawiajgce obraz przemian metabolicznych zwigzku C-1748 dwéch

wybranych czasach inkubacji komoérek HT29 i HCT116 ze zwigzkiem.

A. C-1748: HT29; 0,1 uM zwigzku B. C-1748. HCT116, 0,1 uM zwigzku
0039~  mdmper o TTTmT 3h inkubacji 0,039 174 Y 3h inkubacji
— 24h inkubacii 5 C-1748 3 24h inkubacji
2 0,034 X 0034
£ 0029 E 0029
c =
g 0024 Q 0024
(3] (32}
@ 0019 @ 0019
S ©
€ 0014 € 0014
'g 0,009 'g 0,009
(7] (7]
o 0,004
g 0,004 ! g Lol g
0,001 BT r 2T N = oKX = -0,001

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
czas retencji [min]

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Rys. 4 romatograficzny obraz przemian metabolisznych zwigzku C-1748 w komdrkach A: HT29
B: HCT116 po 3h i 24h inkubacji komérek ze zwigzkiem; 0,1 yM C-1748, 2 min komoérek,
[chromatograf HPLC Waters Breeze]. ;

Biorgc pod uwage fakt, ze zwigzek C-1748 jest metabolizowany przez izoenzymy
cytochromu P450 oraz to, ze poziom tych enzymodw jest ok. 2-ktornie nizszy w komdrkach
raka jelita grubego niz w nowotworze watroby, stopier przemiany C-1748 okazat sie rowniez
mniej intensywny w liniach HT29 oraz HCT116. Podczas transformacji, co potwierdzita
przeprowadzona analiza ESI-MS, powstaty trzy metabolity obserwowane réwniez
w komoérkach HepG2, jednakze w nizszym stezeniu. Sg to: produkt M; ze zredukowang

grupg nitrowg, produkt M; z dodatkowym pierscieniem pomiedzy atomami azotu w pozycji
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9 pierécienia akrydyny oraz produkt Mg ze zredukowang grupg nitrowg oraz
odszczepienym fancuchem alifatycznym.

Ponizej przedstawitam chromatograficzny obraz przemiany metabolicznej pochodnej
C-857 (rys. 50).

w poré\)\‘}h‘a‘nju do komorek™HepG2, co potwierdza mniejsza ilos¢ powstatych produktéw oraz

aj rowniez widoczny jest nizszy stopien transformacji zwigzku
ich nizsze ste\fenjg.

A. C-857: HT29 0,1 uM zwigzku B. C-857: HCT116, 0,1 uM zwigzku

------- h inkubacji 0,0349 - 3hinkubacji
24h inkubacji
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e
w
©

24 inkubacji
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0,0099 -

0,0079 -

C'8?7 "M*HTZQ
'

0,0059 -

0,0039

Absorbancja 380 nm [AU]

0,0019

Zaskakujgcym wynikiem obu doswiadczen byto pojawienie sie w komoérkach HT29
inuty (Myo, rys. 49) dla C-1748 oraz 18 minut (M*4r29,

rys. 50) dla C-857. Nie zauwazytam jego obecnos$ci w komodrkach HepG2, jak réwniez

metabolitu o czasie retencji ok. 22

w HCT116. Na tym etapie koniecznym byto ustalenie struktury chemicznej tego produktu, co

przeprowadzitam ponize;.

IV.1.4.1.1. Identyfikacja struktury chemicznej produktow Myrag i M* 129,

W celu zaproponowania struktur chemicznych produktow powstatych w komdrkach
HT29, metanolowe ekstrakty komodrkowe poddatam analizie HPCL-ESI-MS. Ponizej
przedstawitam widma masowe uzyskane dla dwdch pikéw oznaczonych jako Myrpg Oraz
M*Hr29.

Widmo MS piku produktu Myt zawierato gtdwny jon masowy o wartosci m/z = 474,1
(rys. 51A), natomiast metabolitu M*yre, m/z = 460,1 (rys. 51B). W obu przypadkach
otrzymane jony masowe odpowiadajg masie czgsteczkowej zwigzkéw powigkszonej o 176
jednostek, co odpowiada [Ms + 176 + 1]. Po analizie doniesien literaturowych stwierdzitam,
ze wartos¢ ta jest charakterystyczna dla masy molowej reszty kwasu glukuronowego
[Guiwsp., 1999].
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Rys. 51. Widma masowe: A — piku produktu Myt (czas retencji ok. 22 minut, rys. 49) i B — piku
produktu M*yro9 (czas retencji ok. 18 minut, rys. 50).

Podczas reakcji glukuronidacji, kwas glukuronowy, w postaci aktywnej — kwasu
urydyno-5’-difosfo-D-glukuronowego (UDPGA) - sprzegany jest z grupg funkcyjng
ksenobiotyku, zazwyczaj grupg hydroksylowg, karboksylowg, aminowg badz tiolowg, co
prowadzi do utworzenia O-, N- lub S-glukuronidéw [Bourcier i wsp., 2010]. Na tej podstawie
mozna wnioskowaé, ze najbardziej prawdopodobne jest sprzeganie z grupg hydroksylowg

tancucha bocznego. Rys. 52 przedstawia proponowang strukture produktéw Myrag | M*p12g.

Rys. 52. Proponowana struktura chemiczna produkiu Myrg (z dodatkowym podstawnikiem
metylowym — kolor czerwony) oraz M«og.

IV.1.4.1.2. Badanie przemian metabolicznych C-1748 i C-857 wobec enzyméw frakcji
mikrosomalnej watroby szczura oraz UDPGA jako kofaktora UGT.

Dla potwierdzenia, ze otrzymany produkt jest glukuronidem przeprowadzitam badania
podatnosci C-1748 i C-857 na transformacje metaboliczne wobec enzyméw UGT.
Dokonatam analizy chromatograficznej sktadu mieszanin reakcyjnych zawierajacych frakcje
mikrosomalng szczurzych komérek watroby i badany zwigzek w buforze o pH~7,5

z dodatkiem bezwodnego chlorku magnezu i alametycyny'', do ktérych po wstepnej

M Wg producenta (BD Gentest, USA) chlorek magnezu aktywuje enzymy metabolizujgce zawarte we
frakcji mikrosomalnej komadrek watroby, zas alametycyna jest grzybowym antybiotykiem peptydowym
o wihasciwosciach  jonoforowych, ktéry zwieksza  przepuszczalno$é¢  btony  retikulum
endoplazmatycznego pecherzykéw mikrosomalnych dla UDPGA.
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preinkubacji dodatam UDPGA, bedacy kosubstratem dla enzyméw UGT. W celu ustalenia
optymalnych warunkéw doswiadczenia przeprowadzitam inkubacje obydwu pochodnych
9-amino-1-nitroakrydyny w warunkach ze zmieniajgcym sie stezeniem kofaktora UDPGA
(0; 1,25; 2,5, 3,75 mM) lub enzymow frakcji mikrosomalnej (0; 1; 2 i 3 mg/ml) (rys. 53).
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Rys. 53. Liniowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych po 60 minutach inkubaciji
(37°C) A: 0,2 mM C-1748 i B: 0,2 mM C-857; 1) 2 mg/ml enzyméw frakcji mikrosomalnej komoérek
watroby szczura (przy zmieniajgcym sie stezeniu UDPGA) | 2) 2mM UDPGA (przy zmieniajacym sie
stezeniu mikrosomow szczurzych) [chromatograf HPLC Millenium].

Uzyskane obrazy chromatograficzne wskazaty, iz w wyniku przemian C-1748 i C-857
przez enzymy UGT zawarte w pecherzykach mikrosomalnych szczurzych komoérek watroby
powstaje jeden produkt, o czasie retencji nieznacznie dtuzszym od czasu retencji substratu.
Stopien przemiany badanych pochodnych zalezat zaréwno od stezenia UDPGA, jak
i stezenia biatek frakcji mikrosomalnej. Kolejnym krokiem byto zbadanie zaleznosci stopnia
przereagowania zwigzkdbw od czasu inkubacji. Zoptymalizowane koncowe stezenia

skfadnikébw mieszaniny reakcyjnej wynosity: 0,1 mM C1748 lub C-857, 2 mg/ml biatek
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mikrosomalnych, 2,5 mM UDPGA. Jak wynika z wykresu przedstawionego ponizej na rys.

54, stezenie produktoéw obu zwigzkéw wzrastato liniowo wraz z postepem reakcji.
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Rys. 54. Zaleznos$¢ stopnia przereagowania zwigzkéw C-1748 i C-857 w obecnosci enzymoéw frakcji
mikrosomalnej komoérek watroby szczura i UDPGA od czasu inkubacji. Prezentowane wyniki sg
Srednig z dwdch niezaleznych do$wiadczen wraz z odchyleniami standardowymi.

Przeprowadzone doswiadczenia wraz z analizg struktury chemicznej technikg
HPLC/ESI-MS i UV-Vis produktéw reakcji z udziatem enzymow mikrosomalnych i UDPGA,
pozwolity potwierdzi¢ udziat enzymoéw UGT w przemianach metabolicznych. Jony masowe
metabolitéw okazaty sie takie same jak metabolitéw, ktére powstaty w komérkach HT29.

Postawitam sobie jednak jeszcze jedno pytanie, czy UDP-glukuronylotransferazy
wykazujg aktywnos¢ w kierunku reakcji glukuronidacji nie tylko wobec zwigzku
macierzystego, ale rowniez wobec powstajgcych metabolitow | fazy. Aby wyjasni¢ to
zagadnienie przeprowadzitam badanie, sktadajgce sie¢ z dwoéch etapow. W pierwszym,
przygotowatam odpowiednie mieszaniny reakcyjne niezbedne do zajscia reakcji | fazy. Obok
zwigzku, zawieraty one NADPH, jako kofaktor enzyméw | fazy. W drugim etapie, po 30
minutach inkubacji z NADPH, dodatam kofaktor dla enzyméw UGT, czyli UDPGA. Ponizej
przedstawitam chromatogramy przedstawiajgce przemiane zwigzkéw C-1748 i C-857 wobec
enzymoéw mikrosomalnych przed i po dodaniu UDPGA (rys. 55A i B). Dla obu zwigzkdw,
widoczny jest jeden dodatkowy pik produktu, ktory nie jest obecny w mieszaninie reakcyjne;j
przed dodaniem UDPGA. Jednoczesnie zaobserwowatam stopniowe zanikanie stezenia
metabolitow po 120 minutach inkubacji. Jednakze stwierdzitam, ze jest to skutkiem ich silnej
reaktywnosci, a nie reakcji z UDPGA.

Analiza struktury dodatkowego produktu wykazata, ze jest on tozsamy
z produktami zwigzkéw C-1748 i C-857, ktore powstaty w komorkach HT29 oraz w obecnosci
frakcji mikrosomalnej i UDPGA. Mozna wiec przypuszczaé, ze sprzeganiu z kwasem

glukuronowym podlegajg tylko zwigzki macierzyste.
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Rys. 55. Liniowe obrazy chromatograficzne sktadu mieszanin reakcyjnych przemian metabolicznych
0,2 mM A: C-1748 i B: C-857 wobec 2 mg/ml enzymoéw frakcji mikrosomalnej komorek watroby
szczura, 1 mM NADPH, 2,5 mM UDPGA [chromatograf HPLC Millenium].

IV.1.4.2. Wyniki badan metabolizmu C-1305 oraz identyfikacja struktury chemicznej
produktu.

Kolejny etap pracy polegat na przeprowadzeniu analogicznych doswiadczenh jak dla
pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny w komérkach HT29 i HCT116, ale komorki traktowano

zwigzkiem C-1305. Ponizej, na rys. 56, przedstawitam otrzymane obrazy chromatograficzne.

A. C-1305: HT29; 0,1 uM zwigzku B. C-1305:. HCT116, 0,1 uM zwigzku
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Rys. 56. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych zwigzku C-1305 w komaérkach A: HT29
oraz B: HCT116 po 3h, 24h i 72h inkubacji komorek ze zwigzkiem; 0,1 yM C-1748, 2 min komorek,
[chromatograf HPLC Waters Millenium].

Wyniki przemian metabolicznych C-1305 pozwolity zaobserwowac¢ powstanie
produktu oznaczonego symbolem Pyrog, ktory nie wystepowat w liniach HepG2 i HCT116.
Widmo MS piku tego produktu zawierato gtdwny jon masowy o wartosci m/z = 5141
(rys. 57A).
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Rys. 57. A: widmo masowe piku produktu Pyrog (czas retencji ok. 13 minut, rys. 56); B: poréwnanie
widm UV-Vis zwigzku C-1305 oraz produktu Pyro9 powstajgcego w komorkach HT29.

Odejmujgc warto$¢ jonu masowego substratu mozna stwierdzi¢, ze masa produktu
Pur2o jest podwyzszona o 176 jednostek. Wskazuje to, ze produkt Pyt jest potaczeniem
czasteczki C-1305 z resztg kwasu glukuronowego, prawdopodobnie na atomie tlenu
w pozycji 8 pierscienia imidazoakrydonu, zatem jest to O-glukuronid. Za wskazaniem miejsca
sprzegania przemawiajg wyniki badan przemian metabolicznych pochodnej C-1311,
o analogicznej strukturze do zwigzku C-1305 (zwigzki réznig sie odmienng dtugoscig
tahcuchow alifatycznych zwigzanych z atomem azotu w pozycji 5 pierscienia akrydyny) oraz
jej analogu, C-1330, z zablokowang grupg hydroksylowg. Proby uzyskania koniugatu
pochodnej C-1330 z resztg kwasu glukuronowego zakonczyty sie niepowodzeniem. Ponadto,
widmo UV-Vis analizowanego produktu metabolizmu wykazuje odmienny przebieg od widma
UV-Vis substratu (rys. 57B) w zwigzku z tym mozna sgdzi¢, Zze zmiana nastgpita
w podstawniku bezposrednio zwigzanym z ukfadem chromoforowym czgsteczki C-1305,

czyli jak przedstawiono na rys. 58, na atomie tlenu grupy hydroksylowe;.

COCH
H O H
H e e N
OhoH O HN N
O Se
N

Rys. 58. Proponowana struktura chemiczna produktu Pyrog.

Podsumowujgc wyniki przemian metabolicznych zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305
w liniach komérkowych ludzkiego nowotworu jelita grubego nasuwajg sie dwie najwazniejsze
obserwacje:
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= obnizona intensywno$¢ metabolizmu badanych zwigzkow w liniach HT29 i HCT116
w porownaniu do linii HepG2,
= pojawienie sie dodatkowego metabolitu w linii HT29, ktérego strukture okreslono jako

O-glukuronid, czyli jest to pochodna sprzegania z resztg kwasu glukuronowego.

IV.1.5. Charakterystyka przemian metabolicznych C-1748, C-857 i C-1305 w komorkach

niedrobnokomoérkowego raka ptuc, A-549.

Poziom ekspresji genéw izoenzymoéw cytochromu P450, takich jak CYP3A4
i CYP2C9 oraz ich aktywnos¢ katalityczna w linii A549 sg nieznacznie nizsze od komorek
HepG2. Jedynie izoenzym CYP1A2 wykazuje wyzszg aktywnos¢ katalityczng jak i ekspresje
gendéw w tym typie nowotworu (rys. 19). Wiadomym jest, ze poziom tego enzymu jest wyzszy
w tkankach nowotworowych ptuc w poréwnaniu z tkankami zdrowymi, co jest zwigzane
Z jego bezposrednim udziatem w rozwoju raka ptuc poprzez zdolnos¢ do przemiany PAH
[patrz podrozdz. 111.1.1.1.3). Wykazatam wczesniej, ze izoenzym ten nie bierze udziatu
w przemianach enzymatycznych pochodnych akrydyny, C-1748, C-857 i C-1305. Obecnos¢
w komodrkach nowotworu ptuc izoenzymoéw CYP3A4 oraz CYP2C9 zwigzania jest przede
wszystkim z aktywacjg stosowanych prolekéw takich jak, cyklofosfamid i ifosfamid,
stosowanych w chemioterapii ptuc. Dodatkowo stwierdzonym jest rowniez fakt, ze izoenzym
UGT1A10, biorgcy udziat w glukuronidacji pochodnych akrydyny wystepuje w linii
komarkowej A549, jednak na nizszym poziomie niz w komérkach HT29'2.

Wobec powyzszego przeprowadzitam badania podatnosci na transformacje
metaboliczne w komérkach A549 zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305.

IV.1.5.1. Wyniki badan metabolizmu C-1748 i C-857.

Stosujgc analogiczne warunki prowadzenia reakcji i uktad chromatograficzny, jak dla
badan pochodnych akrydyny w komorkach nowotworu watroby oraz jelita grubego
otrzymatam obraz chromatograficzny zachodzgcych przemian zwigzkéw C-1748 i C-857
w komorkach A549 (rys. 59A i B).

12 Wg danych The Institute of Cancer Research UK, najwyzsza ekspresja gendw izoenzymoéw
UGT1A10 jest w linii HT29. W komodrkach HCT116 oraz HepG2 nie wykryto ekspresji gendw tych
enzymoéw. Linia A549 wykazywata posredni poziom ekspresji UGT1A70. Badania te opieraly sie na
metodzie RT-PCR, Western blotting oraz na okresleniu poziomu aktywnosci tych enzyméw. Wyniki
stanowity $rednig z ok. 10 préb z linii r6znego pochodzenia.
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748: A549: 0,1 uM zwiazku B. C-857: A549, 0,1 yM zwigzku
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w komoérkach A549, po 3h i 24h inkubacji komérek ze zwigzkiem;
[chromatograf HPLC Waters Breeze].

Przedstawione powyzej wyniki wskazujg na istnienie 4 gtownych produkto
metabolizmu zwigzku C-1748, jak i C-857. W obu przypadkach powstat metabolit
zidentyfikowany wczesniej jako O-glukuronid. Potwierdzita to réwniez analiza ESI-MS.
Dodatkowo, jako wynik redukcji enzymatycznej powstaty metabolity z dodatkowym
pierscieniem pomiedzy atomami azotu w pozycji 1 i 9 pierscienia akrydyny (M3 i M*;) oraz
produkt ze zredukowang grupg nitrowg oraz odszczepionym fancuchem alifatycznym.
Wszystkie wymienione metabolity obu zwigzkéw byly obecne réwniez w komérkach HT29
i HCT116, jednakze ich stezenie byto nizsze niz w komdrkach A549. Jedynie pik produktu
oznaczonego symbolem M*; w przypadku pochodnej C-857 byt intensywniejszy
w komoérkach HCT116.

IV.1.5.2. Wyniki badan metabolizmu C-1305.

Jak wynika z kolejnych chromatograméw (rys. 60) pochodna triazoloakrydonu
o symbolu C-1305 réwniez okazata sie wrazliwa na biotransformacje w obecno$ci enzyméw
znajdujgcych sie w komorkach A549. Stosujgc identyczne warunki inkubacji komoérek A549
ze zwigzkiem i ukfad chromatograficzny, jak dla badan metabolizmu zwigzkéw C-1748
i C-857, zaobserwowatam dla zwigzku C-1305 powstanie jednego produktu o bardzo niskim

stezeniu.
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Rys. 60. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych zwigzku C-1305 w komaérkach A549, po
3h i 24h inkubacji komoérek ze zwigzkiem; 0,1 uM zwigzek, 2 min komoérek, [chromatograf HPLC
Waters Breeze].

Pik produktu Pygr posiadat czas retencji taki sam jak produkt oznaczony symbolem
Pur2e, zaobserwowany rowniez w komorkach HT29, zidentyfikowany jako O-glukuronid.
Warto zwrdci¢ uwage, ze pole powierzchni pod pikiem metabolitu Pyro9 byto ok. 10-krotnie
wieksze niz pole powierzchni pod pikiem Pygr. Opierajac sie na powyzszych obserwacjach
mozna stwierdzi¢, ze pochodna C-1305 jest transformowana z udziatem enzymoéw
UDP-glukuronylostransferazy, prawdopodobnie izoenzymu UGT1A10, a stopieh przemiany
C-1305 do O-glukuronidu zalezy od poziomu ekspresji genow izoenzymu UGT1A10

w komadrkach nowotworowych.

IV.1.6. Wplyw poziomu ekspresji CYP3A4 na metabolizm C-1748, C-857
i C-1305 — charakterystyka przemian metabolicznych w komérkach Hep3A4.

Wktad enzymu CYP3A4 w metabolizm pochodnych akrydyny zostat przedstawiony na
rys. 17 i 18. Wykazatam wowczas, ze pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny, C-1748 i C-857,
ulegajg przemianie wobec CYP3A4, a ich stopien przemiany osiggat 70-80%. CYP3A4 nie
metabolizowat zwigzku C-1305, podobnie jak inne izoenzymy z rodziny cytochroméw P450.
Poszukujgc odpowiedzi na pytanie, czy wyzsza ekspresja genéw tego enzymu w komérkach
nowotworowych przektada sie na intensywniejszy metabolizm pochodnych 9-amino-1-
nitroakrydyny oraz czy ma to wptyw na aktywnos¢ cytotoksyczng badanych zwigzkéw wobec
komorek z wyzszg ekspresjg CYP3A4, przeprowadzitam badania przemian metabolicznych
C-1748 i C-857 w komérkach Hep3A4. Linia ta powstata poprzez transfekcje komodrek
HepG2 plazmidem pCL-neo z promotorem wirusa cytomegalii. Zawiera on w swojej
sekwencji wektor z genem kodujgcym enzym CYP3A4 oraz gen opornosci na genetycyne,
ktéry zastosowano jako czynnik selekcyjny do izolacji rekombinantowych komaérek [Feierman
i wsp., 2002; Wu i wsp., 2008; Wu i wsp., 2010]. Dla linii Hep3A4 opracowano rowniez linie

odnosnikowg z tzw. wektorem zerowym — komorki C34, gdzie do komorek HepG2
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wprowadzono wektor pozbawiony jakiegokolwiek biatka. Dzieki temu przy poréwnaniu
wynikow toksycznosci eliminowano wptyw samego procesu transfekcji.

Badanie przemian metabolicznych zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305 w komdrkach
linii Hep3A4 oraz HepC34 przeprowadzitam stosujgc poczatkowo ustalone warunki dla

wszystkich pozostatych linii (patrz podrozdz. 1V.1.2.).

IV.1.6.1. Wyniki badan metabolizmu C-1748 i C-857.

Analiza chromatograficzna ekstraktow metanolowych wyizolowanych z komorek
Hep3A4 i HepC34 wskazata na obecnos$¢ 4 gtdwnych produktow metabolizmu zwigzku

C-1748 (rys. 61A i B). Jednakze stwierdzi¢ mozna, ze stgzenia poszczegdlnych produktow

byty wyraznie wyzsze w linii z nadekspresjg CYP3A4. W obu liniach, po najdtuzszym czasie
traktowania komorek zwigzkami, metabolity stopniowo zanikaty, co mogto by¢ spowodowane

ich nietrwatoscig lub $miercig komoérek poddanych dziataniu wysokiego stezenia C-1748.

C-1748: Hep3A4 / HepC34; 0,1 mM zwigzku
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Rys. 61. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych zwigzku C-1748 w komotkach Hep3A4 i
HepC34, po 3h i 12h inkubacji komorek ze zwigzkiem; 0,1 uM zwigzek, 2 min komérek, Ychromatograf
HPLC Waters Breeze].

Na ponizszym histogramie (rys. 62) poréwnatam % stopnia przemiany pochodnej
C-1748 w linii z wektorem zawierajgcym w swojej sekwencji CYP3A4 oraz linii z wektorem
zerowym. Wyraznie wyzszy % stopnia przemiany w linii Hep3A4 $wiadczy o udzial

izoenzymu CYP3A4 w metabol izmie pochodnej C-1748.
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Rys. 62. Poréwnanie stopnia przereagowania zwigzku C-1748 w komorkach linii Hep3A4 oraz
HepC34 w zaleznosci od czasu inkubacji. Linia HepC34 stanowi linie odnosnikowg dla Hep3A4.
Prezentowane wyniki sg $rednig z dwodch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami
standardowymi. Dla okreslenia poziomu istotnosci przeprowadzono test Studenta, gdzie *p<0,05 —
wartosci istotne statystycznie.

Podobne rezultaty otrzymano dla pochodnej C-857. Chromatograficzne obrazy
trzymane po analizie metanolowego ekstraktu, podobnie jak dla C-1748, wykazaty

obecnos¢ produktow o wyzszym stezeniu w linii Hep3A4 (rys. 63) . Nie zauwazytam roznic

| - B 1C- Hep3A4 0.049 1 Hep3A4
3h inktiba - -------- ' 12hinkubacji = . HepC34 /

4 6 8 10 12 14 16 18}0 22 24 2 30 32 34 36

czas retencji [min]

. etabolicznych zwigzku C-857 w komadrkach Hep3A4 i
ep034 po 3h i 12h inkubacji komérek ze zwigzkiem; 0,1 uM zwigzek, 2 min komérek, [chromatograf

HPLC Waters Breeze].
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Rys. 64. Poréwnanie stopnia przereagowania zwigzku C-857 w komérkach linii Hep3A4 oraz HepC34
w zaleznos$ci od czasu inkubacji. Linia HepC34 stanowi linie odnos$nikowg dla Hep3A4. Prezentowane
wyniki sg srednig z dwdch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami standardowymi. Dla
okreslenia poziomu istotnosci przeprowadzono test Studenta, gdzie *p<0,05 — wartosci istotne
statystycznie.

Jak wynika z przedstawionego powyzej histogramu (rys. 64), okreslenie istotnosci
réznic w wartosciach stopnia przemiany C-857 w dwadch liniach, Hep3A4 i HepC34, pozwolito
stwierdzi¢, iz tylko po krotkich czasach inkubacji réznice w poziome izoenzymu CYP3A4
miaty najwieksze znaczenie w metabolizmie C-857. Rowniez podczas badah C-1748 mozna
zaobserwowac takg tendencje. Wynika z tego, ze enzym metabolizujgcy zwigzki, jakim jest
CYP3A4 przyspiesza metabolizm czynigc go bardziej dynamicznym. Analizujgc struktury
chemiczne powstajgcych metabolitbw mozna stwierdzi¢, ze wyraznie wyzszym stezeniem
odznaczajg sie produkty ze zredukowang grupg nitrowg oraz odszczepionym tancuchem

alifatycznym, czyli metabolit Mg oraz M*s.

IV.1.6.2. Wyniki badan metabolizmu C-1305.

Jak wynika z wczeéniejszych badah (rys. 18) pochodna C-1305 nie jest
metabolizowana przez izoenzymy cytochromu P450. Potwierdzity to dotychczasowe prace,
ktére wykazaty, ze w komoérkach linii HepG2, HT29, HCT116 oraz A549, zwigzek ulega
przemianom metabolicznym z udziatem monooksygenaz flawinowych, enzyméw | fazy oraz
UDP-glukuronylotransferaz, enzymoéw |l fazy. Spodziewa¢ sie wiec mozna, ze mimo
zwigkszenia poziomu izoenzymu CYP3A4, nadal nie zaobserwujemy przemiany tego
zwigzku. Przypuszczenie to potwierdzit obraz chromatograficzny przemian C-1305
w komorkach Hep3A4 oraz HepC34 (rys. 65). Zarowno w komédrkach Hep3A4, jak i w linii
kontrolnej HepC34, zwigzek transformowat do jednego produktu P1, a jego stezenie byto na
takim samym poziomie w obu liniach. Zaproponowang wczes$niej strukturg tego metabolitu

jest N-tlenek w tancuchu bocznym.
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Rys. 65. Chromatograficzny obraz przemi etabolicznych zwigzku C-1305 w komérkach Hep3A4
i HepC34, po 3h i 12h inkubacji komérek z igzkiem; 0,1 yM zwigzek, 2 min komodrek,
[chromatograf HPLC Waters Breeze]

IV.1.6.3. Zaleznos¢ efektu cytotoksycznego pochodnych C-1748, C-857 i
poziomu ekspresji CYP3A4 w komodrkach Hep3A4 i HepC34.

Okreslenie cytotoksycznego dziatania zwigzkow C-1748, C-857 i C-1305 w stosunku
do linii Hep3A4 i HepC34 miato na celu ustalenie zakresu biologicznie istotnych stezen
trzech pochodnych. Uchwycenie wyraznych réznic w metabolizmie pomiedzy liniami Hep3A4
oraz HepC34 pochodnych 1-nitroakrydyny pozwala postawi¢ hipoteze, ze zrdéznicowane
przemiany metaboliczne majg odzwierciedlenie w roznej aktywnosci cytotoksycznej
zwigzkow w liniach Hep3A4 i HepC34. Celem tego etapu pracy bedzie zweryfikowanie tej
hipotezy.

Oznaczenia cytotoksycznosci przeprowadzono przy uzyciu testu MTT (Carmichael
i wsp., 1987). Test ten polega na pomiarze aktywnosci oksydoredukcyjnej mitochondriow
z wykorzystaniem barwnika MTT, ktory w zywych komédrkach ulega redukcji do
nierozpuszczalnego w wodzie formazanu, w reakcji katalizowanej przez dehydrogenazy
komodrkowe. llo$¢ powstatego formazanu jest skorelowana z aktywnos$cig redukcyjng
mitochondriéw, co s$wiadczy o liczbie zywych komoérek. Szczegoétowy opis metody
zamieszczono w Czesci Doswiadczalnej.

Ciagta inkubacje komorek ze zwigzkami prowadzitam przez okres 72 godzin (72
godziny inkubacji zapewnia komérkom co najmniej trzy rundy replikacyjne). Na podstawie
uzyskanych wynikéw absorbancji sporzadzitam wykresy zaleznosci zahamowania wzrostu
komorek (jako % kontroli, nie traktowanej zwigzkiem) od logarytmu stezenia pochodnych, co
przedstawitam na rys. 66. Za miare aktywnosci cytotoksycznej wszystkich pochodnych

przyjetam wartos¢ ECsy. Jest to stezenie zwigzku powodujgce 50% zahamowanie proliferacji
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komorek w stosunku do komorek kontrolnych czyli nie traktowanych zwigzkiem, tzw. miara
cytotoksycznosci.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze zwigzek C-1748 hamuje proliferacje komorek Hep3A4 i
HepC34 w sposbb zalezny od stezenia (rys. 66A).
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« 90 | —u— Hep3A4 ~ 90 —=u— Hep3A4
g 80 4 g 80 1
g 70 4 g 70 -
S 60 - $ 60 -
3 50 A 3 50
- -
8 40 8 40
h 30 1 h 30 A
= 20 3 20 4
2 X

10 1 10

0 0

0,0001 0,601 0,61 011 1 10 0,0001 0,601 0,61 011 1 10
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Rys. 66. Zalezny od dawki wptyw pochodnej A: C-1748 i B: C-857 na proliferacje komorek Hep3A4
i HepC34 po 72h inkubacji komérek ze zwigzkiem, wyrazony jako % wzrostu komorek traktowanych
zwigzkiem w stosunku do komoérek kontrolnych, nie traktowanych zwigzkiem. Wyniki sg s$rednig z
trzech niezaleznych doswiadczen.

Wyznaczone krzywe wzrostu przebiegajg niemal w identyczny sposéb dla obu linii.
Potwierdzita to analiza statystyczna przeprowadzona z uzyciem testu Studenta, wskazujgc,
ze roznice w wartosciach stezeh ECso nie sg istotnie statystycznie (P>0,05) (tabela 5).
Stosujgc takie same warunki reakcji, przeprowadzitam badania aktywnosci cytotoksycznej
dla pochodnej C-857. Tutaj réwniez otrzymane wartosci ECsy byty bardzo zblizone dla obu
linii (rys. 66B).

Majac na uwadze réznice w metabolizmie tych zwigzkow w obu liniach, wyznaczytam
zaleznos¢ zahamowania wzrostu komorek od stezenia badanych zwigzkow rowniez dla
krotkiego czasu inkubaciji, czyli 3h. Komorki inkubowatam przez 3 godziny ze zwigzkiem, po
czym po zmianie pozywki na swiezg, przeprowadzitam postinkubacje do 72h. W tym miejscu
nalezy zaznaczy¢, ze po 3h inkubacji zauwazalny byt najintensywniejszy metabolizm
1-nitroakrydyn oraz najbardziej istotne réznice w ich stopniu przemiany w dwaéch liniach (rys.
20 i 31). Otrzymane wyniki przedstawiono na rys. 67A i B. Jak wynika z analizy krzywych
zahamowania wzrostu oraz wyznaczonych wartosci ECsy, obie pochodne wykazywaty
wyzszg aktywnos¢ cytotoksyczng po 3h inkubacji ze zwigzkiem w komérkach Hep3A4 niz w
HepC34. W komoérkach HepC34 warto$¢ ECs, dla obu zwigzkdéw byta ok. 5-krotnie wyzsza
niz dla komoérek z nadekspresjg CYP3A4. Stad mozna wnioskowagé, ze poziom w komérkach
enzymu metabolizujgcego zwigzek do aktywnych metabolitbw ma znaczenie w hamowaniu

wzrostu komorek nowotworowych po ekspozycji na ten zwigzek.
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Rys. 67. Zalezny od dawki wptyw pochodnej A: C-1748 i B: C-857 na proliferacje komoérek Hep3A4
i HepC34 po 3h inkubacji komoérek ze zwigzkiem oraz postinkubacji do 72h, wyrazony jako % wzrostu
komorek traktowanych zwigzkiem w stosunku do komodrek kontrolnych, nie traktowanych zwigzkiem.
Wyniki sg Srednig z trzech niezaleznych doswiadczen.

Ciekawym okazat sie fakt braku réznic w aktywnosci cytotoksycznej zwigzku C-1305
wobec komérek Hep3A4 i HepC34 dla dwdch skrajnych czaséw inkubacii, tzn. 3 i 72 godzin.
Miato to przetozenie w niemal identycznym przebiegu krzywych wzrostu komoérek obu linii
traktowanych pochodng C-1305, co przedstawia rys. 68A i B. Pochodna ta nie wykazywata
réowniez réznic w przemianach metabolicznych w obu liniach, co wynikato z braku

zaangazowania izoenzymu CYP3A4 w metabolizm C-1305.
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Rys. 68. Zalezny od dawki wptyw pochodnej C-1305 na proliferacie komoérek Hep3A4
i HepC34 po A: 3h oraz B: 72h inkubacji komérek ze zwigzkiem, wyrazony jako % wzrostu komorek
traktowanych zwigzkiem w stosunku do komérek kontrolnych, nie traktowanych zwigzkiem. Wyniki sg
Srednig z trzech niezaleznych doswiadczen.

Ponizej w tabeli 5 przedstawitam zestawienie wartosci stezen ECsy pochodnych 9-

amino-1-nitroakrydyny oraz triazoloakrydonu hamujgcych proliferacje komorek linii Hep3A4
oraz HepC34.

85



Omowienie wynikow

Tabela 5. Wartosci EC5, dla zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305 wyznaczone na podstawie wykreséw
zaleznosci stezenia badanego zwigzku od zahamowania wzrostu traktowanych komorek linii Hep3A4
i HepC34. Podane wartosci sg s$rednig z trzech niezaleznych eksperymentéw + SD. Analize
statystyczng prowadzono z uzyciem testu t-Studenta, gdzie * - P < 0,05 wartosci istotne statystycznie,
ns — wartosci nieistotne statystycznie.

ECso [uM]
zwiazek | czas [h] Stut:;(se:lta
HepC34 Hep3A4
3 0,59 + 0,002 0,11 £ 0,001 P=0,0025"
¢-1748 72 0,01 + 0,005 0,012 £ 0,005 P=0,051ns
3 0,27 + 0,005 0,064 +0,002 | P=0,0007""
c-857 72 0,008 + 0,002 0,010,002 | P=0,155"s
3 6,86 + 0,005 8,76 £ 0,005 P=0,255ns
C-1305
72 1,6 +0,001 1,41 + 0,002 P=0,101ns

Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢, ze tylko pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny
wykazujg wyraznie rézng aktywnos$é wobec dwach linii (test Studenta P<0,005). Dodatkowo
mozna zauwazy¢ wyzszg reaktywnos¢ pochodnej C-857. Zaznaczy¢ trzeba jednak, ze fakt
ten ma znaczenie w przypadku zwigzkéw C-1748 i C-857 tylko po krétkich czasach inkubagiji.
Po dtugich przedziatach czasu inkubacji wartosci ECs, wyréwnujg sie. Wrazliwos¢ komoérek

wobec zwigzku C-1305 jest bardzo podobna w obu liniach (P>0,005).

IV.1.7. Wptyw hypoksji na metabolizm C-1748, C-857 i C-1305 w komérkach HepG2.

Dotychczasowe badania szlaku przemian metabolicznych pochodnych akrydyny
przedstawione w niniejszej pracy wykazaty, ze zwigzki C-1748 i C-857 nalezagce do 9-amino-
1-nitroakrydyn ulegajg redukcji, z udziatem izoenzymow cytochromu P450. Zaliczy¢ wiec je
mozna do prolekow,

czyli chemoterapeutykow, ktore wymagajg etapu aktywacji

w komorkach, aby uzyska¢ zdolnosci cytotoksyczne. W kolejnym etapie prac
przeprowadzitam badania przemian metabolicznych pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny
i triazoloakrydonu w komérkach nowotworu watroby HepG2, bedacych w warunkach
ograniczonego dostepu tlenu'. Nastepnie komoérki byly inkubowane przez okreslone we
12h, 24h, 72h), po

przeprowadzono analize HPLC wyizolowanych ekstraktow metanolowych.

wczesdniejszych ustaleniach okresy czaséw (3h, 6h, czym

¥ Ostatnie trendy w leczeniu nowotworéw kierujg uwage na zjawisko hypoksji w guzie

nowotworowym. Cho¢ od wielu lat wiadomo, ze obnizone ci$nienie parcjalne komdrek nowotworowych
prowadzi do opornosci na leczenie oraz zwieksza ryzyko powstawania przerzutéw [Bristow i Hill,
2008], jednak warunki niedotlenienia powodujg zwiekszenie redukcji prolekédw do aktywnych
metabolitow wigzagcych sie z DNA [Yakkundi i wsp., 2006].
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IV.1.7.1. Wyniki badan metabolizmu C-1748 i C-857.

Ponizej na rys. 69 przedstawitam obrazy chromatograficzne przemian metabolicznych
pochodnych C-1748 i C-857 w komérkach HepG2 w warunkach normalnych i ograniczonego

dostepu tlenu dla dwéch wybranych czaséw inkubacii.
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Rys. 69. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych pochodnych C-1748 i C-857
w komoérkach HepG2 po 3h i 12h inkubacji komoérek ze zwigzkiem w warunkach hypoksji; 0,1 uM
zwigzek, 2 min komérek, [chromatograf HPLC Waters Breeze].

Z przedstawionych chromatogramdéw wynika, ze stopien przemiany obu zwigzkéw
jest wyraznie wyzszy w warunkach hypoksji. Zauwazy¢ mozna, ze stezenie metabolitu
o symbolu My/M*; ze zredukowang grupg nitrowg jest szczegdlnie wysokie. W warunkach
tlenowych metabolit ten byt nietrwaty, a jego ilos¢ po diugich czasach inkubacji byta niemal
Sladowa. Podobnie produkty Ms/M*s oraz M.;/M*; odpowiednio ze zredukowang grupa
nitrowg i odszczepionym tanicuchem alifatycznym oraz dimery produktéw M,/M*, okazaty sie
stabilne w warunkach redukcyjnych. W przypadku zwigzku C-1748 réwniez produkt Mj

z dodatkowym pierscieniem pomiedzy atomami azotu byt w wyzszym stezeniu przy
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ograniczonym dostepie tlenu. Ponizej, na rys. 70, przedstawitam w postaci histogramow
poréwnanie stopnia przemiany pochodnych C-1748 i C-857 oraz powierzchni pod pikami

gtéwnych metabolitow, M4, M3 i M5.
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Rys. 70. Poréwnanie % stopnia przemiany zwigzkow A: C-1748 i B: C-857 oraz pola powierzchni pod
pikiem ich trzech gtéwnych metabolitow w komdrkach HepG2 w warunkach normalnych i w warunkach
hipoksji. Prezentowane wyniki sg $rednig z dwéch niezaleznych doswiadczen wraz z odchyleniami
standardowymi. Dla okre$lenia poziomu istotnosci przeprowadzono test Studenta, gdzie p<0,05 —
wartosci istotne statystycznie.

Przedstawione powyzej porédwnanie nie tyle przedstawia wyzszg reaktywnosc
pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny w warunkach hipoksji, ile pokazuje wysoka stabilnos¢
powstajgcych metabolitbw w warunkach ograniczonego dostepu tlenu. Obserwacja ta jest
interesujgca z uwagi na fakt, ze w komérkach Hep3A4 mimo osiggniecia po krotkich czasach
inkubacji wyzszego stezenia metabolitow, ich stezenie po dtugich czasach spadato. Miato to
przetozenie na brak roznic w aktywnosci cytotoksycznej obu zwigzkéw wobec linii
z normalng i podwyzszong ekspresjg CYP3A4 po 72 godzinach. Z tego wzgledu, w kolejnym
etapie pracy porownatam wartosci ECs, dla C-1748 i C-857 w stosunku do linii HepG2

w warunkach normalnych i hipoksji (patrz podrozdz. IV.1.7.3.).
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IV.1.7.2. Wyniki metabolizmu C-1305.

Przemiany metaboliczne pochodnej C-1305 w komodrkach HepG2 bedacych
w warunkach hypoksji zbadatam analogicznie jak w przypadku C-1748 i C-857. Ponizej na
rys. 71 przedstawiono chromatogramy ekstraktéw metanolowych wyizolowanych z komérek

po dwdéch wybranych czasach inkubacji ze zwigzkiem.
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zwigzek, 2 mlrkomoérek, [chromatograf HPLC Waters Breeze].

Na przedstawionych wykresach, po 3 godzinach inkubacji nie widaé réznic
w % stopnia przemiany metabolicznej pochodnej C-1305 w komérkach w réznych warunkach

dostepu tlenu. Jednakze, po 24 godzinach widoczny jest zanik produktu P4.

IV.1.7.3. Efekt cytotoksyczny pochodnych C-1748, C-857 i C-1305 wobec komdrek HepG2

w warunkach normalnych i ograniczonego dostepu tlenu.

Oznaczenie aktywnosci cytotoksycznej zwigzkéw wobec linii HepG2 przeprowadzitam
stosujgc test MTT, inkubujgc komérki ze zwigzkami o stezeniach 0,0001 — 10 uM. Badanie to
byto analogiczne do przeprowadzonego w komoérkach HepC34 i Hep3A4 w warunkach
normalnych, z tg réznica, ze komorki bezposrednio po dodaniu zwigzkéw byly inkubowane
przez 24 godziny w warunkach hypoksji. Nastepnie przez kolejne 48 godzin hodowla byta
prowadzona w warunkach tlenowych. tgcznie okres inkubacji komoérek HepG2 ze zwigzkami
wynosit 72 godziny. Modyfikacja zastosowanych wczesniej warunkéw prowadzenia reakcji
byta konieczna, poniewaz ciggta inkubacja komorek w warunkach hypoksji przez 72 godziny
powodowata $mier¢ 90% populacji komoérek nawet nie traktowanych zadnym ze zwigzkow.

Na podstawie uzyskanych wynikow absorbancji sporzadzitam wykresy zaleznosci
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zahamowania wzrostu komoérek (jako % kontroli, nie traktowanej zwigzkiem) od logarytmu

stezenia pochodnych, co przedstawitam na rys. 72 dla pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny.
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Rys. 72. Zalezny od dawki wptyw pochodnej A: C-1748 i B: C-857 na proliferacje komoérek HepG2 po
24 godzinnej inkubacji w warunkach hipoksji oraz 48 postinkubacji w warunkach normalnych,
wyrazony jako % wzrostu komorek traktowanych zwigzkiem w stosunku do komaérek kontrolnych, nie
traktowanych zwigzkiem. Wyniki sg srednig z trzech niezaleznych doswiadczen.

Jak wynika z analizy krzywych zahamowania wzrostu, komorki w warunkach hypoksji
okazaty sie bardziej wrazliwe na dziatanie pochodnych C-1748 i C-857. Co ciekawe, efekt
ten jest widoczny po 72 godzinach inkubacji. W przypadku komorek Hep3A4 tylko po 3
godzinach inkubacji zwigzki byly bardziej aktywne wobec linii Hep3A4 w poréwnaniu do
komoérek HepC34. Wniosek z tego, ze warunki ograniczonego dostepu tlenu wptywajg na
zwiekszenie stabilnosci produktéw 9-amino-1-nitroakrydyni i sg bardziej cytotoksyczne
wobec komérek hypoksycznych, przystosowanych do zycia w hypoksji'.

W odréznieniu od powyzszych rezultatdw, nie ulegajgca metabolicznej redukcji
pochodna C-1305 w warunkach ograniczonego dostepu tlenu wykazywata obnizong
aktywnosc¢ cytotoksyczng w stosunku do komorek z petnym dostepem tlenu, co przedstawia
rys. 73.

" Subpopulacja komérek zaadoptowanych do zycia w hypoksji ma najwieksze znaczenie kliniczne,
poniewaz jest to wyselekcjonowana grupa komoérek ze zmienionym metabolizmem, charakteryzujgca
sie trwatymi zmianami genetycznymi [Vaupel i Harrison, 2004; Axelson i wsp., 2005]. Nalezy do nich
mutacja genu GLUT1, ktéra zapewnia komérkom transport glukozy i oddychanie beztlenowe.
Umozliwia to progresje w cyklu komdrkowym, a takze brak wrazliwosci na apoptoze, zdolnos¢ do
réznicowania sie i wzrost potencjalu angiogennego, co w konsekwencji prowadzi do wzrostu
opornosci na leczenie i progresje nowotworu. Wydaje sie wiec zasadne poszukiwanie nowych
zwigzkow aktywnych wobec tego typu komérek nowotworowych.
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Rys. 73. Zalezny od dawki wptyw pochodnej C-1305 na proliferacje komérek HepG2 po 24 godzinnej
inkubacji w warunkach hipoksji oraz 48 godzinnej postinkubacji w warunkach normalnych, wyrazony
jako % wzrostu komoérek traktowanych zwigzkiem w stosunku do komoérek kontrolnych, nie
traktowanych zwigzkiem. Wyniki sg srednig z trzech niezaleznych doswiadczen.

Dla podsumowania otrzymanych wynikdw przedstawiono tabele wartosci ECs
wyznaczonych dla wszystkich badanych zwigzkow dla komorek HepG2 w warunkach

normalnych i hypoksiji.

Tabela 6. Wartosci EC5, dla zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305 wyznaczone na podstawie wykreséw
zaleznosci stezenia badanego zwigzku od zahamowania wzrostu traktowanych komorek linii HepG2
w warunkach normalnych i hypoksji. Podane wartosci sg $rednig z trzech niezaleznych
eksperymentéw + SD. Analize statystyczng prowadzono z uzyciem testu t-Studenta, gdzie * - P < 0,05
wartos$ci istotne statystycznie.

ECso [uM]
zwiazek | czas [h] test
" . Studenta
Normoxia Hypoxia
C-1748 72 0,01 +0,002 0,0046 + 0,001 P=0,042*
C-857 72 0,008 + 0,002 0,003 + 0,005 P=0,0082**
C-1305 72 1,6 + 0,001 1,9 + 0,002 P=0,011*

W przypadku obu pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny wyznaczone wartosci ECs, sg
istotnie nizsze w komoérkach inkubowanych przez 24 godziny w warunkach ograniczonego
dostepu tlenu. Réznica pomiedzy ECsy w komodrkach normalnych i hipoksycznych jest
wyrazniejsza dla pochodnej bardziej reaktywnej, C-857. Wigze sie to z wyzszym stezeniem

aktywnych metabolitéw, ktore w warunkach hypoksji sg stabilne.
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IV.1.8. Wptyw poziomu reduktazy NADPH:cytochrom (CPR) na metabolizm C-1748,
C-857 — charakterystyka przemian metabolicznych w komérkach HepG2 transfekowanych

plazmidem cpr.

Dla kontynuacji badan metabolizmu przeciwnowotworowych pochodnych 9-amino-1-
nitroakrydyny oraz triazoloakrydonu w komérkach nowotworowych w kolejnym etapie pracy
podjetam prébe wyjasnienia jakg role w tych transformacjach odgrywa NADPH-zalezna
reduktaza cytochromu P450 (CPR), obecna w komoérkach nowotworu watroby wraz
z izoenzymami cytochromu P450.

Reduktaza CPR katalizuje reakcje 1-elektronowej redukcji, petnigc wazng funkcje
w komérkach, jako niezbedny u ssakéw element kompleksu monooksygenazy cytochroméw
P450 odpowiedzialny za transport elektronow z NADPH do centrum aktywnego enzymu.
Pomimo, Zze catkowita zawarto$¢ reduktazy w mikrosomach komoérek zwierzecych
w stosunku do zawartosci izoenzymdw cytochromu P450 wynosi od 1:10 do 1:20, badania
sposobu oddziatywah miedzy obydwoma biatkami wykazaty, ze tworzg one kompleks
w stosunku 1:1 [Backes i Kelly, 2003]. Poza tym, reduktaza CPR pracujgc samodzielnie, bez
udziatu cytochromu P450, katalizuje metabolizm redukcyjny prolekow, gtéwnie chinonow,
aldehydow i pochodnych zwigzkéw nitrowych, w wyniku czego powstajg bardzo reaktywne
produkty posrednie, ktore mogg oddziatywaC¢ z makromolekutami. Wsrod bezposrednich
substratow CPR, znajdujg sie leki przeciwnowotworowe np. mitomycyna C, porfiryna C,
adriamycyna, tirapazamina [Munro i wsp., 2007; Roosemboom i wsp., 2004]. W wynikach
przedstawionych w rozprawie doktorskiej Wisniewskiej [Wisniewska, 2008], w ktorych
zastosowano rekombinantowg reduktaze cytochromu P450 oraz frakcie enzymow
mikrosomalnych, wykazano, ze wszystkie produkty powstajgce w przemianie zwigzku C-857
sg identyczne w obu uktadach enzymatycznych. W przypadku zwigzku C-1748 dwa
metabolity z trzech powstajgce w obecnosci reduktazy P450, byly identyczne, jak
w obecnosci enzyméw mikrosomalnych. Na podstawie powyzszych wynikéw oraz
dodatkowych doswiadczen, w szczegolnosci z enzymami mikrosomalnymi wyizolowanymi
z komoérek watroby myszy dzikiego typu i z nokautem genu kodujgcego reduktaze P450,
postawiono wniosek, ze w metabolizmie zwigzkéw C-1748 i C-857 reduktaza nie tylko petni
role pomocniczg, ale jest rowniez kluczowa dla ich metabolizmu [Wisniewska i wsp., 2012].

W celu okreslenia roli reduktazy cytochromu P450 w przemianach metabolicznych
pochodnych C-1748, C-857 i C-1305 w komoédrkach nowotworowych HepG2,
stransfekowatam komorki wektorem plazmidowym z sekwencjg kodujgcg CPR. Wydajnosé
transfekcji, z zastosowaniem techniki elektroporacji, okreslitam z uzyciem wektora z genem
gfp [ang. green fluorescent protein], ktérego produktem ekspresji jest Swiecagce na zielono

biatko GFP. Biatko GFP swieci w Swietle UV (rys. 74), bez potrzeby stosowania dodatkowych
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substratow. Po przeprowadzeniu wstepnych reakcji ustalitam nastepujgce warunki
transfekcji: 12 min komorek, 12 pg plazmidu, natezenie rowne 130V oraz czas réwny

20 msec.

Rys. 74. Ekspresja genu gfp w 48 godzinnej hodowli komérek HepG2. Dokumentacje fotograficzng
wykonano w mikroskopie fluorescencyjnym, powiekszenie x 200. A: w Swietle widzialnym, obrazujgce
catkowitg ilos¢ komérek HepG2, bez filtru dla gfp; B: w swietle UV, obrazujgce komorki transfekowane
wektorem z sekwencjg gfp.

Na podstawie przedstawionych powyzej zdje¢ obliczytam wydajnos¢ transfekcji, ktora
wynosita ok. 90%. W kolejnym etapie zastosowatam witasciwy wektor plazmidowy
z sekwencjg reduktazy cytochromu P450. Po transfekcji komorki poddatam ekspozycji na
dziatanie zwigzkow, C-1748, C-857 oraz C-1305. Dodatkowo, 24 godzinng inkubacje
prowadzitam w warunkach hypoksji. Wiadomo bowiem, Ze reduktaza cytochromu P450
dziata efektywniej w warunkach redukcyjnych, z ograniczeniem dostepu tlenu [Roosemboom
i wsp., 2004]. Ponizej, na rys. 75, przedstawitam obraz chromatograficzny przemian dwoch

pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny, C-1748 i C-857 w komdrkach z wektorem z sekwencjg
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Rys. 75. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych zwigzku A: C-1748 i B: C-857
w komoérkach HepG2 transfekowanych wektorem z sekwencjg reduktazy cytochromu P450, po 24
godzinnej inkubacji w warunkach hypoksiji; 0,1 uM zwigzek, 2 min komérek, [chromatograf HPLC
Breeze Waters].
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Podczas przemian metabolicznych obu pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny
w komorkach HepG2 z wektorem plazmidowym z sekwencjg cpr, w warunkach hypoksji,
powstajg w najwyzszych stezeniu produkty o symbolu M, i M*;. Na podstawie poréwnania
czasu retencji tych metabolitéw oraz ich widma UV-Vis ze zidentyfikowanymi wczesniej
produktami (patrz rozdz. IV.1.) uznatam, ze sg to metabolity ze zredukowang grupg nitrowa.
Dodatkowo, w przypadku zwigzku C-857, zauwazy¢ mozna metabolit ze zredukowang grupg
nitrowg oraz odszczepionym fancuchem alifatycznym. Otrzymane wyniki wskazujg, ze
reduktaza cytochromu P450 odgrywa wazng role w metabolizmie zwigzkow C-1748 i C-857,
a w parze z hypoksjg czyni ten metabolizm silnie selekcyjnym. Wyniki przemian
metabolicznych zwigzku C-1305 (wyniki nieprzedstawione) nie wykazaly réznic
w transformacji zwigzku niezaleznie od poziomu ekspresji genéw reduktazy CPR oraz
warunkow hypksji.

Réwnolegle z metabolizmem zwigzkéw sprawdzitam wptyw poziomu CPR,
z jednoczesnym wptywem poziomu tlenu w $rodowisku, na cytotoksycznos¢ pochodnych
C-1748 i C-857 w stosunku do komoérek HepG2. Otrzymane wartosci ECs, po 24 godzinnej
inkubacji, porownatam z wyznaczonymi wartosciami ECs, dla komorek HepG2
transfekowanych wektorem zerowym. Ponizej, na rys. 76, przedstawitam otrzymang
zaleznos¢, ktéra silnie wskazuje na wyrazne roznice we wrazliwosci komorek na zwigzki
C-1748 i C-857. Linia HepG2 stransfekowana wektorem cpr jest ok. 5-krotnie bardziej
wrazliwa po ekspozycji na pochodne C-1748 i C-857 (rys. 76A). Nie zaobserwowatam tak

istotnych roznic w przypadku prowadzenia hodowli w warunkach normalnych (rys. 76B).
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Rys. 76. Wartoéci ECs, dla zwigzkéw C-1748 i C-857 wyznaczone na podstawie krzywych
zahamowania wzrostu komoérek HepG2 transfekowanych wektorem ,0° oraz cpr inkubowanych
z badanymi zwigzkami przez 24 godziny, A: w warunkach hipoksji, B: w warunkach normalnych.
Podane wartosci sg srednig z dwdéch niezaleznych doswiadczeh. Dla okreslenia poziomu istotnosci
przeprowadzono test Studenta, gdzie *p<0,05, **p<0,01 — wartosci istotne statystycznie.
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IV.1.9. Podsumowanie wynikéw badan opisanych w punkcie IV.1.

Zestawiajgc wyniki badan zrealizowanych w ramach pierwszego etapu prezentowanej pracy

wykazano, ze:

=

Wszystkie trzy badane pochodne byly metabolizowane w zastosowanych liniach
komérek nowotworowych pochodzenia ludzkiego, a ich stopien przemian
metabolicznych byt uzalezniony od obecnosci enzymow metabolizujgcych | i 1l fazy
metabolizmu

Pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny, C-1748 i C-857, metabolizowaty do 4 gtéwnych
produktow: ze zredukowang grupg nitrowg, z dodatkowym pierécieniem pomiedzy
atomami azotu w pozycji 1 i 9 pierécienia akrydyny, ze zredukowang grupg nitrowg
oraz odszczepionym fancuchem alifatycznym oraz dimeru aza-akrydyny. Najwyzsze
stezenia metabolitow byly w linii HepG2, o najwyzszym poziomie izoenzymoéw
cytochromu P450. W linii HT29 oraz A549 widoczny byt réwniez metabolit Il fazy,
zwigzek z przytgczong resztg kwasu glukuronowego. Moze to wskazywac, ze w jego
powstawaniu uczestniczy izoenzym UGT1A10, ktéry jest obecny tylko w linii HT29
oraz A549, a niewykrywalny w pozostatych liniach.

Pochodna C-1305 metabolizowata do N-tlenku na terminalnym atomie azotu
w tancuchu bocznym w liniach HepG2 oraz HCT116. W liniach HT29 powstawat
w bardzo wysokim stezeniu glukuronid zwigzku C-1305, ktéry w nizszym stopniu
widoczny byt réwniez w linii A549.

Poziom ekspresji genéw izoenzymu CYP3A4, biorgcego udziat w metabolizmie
pochodnych C-1748 i C-857, wptywat na wzrost stopnia przemiany obu zwigzkow.
Stezenia powstajgcych metabolitow byty istotnie wyzsze w komoédrkach Hep3A4
w poréwnaniu do linii kontrolnej, HepC34. Podwyzszona szybkos¢ metabolizmu, a
jednoczesnie niestabilno$¢ produktéw, wplywata na wyzszg aktywnosé
cytotoksyczng obu zwigzkdw tylko po krétkim czasie inkubaciji.

Hypoksja, czyli ograniczony dostep tlenu, wptywata na wzrost stopnia przemiany
pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny, do metabolitow ze zredukowang grupag
nitrowg. Okazaty sie one stabilne w tych warunkach, wptywajac tym samym na
zwiekszenie aktywnosci cytotoksycznej pochodnych nawet po dlugim czasie
inkubacji komorek ze zwigzkiem.

Reduktaza cytochromu P450 (CPR) odgrywata kluczowa role w przemianach
metabolicznych pochodnych C-1748 i C-857, ale nie C-1305, w komoérkach
nowotworowych HepG2, w warunkach hypoksji. W konsekwencji, cytotoksycznosc¢

obu zwigzkéw w tych warunkach wyraznie wzrastata.
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IV.2. MODULACJIA AKTYWNOSCI KATALITYCZNEJ | POZIOMU EKSPRESJI GENOW
WYBRANYCH ENZYMOW  METABOLIZUJACYCH PRZEZ POCHODNE AKRYDYNY
W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH.

Jednym z podstawowych zadan farmakokinetyki klinicznej jest opracowanie
schematu dawkowania leku. Mozliwe jest to poprzez wyznaczenie parametrow
farmakokinetycznych, takich jak biologiczny okres péttrwania (T 5), stata szybko$ci eliminacji
(Kep), objetos¢ dystrybucji (Vq), klirens leku (C)) [Herman, 2002]. Na wartosci powyzszych
parametrow rzutujg czynniki, do ktérych zaliczy¢é mozna: polimorfizm genetyczny, wiek, ptec,
stan czynnosciowy organizmu oraz interakcje z innymi lekami [Petros i wsp., 2005; Calsteren
i wsp., 2010]. Te ostatnie kryjg za sobg hamowanie badz indukcje enzymdw mikrosomalnych
przez stosowane leki. Obecnos¢ w organizmie ksenobiotykdw wptywajgcych na indukcje,
badz obnizenie poziomu ekspresji wybranych enzymoéw metabolizujgcych moze
jednoczesnie wptywac na metabolizm stosowanych réwnoczesnie innych lekow, tym samym
obnizajgc ich skutecznosc [Yasuda i wsp., 2008]. Z tego powodu, niezwykle istotnym jest,
podczas badan przedklinicznych potencjalnego chemoterapeutyku, nie tylko mozliwie
szerokie okreslenie dokftadnej farmakokinetyki i farmakodynamiki zwigzku, ale réwniez
poznanie jego wptywu na aktywnos¢ katalityczng enzymow metabolizujgcych oraz poziom
ekspresji ich gendéw. Na tej podstawie, w drugiej czesci prezentowanej pracy,
przeprowadzitam badania wplywu zwigzkéw 9-amino-1-nitroakrydyny oraz
triazoloakrydonu na aktywnos¢ katalityczng i poziom genéw izoenzyméw CYP3A4
oraz CYP2C9. Wybodr izoenzymédw wynikat z faktu, ze biatka te maja najwyzszy udziat
w metabolizmie lekéw, w tym przeciwnowotworowych, a wiec potencjalna modulacja
aktywnosci i poziomu ekspresji gendw tych biatek bedzie miata duzy udziat w interakcjach
lek-lek.

Jak wynika z dotychczas przeprowadzonych przeze mnie badan, wystepujgce réznice
strukturalne pomiedzy pochodnymi 9-amino-1-nitroakrydyny, C-1748 i C-857 oraz
triazoloakrydonu, C-1305, majg odzwierciedlenie w réznych szlakach ich przemian
metabolicznych w komorkach nowotworowych. Ta obserwacja pozwala przypuszczac, ze
zwigzki te w rozny sposob mogg modulowac¢ aktywnos¢ czy nawet poziom ekspresji
enzymoéw zaangazowanych w ich metabolizm. Celem przeprowadzonych prac byto

zweryfikowanie tej hipotezy.

IV.2.1. Opracowanie warunkéw eksperymentalnych.

Zarowno dla okreSlenia wptywu zwigzkéw na poziom aktywnosci katalitycznej
badanych izoenzymow, jak rowniez na ekspresje ich genow, zastosowatam dwa warianty

inkubacji komorek ze zwigzkami:
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* inkubacja komérek z pochodnymi akrydny w réznym stezeniu, przez 24 godziny
(zaleznosc¢ od stezenia),

= inkubacja komérek przez rézne czasy ze zwigzkiem w jednym stezeniu (zaleznos¢ od

czasu)

W celu okreslenia czy wptyw badanych zwigzkéw na ekspresje genéw miat charakter
funkcjonalny wynikajgcy z aktywnego mechanizmu dziatania leku, a nie byt spowodowany
efektem toksycznym, dalsze eksperymenty prowadzitam przy stezeniach zwigzku mniejszych
badz rownych EC; (po 24 godzinach inkubacji). W celu wyznaczenia wartosci ECs;
przeprowadzitam oznaczenie aktywnosci cytotoksycznej zaleznej od stezenia. Ponizej na
rys. 77 przedstawitam warto$ci zahamowania wzrostu komérek wzrostu komérek HepG2, po
24 godzinach inkubacji komérek ze zwigzkami o stezeniach réwnych bgdz nizszych od EC3q

oraz zestawienie warunkéw wybranych do dalszych badan (tabela 7).

x - | WARIANT
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5 . fuk % o - C-1748 / C-857 C-1305

g ES e == Stezenie [uM] 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1;1;5; 10
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‘g Czas [h] 24

N Il WARIANT

; Czas [h] 3; 6;12; 24; 48 3;6;12; 24; 48
Stezenie [uM] 0,001 10

SEESEO Tabela 7. Zestawienie warunkéw
eksperymentalnych badan wptywu pochodnych
akrydyny na poziom ekspresji genéw CYP3A4
Rys. 77. Zahamowanie wzrostu komorek i CYP2C9 oraz poziom biatka.

ludzkiego nowotworu watroby, HepG2, przy

wybranych do dalszych badan stezeniach

zwigzkow, C-1748, C-857 i C-1305.

g g
C-1748 C-857 C-1305

IV.2.2. Badanie wptywu zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305 na aktywnos$¢ katalityczng
izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9 w komdrkach HepG2.

Modulacja aktywnosci katalitycznej, w wiekszosci przypadkow prowadzi do
modyfikacji farmakokinetyki stosowanych lekéw w terapii fgczonej, jak réwniez ma wptyw na
metabolizm wielu endogennych substratow tych enzyméw [Chibueze i wsp., 2011; Dvorak,
2011]. W mysl tego, w kolejnym etapie sprawdzitam, jak zmienia sie aktywnosc¢ izoenzymow
CYP3A4 i CYP2C9 zaangazowanych w metabolizm wigkszosci stosowanych Kklinicznie
lekéw, w wyniku dziatania pochodnych C-1748, C-857 i C-1305. W celu pomiaru aktywnosci
cytochromow P450 zastosowatam metode luminescencyjng. Polegata ona na dodaniu do

komorek, kontrolnych oraz traktowanych zwigzkami, specyficznego substratu dla CYP3A4
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i CYP2C9 zwigzanego z prolucyferyng'. Reakcja enzymatyczna prowadzita do jej konwersiji
do lucyferyny, a pomiar luminescencji byt proporcjonalny do aktywnosci enzymatycznej
cytochromow P450.

Dodatkowo, zbadatam i porownatam przemiane typowego substratu izoenzymu
CYP3A4, testosteronu, z zastosowaniem techniki HPLC, w dwdch wariantach: przy braku
i w obecnosci pochodnych akrydyny w komoérkach HepG2'. Testosteron to endogenny
steroid, produkowany przez komorki srodmigzszowe Leydiga w jgdrach, kore nadnerczy,
jajniki i tozysko. Przemiane testosteronu do 6B-hydroksytestosteronu w organizmie cztowieka
katalizuje izoenzym CYP3A4 [Krauser i Guengerich, 2005]. W oparciu o dane literaturowe
[Sane i wsp., 2008; Yasuda i wsp., 2008] oraz wstepne doswiadczenia przyjetam optymalne
stezenie testosteronu jako 50 uM. Testosteron byt dodany do komoérek na 24 godziny po ich
wczesniejszej inkubacji ze zwigzkami w roéznym stezeniu. Medium po ekstrakcji
acetonitrylem zostalo poddane analizie chromatograficznej (RP-HPLC). Nastepnie
porownujgc ilos¢ gtownego metabolitu testosteronu, uzyskang w komérkach bez i z udziatem

pochodnych akrydyny, okreslitam procentowg aktywnosé enzymu korzystajgc ze wzoru:

Y = (100*a)/b [%] (Wz6r 2)

gdzie:
a — pole powierzchni pod pikiem metabolitu po odpowiednim czasie trwania inkubaciji
z badanym zwigzkiem w roznym stezeniu [uV*s]
b — pole powierzchni pod pikiem metabolitu po odpowiednim czasie trwania inkubacji bez
udziatu badanego zwigzku [uV*s]

Wszystkie analizy chromatograficzne przeprowadzitam co najmniej dwukrotnie, zatem
prezentowane wyniki sg wartoscig Srednig z wykonanych niezaleznie doswiadczen wraz

z odchyleniami standardowymi.

IV.2.2.1. Wyniki badan wptywu pochodnej C-1748 i C-857 na aktywnos¢ katalityczng
izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9.
Na podstawie wykreséw wzglednego poziomu aktywnosci (rys. 78) mozna stwierdzic,

ze pochodne C-1748 i C-857 indukowaty aktywno$¢ obu izoenzymdéw. Zauwazyé mozna

wyzszy poziom izoenzymu CYP2C9 po traktowaniu komorek zwigzkami. Rdznice te nie sg

13 Specyficzne substraty izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9 to zwigzki chemiczne zsyntetyzowane przez
producenta (Promega), ktérych struktury chemiczne umiescitam w Czesci Doswiadczalne;.

"z uwagi na trudno$¢ w identyfikacji metabolitow warfaryny w komérkach HepG2, ktéra jest
standardowym substratem izoenzymu CYP2C9, dodatkowe badanie aktywnosci enzymoéw
z wykorzystaniem metody HPLC przeprowadzitam tylko dla izoenzymu CYP3A4.
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Omowienie wynikow

jednak na tyle istotne, Zzeby stwierdzi¢ specyficzng indukcje CYP2C9. Analizujgc
przedstawione ponizej wykresy stwierdzitam, Zze ekspozycja komérek na zwigzek C-857
W najnizszym stezeniu skutkuje prawie trzykrotnym wzrostem aktywnosci enzymatycznej obu
biatek, gdzie C-1748 w tym samym stezeniu indukuje dwukrotny wzrost poziomu aktywnosci
tych izoenzymow. Po zastosowaniu wyzszego stezenia C-857 nastepuje spadek aktywnosci

do poziomu nizszego niz w komdrkach nie traktowanych zwigzkiem.
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Rys. 78. Analiza wzgledna poziomu aktywnos$ci katalitycznej (% kontroli) izoenzymow CYP3A4
i CYP2C9 w komérkach HepG2, traktowanych pochodnymi A: C-1748 i B: C-857, przez 24 godziny,
wyznaczona metodg luminescencyjng. Podane wartosci sg $rednig z dwéch niezaleznych
doswiadczen. Dla okreslenia poziomu istotno$ci wzgledem préby kontrolnej przeprowadzitam test
ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 — wartosci istotne statystycznie.

Dodatkowym testem potwierdzajgcym modulacje aktywnosci izoenzymu CYP3A4
przez badane pochodne byta analiza HPLC przemian testosteronu. Wykazata ona wyrazny
wzrost piku 6p-hydroksytestosteronu w komadrkach inkubowanych z C-1748 i C-857 przez 24
godziny w stezeniach rownych 0,0001 pM i 0,001 uM (rys. 79A). Co ciekawe, szczegodlnie
C-857 okazat sie skuteczny w indukcji aktywnosci CYP3A4. Zastosowanie wyzszych stezen
obu pochodnych doprowadzito do spadku aktywnosci enzymatycznej CYP3A4 wraz ze
wzrastajgcym stezeniem, do poziomu bliskiego w prébie kontrolnej (bez zwigzku). Podobny
profil zmian zaobserwowatam w badaniu aktywnosci metodg luminescencyjng. Maksymalny
przyrost stezenia 6B-hydroskytestosteronu zauwazyé mozna po dodaniu do komoérek
0,01 uM C-1748 oraz 0,001 uM C-857.
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Rys. 79. A: Chromatograficzny obraz przemiany testosteronu do 6[-hydroksytestosteronu
katalizowanej przez izoenzym CYP3A4, bez i w obecnosci, przez 24 godziny, pochodnych C-1748
i C-857, w komédrkach HepG2, [chromatograf HPLC Waters Breeze]; B: Poréwnanie % aktywnosci
enzymatycznej izoenzymu CYP3A4 w komorkach HepG2 traktowanych zwigzkami C-1748 i C-857.
Podane wartosci sg $rednig z dwdch niezaleznych doswiadczen. Dla okreslenia poziomu istotnosci
wzgledem préby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie *p<0,05 — wartosci
istotne statystycznie.

IV.2.2.2. Wyniki badan wptywu pochodnej C-1305 na aktywnosé katalityczng CYP3A4
i CYP2C9.

Badania zmian poziomu aktywnos$ci izoenzyméw CYP3A4 i CYP2C9 w wyniku
dziatania pochodnej C-1305, przeprowadzitam w analogiczny sposob, jak w przypadku
zwigzkow C-1748 i C-857. Pomiar luminescencji w komdrkach HepG2 przeprowadzitam po
24 godzinach inkubacji z C-1305 w stezeniach: 0,1, 1, 5, 10 uM. Stanowit on
odzwierciedlenie poziomu aktywnosci enzymatycznej obu biatek. Stwierdzitam, ze obecnos¢
w komoérkach pochodnej akrydyny powodowata wyrazny, bo az dziewieciokrotny, wzrost
aktywnosci CYP2C9 i CYP3A4 (rys. 80).
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Rys. 80. Analiza wzgledna poziomu aktywnosci katalitycznej (% kontroli) izoenzymoéw CYP3A4
i CYP2C9 w komodrkach HepG2, traktowanych pochodng C-1305, przez 24 godziny, wyznaczona
metodg luminescencyjng. Podane wartosci sg srednig z dwodch niezaleznych doswiadczen. Dla
okreslenia poziomu istotno$ci wzgledem proby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test),
gdzie p<0,05 — wartosci istotne statystycznie.
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Znajgc obraz przemian metabolicznych testosteronu z izoenzymem CYP3A4,
w obecnosci dwéch pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny, zbadatam takze wptyw pochodnej
triazoloakrydonu, C-1305, na wydajnosc¢ reakcji katalizowanej przez ten enzym. Zamierzajac
sprawdzi¢ wptyw C-1305 na przebieg reakcji 63-hydroksylacji testosteronu przeprowadzitam
analize chromatograficzng sktadu pozywki hodowlanej, do ktérej przed testosteronem,
dodatam rozne stezenia C-1305. Poréwnanie ilosci gtbwnego metabolitu uzyskanego bez
i z udziatem C-1305, pozwolito mi dostrzec wyraznie wyzszy stopieh przemiany substratu
oraz zdecydowanie wyzsze stezenie 63-hydroskytestosteronu (rys. 81A). llos¢ powstajacego

metabolitu rosta réwnomiernie ze wzrostem stezenia C-1305.
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Rys. 81. A: Chromatograficzny obraz przemiany testosteronu do 6p-hydroksytestosteronu
katalizowanej przez izoenzym CYP3A4, bez i w obecnosci, przez 24 godziny, pochodnej C-1305,
w komodrkach HepG2, [chromatograf HPLC Waters Breeze]; B: % aktywno$¢ enzymatyczna
izoenzymu CYP3A4 w komodrkach HepG2 traktowanych zwigzkiem C-1305. Podane wartosci sg
Srednig z dwoéch niezaleznych doswiadczen. Dla okreslenia poziomu istotnosci wzgledem proby
kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie *p<0,05 — wartosci istotne statystycznie.

Analizujgc reaktywno$¢ testosteronu wobec CYP3A4 w zaleznosci od stezenia
C-1305 mogtam stwierdzi¢, ze przy stezeniach 5 uM i 10 uM aktywnos¢ enzymu podniosta
sie ok. dziewieC razy, w stosunku do wartosci obserwowanej przy braku C-1305. Wobec
powyzszych wynikéw ustalitam, ze C-1305 posiada wysoce istotng zdolno$¢ indukciji
aktywnosci katalitycznej izoenzymu CYP3A4.

IV.2.3. Badanie wptywu zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305 na poziom ekspresji genéw
izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9 w komadrkach HepG2.

Do okreslenia wptywu pochodnych na poziom ekspresji genéw CYP3A4 i CYP2C9
postuzytam sie technikg Real-time PCR, ktéra opiera sie na analizie przyrostu ilosci produktu

reakcji PCR w czasie rzeczywistym poprzez zmiany fluorescencji w kazdym cyklu.

Substancjg fluorescencyjng byt wigzacy sie do dsDNA, barwnik interkalujgcy Sybr®Green.
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Poziom analizowanych transkryptow standaryzowatam wzgledem genu referencyjnego —
GAPDH (dehydrogenazy glicerolaldehydofosforanowa), nalezgcego do housekeeping gene,
ktorego poziom ekspresji jest staty w warunkach eksperymentu. Dzieki temu, ze wydajnos¢
amplifikacji badanych genow i genu referencyjnego byta w przyblizeniu taka sama w zakresie
badanych ilosci DNA, poziom ekspresji genow wyznaczytam stosujgc analize wzgledng
z uzyciem poréwnywalnej metody 22 [Livak i Schmittgen, 2001].

W okre$leniu poziomu enzymoéw w komodrkach HepG2 przed i po traktowaniu
pochodnymi akrydyny postuzytam sie metodg detekcji biatek, Western blotting, z uzyciem
specyficznych przeciwciat dla CYP3A4 i CYP2CO9.

IV.2.3.1. Wyniki badan wptywu pochodnej C-1748 i C-857 na poziom oraz ekspresje
CYP3A4 i CYP2(9.
Ponizej, na rys. 82, zaprezentowatam wyniki analizy Real-time PCR poziomu

ekspresji MRNA CYP3A4 i CYP2C9, wyizolowanego z komérek HepG2 traktowanych przez
24 godziny zwigzkami C-1748 i C-857 w stezeniach: 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1 pM.
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Rys. 82. Analiza wzgledna poziomu ekspresji genéw CYP3A4 i CYP2C9, znormalizowana wzgledem
genu referencyjnego GAPDH, w komérkach HepG2 traktowanych pochodng A: C-1748 i B: C-857
przez 24 godziny inkubacji. Komorki traktowane rifampicyng stanowig kontrole dodatnig. Podane
wartosci sg srednig z dwdch niezaleznych doswiadczen. Dla okreslenia poziomu istotnosci wzgledem
préby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie *p<0,05 — wartosci istotne
statystycznie.

Zaleznos¢ poziomu ekspresji CYP3A4 i CYP2C9 od stezenia obu pochodnych,
C-1748 i C-857, wykazata widoczng indukcje ekspresji obu gendéw przy stezeniu 0,001 pM.
Zastosowanie najwyzszego stezenia, 0,1 uM, w przypadku obu zwigzkéw spowodowato dosé
gwattowne obnizenie poziomu ekspresji CYP3A4 i CYP2C9. Stezenie te byto wyzsze od
wyznaczonego EC,,, dlatego mozna przypuszczac, ze przewazyt tu efekt toksyczny.
Dodatkowe doswiadczenie (wyniki nieprzedstawione) z zastosowaniem wysokich stezeh

pochodnych 1-nitro (wielokrotno$¢ ECsy) wykazato dalszy, szybki i gwattowny, spadek
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poziomu ekspresji obu genow. Warto zwr6ci¢ uwage na fakt, ze przy stezeniu 0,01 M
zwigzku bardziej reaktywnego, C-857, poziom ekspresji wyraznie obnizyt sie. Pochodna
C-1748 przy takim samym stezeniu nadal indukowata zmiany w ekspresji genéw obu
izoenzymow.

W celu poszerzenia wynikow badan dotyczgcych zmian poziomu ekspresji genéw
CYP3A4 i CYP2C9 pod wplywem dziatania zwigzkéw C-1748 i C-857, zbadatam kinetyke
tych zmian, w zaleznosci od czasu inkubacji komoérek HepG2 ze zwigzkami o stezeniu:
0,01 pyM C-1748 oraz 0,001 uyM C-857 (ll wariant, patrz tabela 7). Otrzymane wyniki,
przedstawione na rys. 83, wskazaty, ze poziom mRNA CYP3A4 i CYP2C9 ro$nie liniowo dla
obu zwigzkow do 24 godzin. Wydtuzenie czasu inkubacji do 48 godzin spowodowato spadek
poziomu ekspresji. Zauwazy¢ mozna, ze kinetyka zachodzgcych zmian jest szybsza od
kinetyki rifampicyny, zastosowanej jako kontrola dodatnia. Rifampicyna jest standardowym
induktorem ekspresji genéw CYP3A4 i CYP2C9, czesto stosowanym w badaniach

farmakokinetycznych in vitro [Gerbal-Chaoin i wsp., 2002; Svecova i wsp., 2008].
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Rys. 83. Analiza wzgledna poziomu ekspresji genéw CYP3A4 i CYP2C9, znormalizowana wzgledem
genu referencyjnego GAPDH, w komoérkach traktowanych pochodnymi A: 0,001 pM C-1748
i B: 0,001 yM C-857, przez rézne czasy inkubacji. Komorki traktowane rifampicyng stanowig kontrole
dodatnig. Podane wartosci sg $rednig z dwdch niezaleznych doswiadczen. Dla okre$lenia poziomu
istotnosci wzgledem proby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 —
wartosci istotne statystycznie.

W kolejnym etapie zbadatam wptyw pochodnych C-1748 i C-857 na poziom biatek
CYP3A4 i CYP2C9. W tym celu zastosowatam metode Western blotting. Przeprowadzone
doswiadczenia zaleznosci od stezenia i czasu przeprowadzitam opierajgc sie na wczesniej
ustalonych warunkach (tabela 7). Ponizej przedstawitam otrzymane wyniki analizy Western

blotting tgcznie z analizg densytometryczng przeprowadzong w programie ImagedJ.
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Rys. 84. Poziom izoenzymoéw CYP3A4 i CYP2C9 w komoérkach HepG2, kontrolnych i traktowanych
pochodng A: C-1748 i B: C-857 w roznych stezeniach. Wyniki analizy densytometrycznej sg $rednig
z dwoch niezaleznych doswiadczen. Analiza Western blotting przedstawiona ponizej wykresu stanowi
jeden obraz z dwodch przeprowadzonych doswiadczen. Jako kontrole rownomiernego napetnienia
studzienek zastosowano [B-aktyne. Dla okreslenia poziomu istotnosci wzgledem proby kontrolnej
przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 — wartosci istotne statystycznie.

Jak wskazuje rys. 84, poziom izoenzymoéw CYP3A4 i CYP2C9, w poréwnaniu
z komdrkami kontrolnymi, znaczgco wzrést po ekspozycji komoérek na pochodng C-1748
i C-857 w stezeniu réwnym 0,001 pM. Zastosowanie najnizszego stezenia obu zwigzkow
skutkowato mato znaczgcym wzrostem poziomu obu biatek, za$ najwyzsze stezenie
powodowato jego wyrazne obnizenie. Stwierdzitam, ze charakter modulowanych zmian jest
niemal identyczny ze zmianami jakie byly indukowane w poziomie ekspresji genéw obu
izoenzymow (rys. 82).

Analize kinetyki indukcji poziomu obu izoenzymow metodg Western blotting
przedstawitam na rys. 85. Uzyskane rezultaty wskazujg, ze wzrost poziomu izoenzymow
pod wplywem dziatania obu pochodnych byt liniowy. Najwyzsze stezenie biatek
zaobserwowatam po 24 godzinach inkubacji komérek HepG2 ze zwigzkami. Wydtuzenie
czasu inkubacji do 48 godzin, spowodowato wyrazny zahamowanie indukcji i spadek

poziomu biatek.

104



Omowienie wynikow
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Rys. 85. Poziom izoenzymoéw CYP3A4 i CYP2C9 w komoérkach HepG2, kontrolnych i traktowanych
pochodng A: 0,001 uM C-1748 oraz B: 0,001 uM C-857 przez 5 wybranych czaséw inkubacji . Wyniki
analizy densytometrycznej sg srednig z dwoéch niezaleznych doswiadczen. Analiza Western blotting
przedstawiona ponizej wykresu stanowi jeden obraz z dwdch przeprowadzonych doswiadczen. Jako
kontrole rownomiernego napetnienia studzienek zastosowano B-aktyne. Dla okreslenia poziomu
istotnosci wzgledem préby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 —
wartosci istotne statystycznie.

Uzyskane wyniki w potgczeniu z analizg poziomu ekspresji gendw CYP3A4
i CYP2C9, dajg obraz zmian jakie indukujg pochodne akrydyny. Zastosowane obie metody
potwierdzity indukcje ekspresji genéw i poziomu obu izoenzyméw przez zwigzki C-1748
i C-857, przy stosunkowo niskich stezeniach (< ECy) w poréwnaniu do innych znanych
induktorow tych biatek, co wskazuje szereg danych literaturowych [Harmsen i wsp., 2009;
Ratajewski i wsp., 2011]. Co wazne, krétki czas inkubacji ze zwigzkami (szybka kinetyka)
wymagany do zaobserwowania istotnych zmian w modulacji poziomu genéw i biatek oraz
stopniowy zanik tej indukcji po wydtuzajgcym sie czasie inkubacji, sugerujg, ze na indukcje
poziomu i ekspresji CYP3A4 i CYP2C9 majg wptyw same zwigzki C-1748 i C-857, a nie ich

metabolity'°.

'® Majac na uwadze trudnosci w $cistym wyjasnieniu tego, czy to zwigzki czy ich metabolity biorg
udziat w modulacji poziomu CYP3A4 i CYP2C9 i ekspresji ich genéw kontynuowatam inkubacje
komoérek HepG2 z C-1748 i C-857 az do 144h inkubacji. Uzyskane wyniki analizy Real-time PCR
i Western blotting wykazaty stopniowy, lecz systematyczny spadek poziomu obu biatek ponizej
poziomu w prébie kontrolnej. W interpretacji tego rezultatu nalezy mie¢ na uwadze wszystkie zmiany
zachodzgce w komorce po tak diugiej ekspozycji komorek na dziatanie zwigzku, w tym toksyczne
dziatanie aktywnych metabolitéw i uruchomienie proceséw destrukcyjnych. W dalszym etapie
kontynuowatam prébe wyjasnienia tego problemu badawczego (patrz podrozdz. 1V.2.1.4.)
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IV.2.3.2. Wyniki badan wptywu pochodnej C-1305 na poziom ekspresji CYP3A4
i CYP2(9.

Badanie wptywu pochodnej C-1305 na poziom ekspresji CYP3A4 i CYP2C9
przeprowadzitam, podobnie jak dla C-1748 i C-857, w komérkach HepG2 w zaleznoéci od
stezenia C-1305 oraz czasu inkubacji. Uzyskane wyniki analizy Real-time PCR

przedstawitam na rys. 86.
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Rys. 86. Analiza wzgledna poziomu ekspresji genéw CYP3A4 i CYP2C9, znormalizowana wzgledem
genu referencyjnego GAPDH, w komérkach HepG2 traktowanych pochodng C-1305 w zaleznosci od
A: stezenia i B: czasu inkubacji. Komorki traktowane rifampicyng stanowig kontrole dodatnig. Podane
wartosci sg srednig z dwoéch niezaleznych doswiadczenh. Dla okreslenia poziomu istotnosci wzgledem
préby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 — wartosci istotne
statystycznie.

Jak wynika z analizy powyzszych wykreséw, poziom ekspresji CYP3A4 i CYP2C9
wzrost po 24 godzinach ekspozycji komérek na zwigzek C-1305 o stezeniu 10 uM ok.
dziewie¢ razy. Porownujgc uzyskany wynik z wynikiem indukcji w wyniku dziatania
rifampicyny, standardowego induktora ekspresji CYP3A4 i CYP2C9, moge jednoznacznie
stwierdzi¢, ze C-1305 jest silnym induktorem ekspresji genéw izoenzyméw CYP3A4
i CYP2C9, prawie 3-krotnie silniejszym od rifampicyny, stosowanej w tym samym stezeniu co
C-1305 [Li i Chiang, 2006; Vrzal i wsp., 2010; Raynal i wsp., 2010].

Dalsza ocena dziatania pochodnej C-1305 wykazata, ze kinetyka indukcji ekspresji
byta liniowa, podobna do kinetyki dziatania rifampicyny. Interesujgca jest obserwacja
wskazujgca, ze zwigzek C-1305, w odrdznieniu od pochodnych C-1748 i C-857, po 48
godzinach nadal przyczynia sie do wzrostu ekspresji obu genow. Dla przypomnienia nalezy
doda¢, ze w komérkach traktowanych C-1748 i C-857 przez identyczny okres czasu, poziom
ekspresji obnizyt sie i byt poréwnywalny do kontrolnego (rys. 79).

Réwnolegle do przeprowadzonych analiz na poziomie transkrypcji, ocenitam poziom
biatek CYP3A4 i CYP2C9 w komodrkach HepG2 po ekspozyciji na dziatanie C-1305 metodag
Western blotting (rys. 87).

106



Omowienie wynikow

A. B.
7 A 8 - .
ECYP3A4 ECYP3A4 *
* *
61 BCYP2C9 . "1 =mcypace *

g .. o 6

> >

X X s

© 4 % ‘.“ *

Q

=, « Z .

o a3

> >

0 2 o Py

B
oN L N [
0 T T T T 0 JJ—‘ —
K 0,1 uM 1 pM 5 M 10 M K 3h 6h 12h 24h 48h

CYP3A4 CYP3A4
CYP2C9 CYP2C9
Praltyna P o e s e IR 5

Rys. 87. Poziom izoenzymoéw CYP3A4 i CYP2C9 w komoérkach HepG2, kontrolnych i traktowanych
pochodng C-1305 A: w réznych stezeniach (24h) oraz B: przez 5 wybranych czaséw inkubacji
(10 gM). Wyniki analizy densytometrycznej sg $rednig z dwéch niezaleznych doswiadczen. Analiza
Western blotting przedstawiona ponizej wykresu stanowi jeden obraz z dwdch przeprowadzonych
doswiadczen. Jako kontrole réwnomiernego napetnienia studzienek zastosowano B-aktyne. Dla
okreslenia poziomu istotnosci wzgledem préby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test),
gdzie p<0,05 — wartosci istotne statystycznie.

Poziom biatek CYP3A4 i CYP2C9, w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi, znaczgco
wzrést po zastosowaniu najwyzszego stezenia C-1305 i byt wprost proporcjonalny do
wydtuzajgcego sie czasu inkubacji. Po 24 i 48 godzinach ekspozycji na zwigzek, poziom
CYP3A4 i CYP2C9 byt ok. 7-8 razy wyzszy od kontrolnego. Uzyskane wyniki potwierdzity
poprzednie, otrzymane podczas analizy poziomu transkrypcji. Kinetyka modulowanych
zmian réwniez pozwala przypuszczac, jak w przypadku pochodnych C-1748 i C-857, ze na

indukcje CYP3A4 i CYP2C9 wptywa sam zwigzek, a nie jego metabolit.

IV.2.3.3. Wyniki modulacji poziomu ekspresji CYP3A4 i CYP2C9 w komodrkach HepG2

w warunkach hypoksji.

Badanie  przemian metabolicznych  pochodnych  9-amino-1-nitroakrydyny
i triazoloakrydonu w warunkach ograniczonego dostepu tlenu, wskazato na przyspieszong
kinetyke oraz wzrost stopnia przemiany zwigzkow C-1748 i C-857 w warunkach hypoksiji,
w opozycji do pochodnej C-1305, ktérej metabolizm byt podobny w warunkach normalnych
i w warunkach hypoksiji (patrz podrozdz. IV.1.7). Majgc na uwadze powyzsze wyniki, w celu
uzyskania petniejszego wyjasnienia czy to pochodne C-1748 i C-857 czy tez ich metabolity
biorg udziat w indukcji poziomu ekspresji CYP3A4 i CYP2C9, przeprowadzitam ocene
poziomu transkrypcji gendéw obu izoenzymow w warunkach ograniczonego dostepu tlenu.
Otrzymane wyniki wptywu zwigzkéw w zaleznosci od stezenia przedstawitam ponizej, na
rys. 88.
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Rys. 88. Analiza wzgledna poziomu ekspresji gendw CYP3A4 i CYP2C9, znormalizowana wzgledem
genu referencyjnego GAPDH, w komérkach HepG2 traktowanych pochodng A: C-1748 i B: C-857
w réznych stezeniach przez 24h. Podane wartosci sg srednig z dwoch niezaleznych doswiadczen. Dla
okreslenia poziomu istotnosci wzgledem proby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test),
gdzie p<0,05 — wartosci istotne statystycznie.

Potagczona ocena zmian w poziomie ekspresji w warunkach normalnych

i ograniczonego dostepu tlenu wykazata, ze intensywniejszy metabolizm zwigzkdéw
w warunkach redukcyjnych przyczynia sie do braku istotnych réznic w poziomie ekspresji
obu biatek, CYP3A4 i CYP2C9. Co wiecej, poziom ten obnizat sie po ekspozycji komodrek na
zwigzek C-1748 w stezeniu 0,01 pM, a C-857 nawet w stezeniu 0,001 uM. Powyzsze
obserwacje mozna podsumowac tym, ze zwigzki C-857 i C-1748 w warunkach hypoksji nie
indukujg ekspresji genéw CYP3A4 i CYP2C9. Przeprowadzona dodatkowo analiza Western
blotting rowniez wskazata na brak wzrostu poziomu enzymatycznych biatek w warunkach

hypoksiji po ekspozycji komorek na zwigzki C-1748 i C-857 (rys. 89).
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Rys. 89. Poziom izoenzyméw CYP3A4 i CYP2C9 w komoérkach HepG2, kontrolnych i traktowanych
pochodng A: C-1748 oraz B: C-857, w warunkach hipoksji. Wyniki analizy densytometrycznej sg
Srednig z dwdch niezaleznych doswiadczen. Analiza Western blotting przedstawiona ponizej wykresu
stanowi jeden obraz z dwdch przeprowadzonych doswiadczen. Jako kontrole réwnomiernego
napetnienia studzienek zastosowano f3-aktyne. Dla okreslenia poziomu istotnosci wzgledem préby
kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 — wartosci istotne statystycznie.
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Zastosowanie jednego stezenia zwigzkow przez rézne czasy inkubacji wykazato
w analizie Real-time PCR postepujgcy, do 48 godzin, spadek poziomu ekspresji genéw
CYP3A4 i CYP2C9 (rys. 90). Podsumowujgc, warunki hypoksji ograniczajg zdolnos¢
pochodnych C-1748 i C-857 do indukcji ekspresji badanych gendw.
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Rys. 90. Analiza wzgledna poziomu ekspresji genéw CYP3A4 i CYP2C9, znormalizowana wzgledem
genu referencyjnego GAPDH, w komoérkach traktowanych pochodnymi A: 0,001 uM C-1748
i B: 0,001 uM C-857, przez rézne czasy inkubacji, w warunkach hypoksji. Komorki traktowane
rifampicyng stanowig kontrole dodatnig. Podane warto$ci sg $rednig z dwodch niezaleznych
doswiadczen. Dla okreslenia poziomu istotno$ci wzgledem préby kontrolnej przeprowadzitam test
ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 — warto$ci istotne statystycznie.

Wobec powyzszych wynikow, zasadne bylo sprawdzenie czy warunki hypoksji
wplywajg réwniez na indukcje mRNA CYP3A4 i CYP2C9 w wyniku dziatania pochodnej
C-1305. Dla przypomnienia nalezy doda¢, ze warunki redukcyjne nie zmieniaty

intensywnosci przemian metabolicznych C-1305 (patrz podrozdz. 1V.1.7.2.).
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Rys. 91. Analiza wzgledna poziomu ekspresji gendw CYP3A4 i CYP2C9, znormalizowana wzgledem
genu referencyjnego GAPDH, w komodrkach HepG2 traktowanych pochodng C-1305 w zaleznosci od
A: stezenia i B: czasu inkubacji. Komorki traktowane rifampicyng stanowig kontrole dodatnig. Podane
wartosci sg srednig z dwoch niezaleznych doswiadczen. Dla okreslenia poziomu istotnosci wzgledem
préby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), zas dla okreslenia poziomu istotnosci
pomiedzy prébami niezaleznymi zastosowatam test Studenta, gdzie *p<0,05 — wartosci istotne
statystycznie.
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Jak przedstawia rys. 91, indukowany przez pochodng C-1305 poziom ekspresji
gendw CYP3A4 i CYP2C9 jest réwniez widoczny podczas prowadzenia hodowli
w warunkach hypoks;ji. Nieznaczny spadek ekspresji w wyniku traktowania komoérek C-1305

w najwyzszym stezeniu w hypoksji, wedtug testu Studenta, jest nieistotny.

IV.2.4. Receptor jadrowy PXR - jego rola w indukcji ekspresji CYP3A4 i CYP2C9
z udziatem zwigzkoéw C-1748, C-857 i C-1305.

Majac na uwadze wykazane w poprzednich podrozdziatach zdolnosci pochodnych
akrydyny do indukcji aktywnosci enzymatycznej CYP3A4 i CYP2C9, a w konsekwencji do
indukcji poziomu ekspresji genow tych izoenzyméw, podjetam probe wyjasnienia, czy
zachodzgce modulacje wynikaja z interakcji badanych zwigzkéw z receptorem PXR.
Receptor ten reguluje bowiem ekspresje wielu genow w tym: CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19
[Ma, 2008; Mackenzie i wsp., 2010], UGT1A1, GST, SULT [Fang i wsp., 2007; Naspinski
i wsp., 2008] oraz MDR1, OATP2 [Frank i wsp., 2005; Cerveny i wsp., 2007].

IV.2.4.1. Okreslenie udziatu receptora PXR w indukcji ekspresji CYP3A4 z zastosowaniem

linii nhrtox-hepg2.

W tej czesci pracy postuzytam sie linig reporterowg nhrtox-hepg2. Zostata ona
stabilnie transfekowana plazmidem reporterowym (ER6)9-SV40-Luc. Plazmid ten zostat
zsyntetyzowany poprzez wklonowanie do wektora pGL4.14 (Promega) 9 kopii chemicznie
zsyntetyzowanego fragmentu CYP3A4 ER6 PXRE pod kontrolg promotora SV40.
Charakterystyczna sekwencja ER6 PXRE jest miejscem wigzania domeny DBD wigzgcej
DNA receptora PXR. Genem markerowym, znajdujgcym sie pod kontrolg indukowalnego
promotora CYP3A4, byt gen eukariotycznej lucyferazy. Dodatkowo plazmid zawierat gen
opornoéci na hygromycyne-B, co umozliwiato wtasciwg selekcje stransfekowanych komaorek
HepG2 [Ratajewski i wsp., 2011]. Linie reporterowg nhrtox-hepg2 zastosowatam dzieki
uprzejmosci prof. Jarostawa Dastych z Instytutu Biologii Medycznej PAN w todzi i badania
Z jej zastosowaniem przeprowadzitam w tamtejszym laboratorium.

Analize zmian aktywno$ci lucyferazy, przeprowadzitam inkubujgc komorki nhrtox-
hepg2 przez 24 godziny ze zwigzkami w nastepujgcych zakresach stezen: 0,001 — 0,1 uyM
C-1748 i C-857 oraz 0,01 — 10 yM C-1305. Dla potwierdzenia braku efektu toksycznego
zwigzkow w wymienionych wyzej zakresach stezen, przeprowadzitam analize zahamowania
wzrostu komorek nhrtox-hepg2 metodg MTT. Potwierdzita ona fakt, ze jakiekolwiek
zachodzace modulacje aktywno$ci lucyferazy bedg miaty wytgcznie charakter funkcjonalny.
Dodatkowo, po wyznaczeniu stezenia indukujgcego najbardziej istothe zmiany aktywnosci

lucyferazy, przeprowadzitam analize zaleznosci tych zmian od czasu inkubacji komérek ze
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zwigzkami. Kontrole pozytywng stanowita rifampicyna [Svecova i wsp., 2008] oraz
aflatoksyna B1 [Ratajewski i wsp., 2011].

Ponizej, na rys. 92, przedstawitam wzgledny poziom aktywnosci lucyferazy
w komérkach nhrtox-hepg2 traktowanych trzema badanymi w niniejszej pracy pochodnymi
akrydyny oraz rifampicyna i aflatoksyng B1, w stosunku do kontroli, komérek nie
traktowanych Zzadnym ze zwigzkéw. Otrzymane wyniki wskazujg na indukcje poziomu
ekspresji gendw CYP3A4 regulowanej przez receptor PXR, w wyniku dziatania wszystkich
trzech pochodnych akrydyny. Zwigzki C-1748 i C-857 powodowaty ok. dwukrotny wzrost
poziomu aktywnosci lucyferazy, podobnie jak rifampicyna, w stezeniu odpowiednio 0,01 uM
oraz 0,001 uM. Pochodna C-1305, w stezeniu 10 uM indukowata az dziewieciokrotny wzrost
poziomu aktywnosci lucyferazy, co daje wynik wyzszy nawet od wartosci indukcji

efektywnego induktora receptora PXR, jakim jest aflatoksyna B1.
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Rys. 92. Wzgledna aktywno$¢ lucyferazy (okreslajaca poziom ekspresji CYP3A4) w komérkach
nhrtox-hepG2 traktowanych przez 24 godziny zwigzkami C-857, C-1748 i C-1305 w rdéznych
stezeniach. Kontrole pozytywng stanowig Rif — rifampicyna (10 uM) oraz Afl B1 — aflatoksyna B1 (10
MM). Podane wartosci sg sSrednig z dwoch niezaleznych doswiadczen. Dla okre$lenia poziomu
istotnosci wzgledem proby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 —
wartosci istotne statystycznie.

Poniewaz stwierdzitam, ze charakter modulacji poziomu aktywnosci lucyferazy, a co
za tym idzie poziomu ekspresji CYP3A4 jest podobny do wczesniejszych wynikéw
z zastosowaniem techniki Real-time PCR oraz Western blotting, w kolejnym kroku
sprawdzitam zalezno$¢ zachodzgcych zmian od czasu inkubacji komoérek ze zwigzkami.
Otrzymane wyniki (rys. 93) wskazaty, ze indukcja aktywnosci lucyferazy rosnie liniowo
w przypadku zwigzku C-1305 oraz rifampicyny. Obie pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny
indukowaty aktywnos$¢ lucyferazy do 24 godzin ekspozycji, jednakze po 48 godzinach,
aktywnos¢ enzymu spadfa do poziomu w prébie kontrolnej. Podobny profil zmian otrzymatam
podczas badan modulacji poziomu ekspresji CYP3A4 i CYP2C9 w wyniku dziatania obu
pochodnych C-1748 i C-857 (patrz podrozdz. 1V.2.3.1).
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Rys. 93. Wzgledna aktywnos$¢ lucyferazy w komorkach nhrtox-hepg2 traktowanych pochodnymi,
C-857 (0,001 uM) C-1748 (0,001 uM) , C-1305 (10 uM) oraz rifampicyna (10uM), przez rézne czasy
inkubacji. Podane wartosci sg $rednig z dwoch niezaleznych doswiadczen. Dla okreslenia poziomu
istotnosci wzgledem proby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 —
wartosci istotne statystycznie.

IV.2.4.2. Wptyw pochodnych C-1748, C-857 i C-1305 na poziom ekspresji CYP3A4 i CYP2C9

po wyciszeniu genéw PXR przy pomocy siRNA.

Przedstawiona poprzednio analiza wptywu pochodnych akrydyny na poziom
aktywnosci lucyferazy, bedgcej markerem w badaniach z zastosowaniem linii nhrtox-hepg2,
Swiadczgcym o poziomie ekspresji genow CYP3A4 regulowanej przez receptor jgdrowy
PXR, wykazata, ze zachodzgca indukcja ekspresji CYP3A4 pod wptywem zwigzkow C-1748,
C-857 i C-1305 prawdopodobnie zachodzi na drodze interakcji z receptorem PXR. W celu
potwierdzenia uzyskanych wynikéw, zastosowatam technike wyciszenia genéw kodujgcych
receptor PXR w komodrkach HepG2. SiRNA (Applied Biosystems, USA) skierowany byt
przeciwko specyficznym nukleotydom sekwencji genéw NR1/2. Transfekcje przeprowadzitam
przy pomocy Lipofectamine™RNAIMAX (Invitrogen). Ocene hamowania ekspresji PXR po 24
godzinach inkubacji komoérek HepG2 z siRNA, przez oznaczenie poziomu mRNA,
wykonatam przy pomocy Real-time PCR. Analiza wzgledna poziomu ekspresji PXR w
komorkach transferowanych siRNA w poréwnaniu do komérek kontrolnych wykazata 80%
wyciszenie genow PXR.

Po przeprowadzonej interferencji RNA, komérki HepG2 traktowatam przez kolejne 24
godziny zwigzkami: C-1748 (0,001 yM), C-857 (0,001 uyM) oraz C-1305 (10 pM). Nastepnie
okreslitam poziom ekspresji CYP3A4 oraz CYP2C9. Otrzymane wyniki przedstawitam na
rys. 94.
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Rys. 94. Wplyw wyciszenia gendéw PXR na poziom ekspresji genow CYP3A4 i CYP2C9, w komodrkach
HepG2 traktowanych pochodnymi: C-1748 (0,001 uM), C-857 (0,001 uM), C-1305 (10 uM) oraz
rifampicyng (10 pM). Podane wartosci sg srednig z dwdch niezaleznych doswiadczen. Dla okre$lenia
poziomu istotnosci wzgledem préby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie
p<0,05 — wartosci istotne statystycznie.

Jak wynika z analizy powyzszego wykresu, wyciszenie gendw PXR prawie catkowicie
zablokowato indukcje ekspresji gendw CYP3A4 i CYP2C9 w przypadku wszystkich
pochodnych akrydyny.

IV.2.4.3. Badanie wptywu zwigzkow C-1748, C-857 i C-1305 na poziom ekspresji innych

gendw, regulowanej przez receptor PXR.

Jak wspomniatam wczesniej, receptor jgdrowy PXR reguluje ekspresje wielu genow,
w tym CYP3A4, CYP2C9, CYP2C19 [Ma, 2008; Mackenzie i wsp., 2010], UGT1A1, GST,
SULT [Fang i wsp., 2007; Naspinski i wsp., 2008] oraz MDR1, OATP2 [Frank i wsp., 2005;
Cerveny i wsp., 2007]. W celu usciSlenia udzialu PXR w indukcji ekspresji CYP3A4
i CYP2C9 w wyniku dziatania zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305, przeprowadzitam analize
poziomu ekspresji dodatkowo dwéch gendow UGT1AT oraz MDR1, regulowanych przez PXR.
Modelem do tego doswiadczenia byty, podobnie jako poprzednio, komorki ludzkiego
nowotworu watroby, HepG2. Warunki prowadzenia inkubacji komorek ze zwigzkami byty
analogiczne do wczesniejszych doswiadczen. Dodatkowo, okreslitam rowniez wptyw
badanych zwigzkdéw na poziom ekspresji gendw samego receptora PXR. Otrzymane wyniki

przedstawitam na rys. 95.
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C-857 C-1748 C-1305

Rys. 95. Analiza wzgledna poziomu ekspresji genédw UGT1A1 i MDR1, znormalizowana wzgledem
genu referencyjnego GAPDH, w komodrkach HepG2 traktowanych przez 24 godziny pochodnymi
C-857, C-1748 i C-1305. Podane wartosci sg $rednig z dwoch niezaleznych doswiadczen. Dla
okreslenia poziomu istotnosci wzgledem proby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test),
gdzie p<0,05 — wartosci istotne statystycznie.

Jak wynika z powyzszego wykresu, pochodne C-1748, C-857 i C-1305 indukowaty
ekspresje gendw UGTT1AT1 i MDR1. Wzrost poziomu ekspresji byt nieznacznie nizszy od
indukcji ekspresij CYP3A4 i CYPZ2C9. Najbardziej istotne zmiany byly widoczne po
ekspozycji komérek HepG2 na zwigzki w nastepujgcych stezeniach: 0,001 uM C-1748, 0,001
MM C-857 oraz 10 uyM C-1305. Co ciekawe, nie zaobserwowatam rdznic w poziomie
ekspresji PXR.

BUGT1A1 .
6 { aMDR1

5] ® PXR i{

C-857 C-1748 C-1305

UGT1A1, MDR1, PXR / B-aktyna

UGT1A1
MDR1

PXR

Rys. 96. Poziom biatek UGT1A1, MDR1 i PXR w komoérkach HepG2, kontrolnych i traktowanych
pochodnymi w stezeniach: 0,001 uyM C-857, 0,001 yM C-1748 i 10 yM C-1305. Wyniki analizy
densytometrycznej sg sSrednig z dwoch niezaleznych doswiadczen. Analiza Western blotting
przedstawiona ponizej wykresu stanowi jeden obraz z dwdch przeprowadzonych doswiadczenh. Jako
kontrole réwnomiernego napetnienia studzienek zastosowano [-aktyne. Dla okreslenia istotnosci
wzgledem préby kontrolnej przeprowadzono test ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 — warto$ci
istotne statystycznie.
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Dodatkowo, dla wybranych stezeh zwigzkoéw przeprowadzitam analize poziomu biatek
metodg Western blotting. Potwierdzita ona istotny wzrost poziomu izoenzymu UGT1A1,
w wyniku dziatania trzech badanych pochodnych akrydyny oraz brak roznic
w poziomie biatka PXR (rys. 96). Poziom biatka P-gp (MDR1) podwyzszyt sie istotnie tylko

wobec dziatania pochodnej C-1305.

1V.2.4.3.1. Akumulacja doksorubicyny w komérkach HepG2 jako efekt dziatania pochodnej
C-1305.

Glikoproteina P (P-gp) kodowana przez gen MDR1, jest blonowym transporterem
ksenobiotykéw nalezgcym do nadrodziny ABC (ang. ATP-binding cassette). P-gp odgrywa
kluczowg role w zjawisku opornosci wielolekowej nowotworéw. Dziatanie P-gp jako
mechanizm opornosci wielolekowej polega na transporcie cytotostatykdw na zewnatrz
komérki nowotworowej. Powoduje to obnizenie ich stezenia w jgdrze komorkowych do
wartosci nieefektywnych cytotoksycznie [Shitara i wsp., 2006; Klassen i Aleksunes, 2010].
Do bardzo szerokiego spektrum substratdw P-gp nalezg czgsteczki o roznej budowie
chemicznej, w tym szereg struktur waznych cytostatykéw. Bazujgc na wynikach
potwierdzajgcych udziat pochodnych akrydyny w indukcji genow MDR1, w kolejnym etapie
badan okreslitam konsekwencje tej indukcji w zmianach transportu standardowego substratu
P-gp, jakim jest doksorubicyna, nalezgca do grypy antracyklin [Schinkel i Jonker, 2003].
Poczatkowo okreslitam stopien akumulacji doksorubicyny w komérkach HepG2 po
ekspozycji komorek na dziatanie C-1305. W tym celu analizowatam metanolowe ekstrakty
komérkowe z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (RP-HPLC).

Ponizej, na rys. 97, przedstawitam uzyskane wyniki.

doksorubicyna

doksorubicyna +
£ 0,024 rifampicyna
[=

-------------- doksoribicyna +
10 uM C-1305

12 14 16 18 20 22 24
czas retencji [min]

26 2

Rys. 97. Chromatograficzny obraz doksorubicyny po 90 minutach inkubacji w komodrkach HepG2,
traktowanych wczeséniej, przez 48 godzin, 10 uM rifampicyng i 10 yM C-1305 [chromatograf HPLC
Waters Breeze].
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Widoczny na przedstawionym powyzej chromatogramie, szybki spadek stezenia
doksorubicyny w komoérkach HeG2, po uprzednim traktowaniu ich rifampicyng oraz
pochodng C-1305 skitonita mnie do przeprowadzenia kolejnego doswiadczenia. Zastosowana
przeze mnie metoda, polegata na okresleniu cytotoksycznosci doksorubicyny (0,01 — 100

M) wobec komérek HepG2, bez i z jednoczesnym udziatem pochodnej C-1305°.

rrrrrr - C-1305
120

—{— bez C-1305

e 4 SiRNA PXR /

C-1305

L

80 - T

60 -

40 - T

% Wzrostu komorek [%]

20 A

0,01 0,1 1 10 100
doxorubicyna [uM]

Rys. 98. Zalezny od dawki wptyw doksorubicyny na proliferacje komérek HepG2, po 48 godzinnej
inkubacji komérek ze zwigzkiem, w trzech wariantach: bez preinkubacji z C-1305, z 24 godzinng
preinkubacjg z C-1305 oraz z 24 godzinng preinkubacjg z C-1305, po wczesniejszym wyciszeniu
gendw PXR. Wyniki sg srednig z dwdch niezaleznych doswiadczen.

Uzyskane wyniki pokazujg (rys. 98), ze cytotoksycznos¢ doksorubicyny obnizyta sie
w wyniku wczesniejszej 24 godzinnej inkubacji komoérek HepG2 ze zwigzkiem C-1305.
Efektu tego nie mozna zaobserwowaé po wyciszeniu genéw PXR. Skutkowato ono brakiem

zmian w cytotoksycznosci doksorubicyny mimo skojarzenia z C-1305.

IV.2.4.4. Badanie wptywu zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305 na poziom ekspresji CYP3A4

w skojarzeniu z rifampicyng i ketokonazolem.

Rifampicyna, potsyntetyczny antybiotyk makrolidowy o dziataniu bakteriobdjczym, jest
standardowym induktorem aktywnosci PXR, czesto stosowanym w badaniach
farmakokinetycznych in vitro. Wykazano, ze po zwigzaniu z receptorem utatwia przytgczenie
do niego koaktywatora SRC-1, a jest to najbardziej krytyczny etap w szlaku przekazywania
sygnatu z udziatem PXR [Gerbal-Chaoin i wsp., 2002]. Wykazano, ze stosowanie
rifampicyny, juz po 8 dniach powoduje istotny wzrost stezenia mMRNA CYP3A4, CYP2C9
i MDR1, co prowadzi do wzrostu tempa metabolizmu innych lekéw [Svecova i wsp., 2008].
Ketokonazol, lek przeciwgrzybiczny, jest przyktadem zwigzku hamujgcego aktywnosé

receptora PXR. Dzieki tej zdolnosci zostat on zastosowany w leczeniu hormonozaleznych

'° Ze wzgledu na fakt niskiej indukcji ekspresji MDR1 w wyniku dziatania pochodnych C-1748 i C-857,
w przeprowadzonym doswiadczeniu zastosowatam tylko pochodng C-1305, ktéra indukowata
okoto pieciokrotny wzrost ekspresji MDR1.
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nowotworow, w tym raka prostaty. Uniemozliwia on zwigzanie sie koaktywatora SRC-1 do
receptora, zakiécajgc proces dimeryzacji PXR i RXR [Engels i wsp., 2004; Huang i wsp.,
2006].

Przeprowadzone przeze mnie badania wptywu pochodnych akrydyny w skojarzeniu
z rifampicyng i ketokonazolem, miaty na celu okreslenie charakteru interakcji pomiedzy
pochodnymi akrydyny, induktorami aktywnosci receptora PXR, a innym induktorem badz
inhibitorem tego receptora. Poznanie profilu zachodzacych modulacji pozwala na stworzenie
schematu kojarzenia zwigzkéw, C-1748, C-857 i C-1305, z innymi lekami, w potencjalnej
terapii wielolekowej.

W badaniach okreslitam zachodzgce zmiany w aktywnosci lucyferazy, markera
poziomu ekspresji CYP3A4, w komorkach nhrtox-hepg2 po ekspozycji komérek na zwigzki
w roéznej kombinacji (z rifampicyng lub ketokonazolem). Ponizej, na rys. 98, przedstawitam

otrzymane wyniki badan aktywnosci lucyferazy w komérkach nhrtox-hepg2.

- N
fer) o N

Wzgledna aktywnosé lucyferazy
(o]

.l 7

JH 1 B
Rif R T T T T
KT T S S
C857 |- - - 4+ - - + - - 4+ - -
C-1748/ - - - - + - - + - - + -
C-1305 - - - - - 4+ - - 4 - - +

Rys. 99. Wzgledna aktywno$¢ lucyferazy w komaérkach nhrtox-hepG2 traktowanych przez 24 godziny
zwigzkami: 0,001 uM C-857, 0,001 uM C-1748, 10 uyM C-1305, 10 yM rifampicyna, 10 uM
ketokonazol. Podane wartosci sg $rednig z dwdch niezaleznych doswiadczen. Dla okreslenia poziomu
istotnosci wzgledem proby kontrolnej przeprowadzitam test ANOVA (Dunnet test), gdzie p<0,05 —
wartos$ci istotne statystycznie.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze jednoczesne zastosowanie dwoch induktorow
receptora PXR, pochodnych akrydyny i rifampicyny, skutkuje wyzszym poziomem
aktywnosci lucyferazy, a wiec podwyzszonym poziomem ekspresji CYP3A4 zaleznej od
PXR, w stosunku do prob z samg rifampicyng lub samym zwigzkiem C-1748, C-857 lub
C-1305. Skojarzenie pochodnych akrydyny z ketokonazolem powoduje prawie 2-krotne

obnizenie poziomu ekspresji CYP3A4 w porownaniu do komorek traktowanych tylko
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zwigzkami C-1748, C-857 lub C-1305. Wynik ten wskazuje na wspotzawodnictwo dwoch

ligandéw tego samego receptora o miejsce wigzania. Jest to kolejng przestankg do

stwierdzenia, ze pochodne akrydyny indukujg ekspresje gendw CYP3A4 na drodze wigzania
sie z PXR.

IV.2.4.5. Podsumowanie wynikdw badan opisanych w punkcie IV.2.

Zestawiajgc wyniki badan zrealizowanych w ramach drugiego etapu prezentowanej pracy

wykazano, ze:

=

Pochodna C-1305 indukowatg aktywnos¢ katalityczng izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9
wprost proporcjonalnie do stezenia oraz czasu inkubacji komoérek ze zwigzkiem. Podobny
efekt obserwowatam w przypadku badan poziomu ekspresji genéw CYP3A4 i CYP2C9,
po traktowaniu komérek HepG2 C-1305.

Pochodne C-1748 i C-857 indukowaty poziom ekspresji genéw CYP3A4 i CYP2C9
W najnizszych stosowanych stezeniach. Zastosowanie stezenia wyzszego obu zwigzkow
skutkowato przewagg efektu toksycznego nad aktywnym mechanizmem dziatania
zwigzkow. Wzrost poziomu ekspresji widoczny byt do 24 godzin inkubacji komdrek
z obiema pochodnymi. Podobny efekt obserwowany byt w przypadku badan poziomu
aktywnosci obu biatek po traktowaniu komoérek zwigzkami.

W warunkach hypoksji pochodne C-1748 i C-857 nie indukowaty ekspresji genow
CYP3A4 i CYP2C9, natomiast C-1305 indukowat na tym samym poziomie do
w warunkach normalnych

Badania z zastosowaniem linii nhrtox-hepg wskazywaty na zaangazowanie receptora
PXR w indukcje poziomu ekspresji CYP3A4 z udziatem zwigzkéw C-1305, C-1748
i C-857.

Wyciszenie genu PXR przy pomocy siRNA skutkowato brakiem zdolnosci zwigzkéw
C-1305, C-1748 i C-857 do indukcji ekspresji CYP3A4 i CYP2C9.

Badane pochodne indukowaty ekspresje gendéw UGT1A1, MDR1, regulowang przez
receptor PXR, ale nie wptywaty na poziom ekspresji PXR.

Zastosowanie induktora i inhibitora aktywnos$ci PXR tgcznie z pochodnymi akrydyny
prowadzito do wzrostu poziomu indukcji ekspresji CYP3A4 w przypadku zastosowania
dwéch induktoréw, badz jej obnizenia w skojarzeniu pochodnych akrydyny

z ketokonazolem.
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V. CZESC DOSWIADCZALNA

V.1. MATERIALY

V.1.1. Badane zwiazki przeciwnowotworowe.

Pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny: 9-(2’-hydroksyetyloamino)-4-metylo-1-
nitroakrydyna, C1748 [Konopa i wsp., 1981], 9-(2’-hydroksyetyloamino)-1-nitroakrydyna,
C-857 [Pawlak i Konopa, 1979] w postaci monochlorowodorkéw oraz pochodna
triazoloakrydonu: 5-dimetyloaminoetyloamino-8-hydroksytriazoloakrydon C-1305 [Chotody
i wsp., 1990] w postaci dichlorowodorku, zostaty zsyntetyzowane i oczyszczone w zespole
naukowym Profesora Jerzego Konopy w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii Politechniki
Gdanskiej.

V.1.2. Zwiagzki chemiczne i zestawy.

= Akrylamid, bromek 3-[4,5-dimetylo-1-ilo]-2,5-difenylotetrazolu (MTT),
B-merkaptoetanol, BSA (surowicza albumina wotowa), ketokonazol,
N,N’-metylenobisakrylamid, monolaurynian polioksoetyleno(20)sorbitanu (Tween 20),
B-merkaptoetanol, nadsiarczan amonu (APS), N,N,N’N’-tetraetylenodiamina
(TEMED), rifampicyna, testosteron, triton X-100 — Sigma-Aldrich Co., USA.

= [B-fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (3-NADPH), sél czterosodowa —
Merc Sp. z o.0., Polska.

» bufor Laemmli, wzorzec wielkosci biatek Precision Plus Protein™ Standards, zestaw
do oznaczania stezenia biatka Bio-Rad Bradford Protein Assay Kit — Bio-Rad
Laboratories, Inc., USA.

= High Pure Isolation Kit — zestaw do izolacji RNA z komorek zwierzecych, Transcriptor
High Fidelity cDNA Synthesis Kit — zestaw do syntezy cDNA, Light Cycler FastStart
DNA Master SYBRGreen — zestaw do reakcji Real-time PCR — Roche Diagnostics
Sp. z 0.0., Szwajcaria.

= Lipofectamine™RNAIMAX — Invitrogen, USA.

= P450-Glo™ CYP2C9 Assay, P450-Glo™ CYP3A4 Assay — Promega GMBH, USA.

= Zestaw utrwalacza i wywotywacza btony nitrocelulozowej SuperSignal West PICO

Chemiluminescent Substrate — Fisher Scientific, Wielka Brytania.

V.1.3. Sktadniki roztworow.

= 99,8% alkohol metylowy (CH3;OH), 2-propanol (C3H;OH), wodorotlenek potasu (KOH)

— Firma Chempur, Polska.
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96% alkohol etylowy (C,HsOH) — PPH ,Stanlab” s.j., Polska.

Chlorek sodu (NaCl), sulfotlenek dimetylu (DMSO), wodorofosforan (V) sodu
dwuwodny (Na;HPO4 x 2H,0), wodorotlenek sodu (NaOH) — POCH S.A., Polska.
Adenozyno-5'-trifosforan (ATP), chlorek magnezu szesciowodny (MgCl, x 6H,0),
chlorek potasu (KCI), dodecylosiarczan sodu (SDS), DTT (1,4-ditiotreitol),
dwuwodorofosforan (V) potasu (KH,PO,), glicyna do elektroforezy, glicyna-glicyna
(Gly-Gly), sol sodowa kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA), sél sodowa
kwasu etylenoglikol-O-O-bis(2-aminoetylo)-N,N,N’,N’-tetraoctowego (EGTA), kwas
solny stezony (HCI), tri-(hydroksymetylo)aminometan (tris-zasada, Tris-base) oraz
jego chlorowodorek (Tris-HCI), fosforan tri-(hydroksymetylo)aminometanu (Tris-
fosforan), sacharoza (Ci,H,,041), siarczan magnezu (MgSO,), wodorofosforan (V)
potasu (Ko.HPO,) — Sigma-Aldrich Co., USA.

Lucyferyna — BD Biosciences, USA.

Roztwodr A i B — BD Gentest, USA.

99,5% lodowaty kwas octowy (CH;COOH) - Przedsiebiorstwo Chemiczne
ODCZYNNIKI Sp. z 0.0., Polska.

Woda redestylowana (R > 18 MQ-cm) — Milipore Co., USA.

V.1.4. Odczynniki chemiczne do przygotowywania faz ruchomych do analizy RP-HPLC.

Alkohol metylowy (CH;OH), acetonitryl (C,H3N) — Merc Sp. z o0.0., Polska.

Dwuwodorofosforan (V) sodu (NaH,PQO,), kwas mréwkowy (HCOOH) — Sigma-Aldrich
Co., USA.

Kwas fosforowy (V) (H3PO,) — Sigma-Aldrich Co., USA.

Mréwczan amonu (HCOONH,) — Fisher Scientific, Wielka Brytania.

V.1.5. Enzymy.

Frakcje mikrosomalne komorek watroby szczura, rekombinantowe ludzkie izoenzymy
cytochromu P450 o podwyzszonej aktywnosci NADPH-reduktazy cytochromu P450:
CYP1A2, CYP2C9 i CYP3A4, otrzymane w komorkach Escherichia coli — XenoTech,
USA, za posrednictwem Tebu-bio, Francja.

V.1.6. Przeciwciata.

Mysie poliklonalne przeciwciato pierwszorzedowe anty-CYP3A4, krélicze anty-mysie

przeciwciato skoniugowane z HRP — Sigma-Aldrich Co., USA.
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= Kirdlicze poliklonalne przeciwciato pierwszorzedowe anty-CYP2C9, kozie anty-
krolicze przeciwciato skoniugowane z HRP — Sigma-Aldrich Co., USA.

= Kirdlicze poliklonalne przeciwciato pierwszorzedowe anty-UGT1A1, kozie anty-
krolicze przeciwciato skoniugowane z HRP — Sigma-Aldrich Co., USA.

= Mysie monoklonalne przeciwciato pierwszorzedowe anty-P-gp, krolicze anty-mysie
przeciwciato skoniugowane z HRP — Sigma-Aldrich Co., USA.

= Kozie poliklonalne przeciwciato pierwszorzedowe anty-PXR/NR1/2, krélicze anty-

kozie przeciwciato skoniugowane z HRP — Sigma-Aldrich Co., USA.

V.1.7. Oligonukleotydy (startery) do reakcji Real-time PCR:
= CYP3Ad4for: 5AAGAAACTGAGTCCCACAAAGC3’
CYP3Adrev: 5ACACTGCTCGTGGTTTCACA3’
= CYP2C9for: 5GGACAGAGACGACAAGCACAYZ

CYP2C9rev: 5AATGGACATGAACAACCCTCAZ
= UGT1A1for: 5TGACGCCTCGTTGTACATCAGY
UGT1A1rev: 5CCTCCCTTTGGAATGGCACY
= MDR1for: 5’AGGAAGACATGACCAGGTATGY
MDR1rev: 5'CCAACATCGTGCACATCAAACY
= PXRfor: 5’ CCAGGACATACACCCCTTTGY
PXRrev: 5CTACCTGTGATGCCGAACAA3Z
= GAPDHfor: 5TGCACCACCAACTGCTTAGC3’
GAPDHrev: 5GGCATGGACTGTGGTCATGAG3’

V.1.8. Linie komdérkowe oraz materiaty stosowane do prowadzenia hodowli komérkowe;j.
Linie komdrkowe:

= HepG2 — nowotwdr watroby pochodzenia ludzkiego
» Hep3A4 - subklon linii HepG2 transfekowanej stabilnie wektorem plazmidowym
z sekwencjg gendw izoenzymu CYP3A4.
» HepC34 — subklon linii HepG2 transfekowanej stabilnie wektorem pustym.
Linie komodrkowe, Hep3A4 oraz HepC34, zastosowano dzieki uprzejmosci
prof. DE. Feiermana z Depertment of Pharmacology and Biological Chemistry, The Mount
Sinai Medical Center (New York, USA), natomiast HepG2, dzieki uprzejmosci dr hab. Adama

Hotowni z Zakfadu Farmakologii Klinicznej Akademii Medycznej w Biatymstoku
» HT29 - gruczolakorak jelita grubego pochodzenia ludzkiego, ATCC.

= HCT116 — nowotwor jelita grubego pochodzenia ludzkiego.
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Linie HCT116 zastosowano dzieki uprzejmosci dr B. Vogelsteina (John Hopkins Medical

University, Baltimore, Maryland)

= A549 — niedrobnokomérkowy rak ptuc pochodzenia ludzkiego, ATCC.
Linie A549 zastosowano dzieki uprzejmosci Instytutu Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

= nhrtox-hepg2 (CL5) — subklon linii HepG2 transfekowanej stabilnie wektorem
plazmidowym (ER6)9-SV-luc.
Linie nhrtox-hepg2 zastosowano dzieki uprzejmosci prof. Jarostawa Dastycha z Instytutu

Biologii Medycznej PAN w todzi.

Materiaty uzywane do prowadzenia hodowli komodrkowej:

= Pozywka MEM (ang. Minimum Essentiale Medium) — Sigma-Aldrich Co., USA.

= Pozywka DMEM-high glucose (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) —Sigma-
Aldrich Co., USA.

= Pozywka Mc’'Coy 5A — Sigma-Aldrich Co., USA.

= Pozywka F-12K — Sigma-Aldrich Co., USA.

= Pozywka Opi-MEM® | — GIBCO, Wielka Brytania.

= Plodowa surowica bydleca (ang. Fetal Bovine Serum, FBS) inaktywowana termicznie
— GIBCO, Wielka Brytania.

= Trypsyna-EDTA — GIBCO, Wielka Brytania.

= Wodoroweglan sodowy (NaHCO;) — Sigma-Aldrich Co., USA.

» Antybiotyki: penicylina, streptomycyna, genetycyna, hygromycyna B — Sigma-Aldrich
Co., USA.

V.2. APARATURA | SPRZET LABORATORYIJNY.

= Aparat do transferu biatek — SCIE PLAS, Wielka Brytania.
= Chromatograf HPLC Agilent sprzezony ze spektrometrem mas LC/MSD (seria 1100)
— Agilent Technologies, USA.
= Chromatograf HPLC Waters — Waters Co., USA.
o Typ Breeze: inzektor (Rheodyne 7725i), binary HPLC Pump (Waters 1525),
dual A Absorbance Detector (Waters 2487), 717 plus Autosampler.
o Typ Millenium: inzektor (Rheodyne 7725i), detektor wielodiodowy (Waters
2996), system kontrolny 600E.
= Czytnik ptytek Multilabel Counter Victor3™ — PerkinElmer, USA.
= Elektroporator BTX T 820.

= Homogenizator reczny — Wheaton Science Products, USA.
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Inkubator z atmosferg CO, do hodowli komorkowych — NuAire, Inc., USA.
Kolumny chromatograficzne, typu RP — SUPELCO, USA.

o kolumna analityczna — Supelx pKb-100, 25 cm x 4,6 mM, 5 ym.

o prekolumna — Supelx pKb-100, 2 cm.
Licznik komorek Z1 Coulter Particle Counter — Beckman Coulter, USA.
LightCycler 1.5 — Roche Diagnostics Sp. z 0.0., Szwaijcaria.
Luminometry model: EnVision® oraz Wallac 1450 MicroBeta - PerkinElmen, USA.
taznia ultradzwiekowa Bandelin Sonorex, RK52 — Beckman Coulter, USA.
taznia wodna Fisherbrand, typ PRL TA14 — Fisher Scientific, Wielka Brytania.
Mikroskop fluorescencyjny Olympus BX60 — Olympus America Inc., USA
pH-metr ORION, model 710A.
Spektrofotometr UV-Vis — NanoDrop, USA.
Spektrometr GENESYS 20 — Thermo Spectronic, USA.
System do oczyszczania wody MiliQ Integral3 — Milipore Co., USA.
Termoblok Grant — Grant Instruments Ltd., Wielka Brytania.
Ultrawiréwka XL-70 Ultracentrifuge, rotor NVTi65 — Beckman Instruments, USA.
Waga analityczna KERN EG220-3NM — Kern&Sohn GmbH, Niemcy.
Wirdwki: MiniSpin, Centrifuge 5810R, Centrifuge 5417R — Eppendorf, Niemcy.
Worteks, model TTS2 — IKA Works Inc., USA.
Wyciag lamiarny Nuaire Biological Safety Cobinets — NuAire, Inc., USA.
Zestaw do elektroforezy Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System — BioRad
Laboratories, Inc., USA.

V.3. WARUNKI ANALIZY CHROMATOGRAFICZNEJ.

Sktad otrzymywanych mieszanin reakcyjnych analizowatam metodg wysokosprawnej

chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréconych, RP-HPLC, z udziatem detektora

absorbancji w ukfadzie wielodiodowym (DAD, chromatograf HPLC Waters Millenium), z

detekcjg punktowg (chromatograf HPLC Waters Breeze) lub w stezeniu ze spektrometrem

masowym, LC/MSD (chromatograf HPLC Agilent). Rozpatrywatam czasy retencji pikow i

substratéw reakgciji, ich widma absorpcyjne UV-Vis oraz jony masowe. Kontrole dodatkowych

skfadnikédw mieszaniny reakcyjnej prowadzitam na podstawie chromatogramoéw w formie

poziomicowej. Kazdg analize przeprowadzatam co najmniej dwukrotnie.
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Tabela 8. Zmiany sktadu fazy ruchomej zastosowane w analizach chromatograficznych.

Sktad fazy ruchomej (%)
Czas (min) | Przeptyw (ml/min) Krzywa zmian
A B
- 1 85 15 -
25 1 20 80 6
28 1 0 100 6
30 1 85 15 6

Faze ruchomg stanowity:
A: bufor mréwczanowy o stezeniu 0,05 M, pH~3,4 (3,15 g HCOONH, / 1 | H,0, pH

stabilizowano 88 — 91% kwasem mréwkowym) z 5% dodatkiem alkoholu metylowego o

czystosci HPLC.

B: alkohol metylowy o czystosci HPLC z 5% dodatkiem H,O.

V.4. METODY | TECHNIKI DOSWIADCZALNE.

V.4.1. Przemiany metaboliczne C-1748, C-857 i C-1305 wobec réznych form enzymow

metabolizujgcych.

V.4.1.1. Stezenia wyjsciowe stosowanych roztworéw zwigzkow i enzymow.

0,002 M roztwér C-1748 w buforze reakcyjnym (0,066 mg/0,1 ml buforu).

0,002 M roztwér C-857 w buforze reakcyjnym (0,064 mg/0,1 ml buforu).

0,002 M roztwér C-1305 w buforze reakcyjnym (0,074 mg/0,1 ml buforu).

0,02 M roztwér NADPH w buforze reakcyjnym (1,67 mg/0,1 ml buforu).

0,025 M roztwér UDPGA w H,0 (roztwor A).

Frakcja mikrosomalna komorek watroby szczura i cztowieka — 20 mg/ml.
Rekombinantowe ludzkie izoenzymy cytochromu P450 o podwyzszonej (H)

aktywnosci NADPH-reduktazy cytochromu P450.

o CYP3A4 (H): stezenie - 7,2 pM. Przgd ,uzyC|em do rea.kql roz_twor enzymu
rozciehczatam pieciokrotnie  buforem
o CYP2C9 (H): stezenie - 5,6 M. przeznaczonym do  przechowywania

rekombinantowych ludzkich izoenzyméw

o CYP1A2 (H): stezenie — 10,5 UM.J  ¢i6chromu P450.

V.4.1.2. Roztwory buforowe.

Bufor fosforanowy potasowy o stezeniu 0,1 M, pH~7,4 (0,1 M roztwor KH,PO,
zZmieszano
z 0,1M roztworem K,;HPO,4 w stosunku 1:1, pH stabilizowano 1 N roztworem KOH):

o KHy;PO, o stezeniu 0,1 M (1,36 g KH,PO4/100 ml H,O).

o Ky;HPO, o stezeniu 0,1 M (1,74 g K;HPO4/100 ml H20).
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= Roztwér B (250 mM Tris HCI, 40 mM MgCl,, 0,125 mg/ml alametycyny w H,0).

= Bufor do przechowywania rekombinantowych ludzkich izoenzymoéw
cytochromu P450, pH~7,4 — w 50 ml H20 rozpuszczono 0,303 g Tris-zasady (50
mM), 0,00448 g Na,EDTA (0,25 mM) i 4,279 g sacharozy (250 mM), pH
stabilizowano 99,5% lodowatym CH;COOH.

V.4.1.3. Sktad mieszanin reakcyjnych.

Tabela 9. Zestawienie stezen kohcowych poszczegdinych sktadnikdw mieszanin reakcyjnych.

C-857 / C-1748 / C-1305 Rodzaj enzymu Kofaktor (mM) Bufor reakcyjny
(mM)
0,1 M bufor fosforanowy
0,2 CYP: 0,2 uM NADPH: 2
potasowy
mikrosomy szczurze: NADPH: 2 i
0,2 Roztwér B w H,0
1/2/3 mg/ml UDPGA:1,25/2,5/ 3,75

V.4.1.4. Przebieg doswiadczen.
V.4.1.4.1. Metabolizm wobec rekombinantowych ludzkich izoenzyméw CYP.

Inkubacje C-1748, C-857 lub C-1305 z rekombinantowymi ludzkimi izoenzymami
CYP prowadzitam w buforze fosforanowym potasowym. Po 5 minutach wstepnej preinkubacji
w tazni wodnej (37°C) do mieszaniny zwigzkow i enzymu dodawatam kofaktor reakc;ji
enzymatycznej — NADPH. Otrzymang mieszanine reakcyjng poddawatam dalszej inkubacji
w tej samej temperaturze przez 60 minut. Po ich uptywie uzyskany roztwor chtodzitam
w fazni lodowej, a nastepnie dodawatam réwnowazng ilos¢ schtodzonego alkoholu
metylowego w celu zatrzymania reakcji. Uzyskang mieszanine chtodzitam ponownie przez
10 minut, po czym wirowatam (5 — 10 minut, 1000 rpm). Powstaty supernatant nanositam na
kolumne chromatograficzng i analizowatam metodg RP-HPLC z detekcjg UV-Vis. W celu

okreslenia istotnosci zmian pomiedzy prébami niezaleznymi przeprowadzitam test Studenta.

V.4.1.4.2. Metabolizm wobec enzyméw UGT zawartych we frakcji mikrosomalnej komaérek

watroby.

Po wstepnej 5 minutach wstepnej preinkubacji w tazni wodnej (37°C) do mieszaniny
C-1748, C-857 lub C-1305 i frakcji mikrosomalnej komoérek watroby szczura dodawatam
roztwor NADPH i UDPGA. Otrzymang mieszanine reakcyjng poddawatam dalszej inkubacji
w tej samej temperaturze przez 60 minut inkubaciji.

Przemiany metaboliczne pochodnych akrydyny wobec enzyméw frakcji

mikrosomalnej komérek watroby szczura oraz NADPH i UDPGA, jako ko faktorow FMO
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i UGT, badatam stosujgc dwustopniowg inkubacje. Mieszanine 0,2 mM zwigzku, 2 mg/ml
frakcji mikrosomalnej komoérek watroby szczura i 1 mM NADPH inkubowatam 60 minut
(37°C). Nastepnie dodawatam 2,5 mM UDPGA i inkubowatam kolejne 60 i 120 minut. Po
uptywie wskazanych czasow inkubacji postepowatam wg instrukcji przedstawionej w punkcie
V4.1.41.

V.4.2. Pochodne akrydyny w ludzkich komérkach nowotworowych.
V.4.2.1. Hodowla komoérek nowotworowych.

Komorki HepG2 i Hep3A4 hodowatam w pozywce MEM, komérki HT29 i HCT113
w pozywce Mc’Coy 5A, komorki A549 w pozywce F-12K, komérki CL5 w pozywce DMEM 4,5
g/l. Wszystkie stosowane pozywki zawieraty 10% ptodowej surowicy bydlecej oraz
(z wyjatkiem DMEM 4,5 g/I) antybiotyki (streptomycyna — 100 ug/ml, penicylina G — 100 j/ml.
Jako antybiotyki selekcyjne, w hodowlach komoérek transferowanych Hep3A4 oraz CL5,
stosowane byly odpowiednio genetycyna (200 ug/ml) oraz hygromycyna B (100 pg/ml).
Hodowla prowadzona byta w atmosferze 5% CO, i temperaturze 37°C. Wszystkie komorki
rosty w postaci monowarstwy. Podczas pasazy oraz w trakcie prowadzonych
eksperymentow, do odklejenia komérek z powierzchni naczynia hodowlanego uzywatam
0,25% roztworu trypsyny-EDTA. W doswiadczeniach prowadzonych na liniach komérkowych
stosowatam zwigzki w postaci roztworéw przygotowywanych w 50% (v/v) alkoholu etylowym
(koncowe stezenie alkoholu etylowego w zawiesinie komérek traktowanych zwigzkiem nie

przekraczato 0,05% (v/v)).

Hodowle komérek w warunkach hypoksji prowadzitam w komorze, do ktérej
wczesdniej, przed ustalonymi okresami inkubacji, przez 20 minut, wttaczana byta mieszanina
gazoéw o sktadzie: 1% O,, 5% CO, i 94% N..

Podczas pasazowania oraz przeprowadzanych innych eksperymentéw stosowatam
buforowang sél fizjologiczng x 5, PBS (ang. phosphate buffered saline), pH~7,2 (685 mM
NaCl, 7 mM KH,PO,4, 40 mM Na,PO,4, 13 mM KCI, pH stabilizowano 1 N roztworem HCI).

V.4.2.2. lzolacja metabolitow z komérek nowotworowych traktowanych C-1748, C-857

i C-1305.

Do izolacji powstajgcych w komorkach nowotworowych metabolitbw pochodnych
akrydyny zastosowatam, zmodyfikowang w naszym laboratorium, metode ekstrakcji 60%
roztworem alkoholu metylowego w potgczeniu z sonifikacjig w fazni ultradzwiekowej

[Hernandez-Santiago i wsp., 2002; Gomez-Silva i wsp., 2005; Wisniewska, 2008].

126



Czes¢ doswiadczalna

Po uzyskaniu wzrostu konfluentnego, komorki wysiewatam w iloéci 2 x 10%cm? na 60
mm  plytki Petriego, na 24 godziny przed dodaniem zwigzku. Nastepnie dodawatam 50 pl
zwigzku o stezeniu 10mM (dla uzyskania kohcowego stezenia 0,1 mM). Inkubacje
prowadzitam przez: 3, 6, 12, 24, 72 godziny. Kontrole stanowity komorki po dodaniu
analogicznej ilosci 50% alkoholu etylowego. Po zakonczeniu inkubacji komorki byly zebrane
z ptytek ,scraperem” w obecnosci 60% zimnego roztworu alkoholu metylowego. Otrzymang
zawiesine komoérek poddatam sonifikacji (150W, 15 minut), a po 1 godzinie inkubacji w lodzie
otrzymang zawiesine wirowatam przez 20 minut, 14000 rpm, 4°C, a otrzymany supernatant
odparowatam z nadmiaru alkoholu etylowego w strumieniu powietrza atmosferycznego.
Supernatant nanositam na kolumne chromatograficzng i analizowatam metodg RP-HPLC
z detekcjg UV-Vis i ESI-MS.

V.4.2.3. Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej C-1748, C-857 i C-1305 wobec komorek

nowotworowych.

Test MTT polega na pomiarze kolorymetrycznym aktywnosci oksydoredukcyjnej
mitochondriéw z uzyciem barwnika MTT (bromku 3-[4,5-dimetylo-2-ilo]-2,5-difenylotetrazolu],
ktéory w zywych komorkach ulega redukcji do nierozpuszczalnego w wodzie formazanu
(wytrgcajgcego sie w postaci fioletowych krysztatdw) w reakcji katalizowanej przez
dehydrogenazy komérkowe. llos¢ powstajgcego formazanu jest skorelowana z aktywnoscig
redukcyjna mitochondriéw, co $wiadczy o liczbie zywych komérek.

Oznaczanie aktywnosci cytotoksycznej pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny
i triazoloakrydonu w zakresie stezen kohcowych: 0,0001 — 10 uM (pochodne C-1748 i C-857)
oraz 0,01 — 100 pM (pochodna C-1305), w stosunku do komoérek nowotworowych
prowadzitam w nastepujgcych uktadach:

o przez 72 godziny ciggtej inkubacji komérek HepG2 i Hep3A4 w warunkach
normalnych oraz hypoksiji (patrz podrozdz. IV.1.6.3. i 1V.1.7.3.)

o przez 3 godziny preinkubacji komorek HepG2 i Hep3A4 ze zwigzkami, po czym po
zmianie pozywki na $wiezg kontynuawano inkubacje do 72 godzin (patrz podrozdz.
IV.1.6.3.)

o przez 24 godziny ciggtej inkubacji komoérek HepG2 (patrz podrozdz. 1V.2.1.1.), HepG2
transfekowanych wektorem cpr (patrz podrozdz. 1V.1.8.) oraz komérek CL5 (nhrtox-
hepg?) (IV.2.3.1.).

Komoérki wysiewatam w ilosci 2 x 10%2ml pozywki na studzienke do plytek
24-studzienkowych na 24 godziny przed podaniem zwigzku, w celu przyklejenia komérek do
podifoza. Do kazdej studzienki dodatam 20 ul roztworu badanego zwigzku o odpowiednim

stezeniu. Do komodrek kontrolnych dodatam réwnowazng ilos¢ 50% alkoholu etylowego.
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Po zakonczonej inkubacji komérek ze zwigzkiem do kazdej studzienki dodatam 200 pl
roztworu MTT (4 mg/ml). Po 4 godzinach inkubacji zebratam supernatant znad krysztatéw
formazanu i dodatam po 200 pl DMSO. Ptytke tagodnie wytrzgsatam przez 30 minut
w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce orbitalnej, w celu rozpuszczenia krysztatow
formazanu. Nastepnie 200 yl roztworu z kazdej studzienki przeniostam do nowej studzienki
na ptytce 96-studzienkowej. Absorbancje roztworédw w studzienkach mierzytam
spektrofotometrycznie przy dlugosci fali 540 nm przy uzyciu aparatu Multilabel Counter
Victor3™ (PerkinElmer, USA). Na podstawie uzyskanych wynikéw absorbancji wyliczytam
procent zahamowania wzrostu komérek w obecnosci zwigzku, przyjmujgc absorbancje
roztworu uzyskang dla komoérek kontrolnych za 100%. Korzystajgc z réwnan fragmentéw
prostoliniowych krzywych zahamowania wzrostu komérek w zaleznosci od logarytmu
stezenia zwigzku, wyznaczytam wartosci EC3y i ECso. W celu okreslenia istotnosci roéznic

pomiedzy wyznaczonymi wartosciami w prébach niezaleznych zastosowatam test Studenta.
V.4.2.3.1. Oznaczenie aktywnosci doksorubicyny w komérkach HepG2.

Oznaczenie aktywnos$ci doksorubicyny wobec komérek HepG2 prowadzitam wedtug
metody opisanej powyzej w punkcie V.4.2.3. Jednakze stosowatam inny schemat inkubacji
komorek ze zwigzkami. W pierwszym etapie inkubowatam wszystkie komérki ze zwigzkiem
C-1305 w stezeniu rownym 10 uM przez 24 godziny. Nastepnie, po uptywie tego czasu,
przemywatam PBS-em, a do $wiezej pozywki dodawatam w pierwszym uktadzie:
doksorubicyne w zakresie stezen koncowych 0,01 — 100 pM, w drugim ukfadzie
doksorubicyne + zwigzek C-1305 (5uM). Inkubacje prowadzitam przez kolejne 24 godziny.
Po uptywie zatozonego czasu oznaczytam aktywnos¢ cytotoksyczng doksorubicyny

z zastosowaniem testu MTT.

V.4.2.4. Badania wptywu pochodnych C-1748, C-857 i C-1305 na aktywnos¢ katalityczng
izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9.

V.4.2.4.1. Metoda luminescencyjna.

Komorki HepG2 wysiewatam na 96-studzienkowe plytki biate w ilogci 8 x 10%0,2 ml
pozywki. Po 24 godzinach, do komorek dodatam badane zwigzki w zakresie stezen
koncowych: 0,0001 — 0,1 uM (C-1748 i C-857), 0,1 — 10 yM (C-1305) oraz 10 uM
rifampicyny (kontrola dodatnia indukcji aktywnosci izoenzyméw). Inkubacje komorek ze
zwigzkami prowadzitam przez 24 godziny. Nastepnie, po zakohczonej ekspozycji komorek
na zwigzki oraz usunieciu pozywki i przeptukaniu komérek PBS-em, dodatam do kazdej

studzienki po 50 pl $wiezej pozywki oraz substrat dla izoenzyméw: CYP3A4 — 3 uM (stezenie
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koncowe) Luciferin-IPA oraz CYP2C9 — 100 yM (stezenie koncowe) Luciferin — H. Oba
substraty bylty zwigzane z prolucyferyng i pochodzity z zestawéw: P450-Glo™ CYP3A4
Assay, P450-Glo™ CYP2C9 Assay (rys. 99). W celu okreslenia tta luminescenciji, substraty
izoenzymow dodatam rowniez do studzienek, do ktérych nie dodawatam wczesniej

zwigzkow.

Rys. 100. Struktury substratéw izoenzymow A: CYP3A4 (Luciferin-IPA) i B: CYP2C9 (Luciferin-H)
potaczone z prolucyferyna.

Podczas reakcji substratow z izoenzymami, zostaje uwolniona lucyferyna. Po
inkubacji, 60 minut dla substratu CYP3A4 oraz 3 godziny dla substratu CYP2C9, do komérek
dodawatam bufor Luciferin Detection Reagent, znajdujgcy sie w zestawie, ktéry zawierat
m.in. lucyferaze. Plytke w celu lizy komoérek, zamrozitam w temperaturze -80°C (15 minut),
a nastepnie rozmrozitam doprowadzajgc do temperatury pokojowej (15 minut). Aktywnosé
lucyferazy mierzytam z zastosowaniem luminometru. Na podstawie uzyskanych wynikéw
okreslitam poziom wzgledny aktywnos$ci izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9 w stosunku do
kontroli (komorki nie traktowane zwigzkiem). W celu okre$lenia istotnosci roznic pomiedzy
wzglednymi wartosciami aktywnos$ci izoenzymdéw w stosunku do kontroli zastosowatam test
ANOVA.

V.4.2.4.2. Metoda chromatograficzna.

Aktywnos¢ izoenzymu CYP3A4 zmierzytam na podstawie przemian typowego
substratu dla tego izoenzymu, jakim jest testosteron: przy braku i w obecnosci badanych
zwigzkow.

Komérki HepG2, w iloéci 2 x 10° komérek/cm?, wysiewatam na 60 mm plytki Petriego,
na 24 godziny (37°C) przed dodaniem zwigzku, w celu przyklejenia do podioza, po czym
dodatam zwigzki: C-1748 i C857 w zakresie koncowych stezen: 0,0001 — 0,1 uyM oraz
C-1305 w zakresie: 0,1 — 10 uM. Po 24 godzinach inkubacji komérek ze zwigzkami oraz
zmianie pozywki dodatam 50 puM testosteron. Po uptywie kolejnych 24 godzin, pozywke
poddatam ekstrakcji acetonitrylem w stosunku 1:1 (v/v), po czym przeprowadzitam analize
chromatograficzng metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz
odwréconych RP-HPLC z detekcjg UV-Vis.
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V.4.2.5. Badanie poziomu ekspresji genéw metodg Real-time PCR.

V.4.2.5.1. Izolacja RNA.

Pierwszym etapem podczas cato$ciowej analizy Real-time PCR jest wyizolowanie
catkowitego RNA. W tym celu wysiewatam komodrki HepG2 na 100 mm plytki Petriego
w ilosci 2 x 10° komorek/cm?, na 24 godziny przed dodaniem zwigzku. W kolejnym kroku
dodawatam poszczegolne zwigzki w nastepujgcym zakresie stezen koncowych:
0,0001 — 0,1 pyM (C-1748 i C-857) oraz 0,1 — 10 uM. Komorki, po zakonczonej inkubaciji
(w warunkach normalnych lub hypoksji), przemywatam dwukrotnie zimnym PBS-em (1000
rom, 5 minut, 4°C). lIzolacje przeprowadzitam wedtug instrukcji producenta zawartej
w zestawie High Pure Isolation Kit (Roche Diagnostics Polska Sp. z 0.0.). Komorki
zawiesitam w 200 ul buforu PBS, a nastepnie lizowatam w buforze lizujgcym (Lysis Buffer)
znajdujgcym sie w zestawie. Tak przygotowane lizaty komoérkowe nanositam na kolumny
i wirowatam 15 s, 8000 g. Nastepnie na kolumny nanositam roztwor DNazy i inkubowatam
przez 15 minut w temperaturze pokojowej. W kolejnych etapach ptukatam kolumne
roztworami Wash Buffer | i Il oraz trzykrotnie wirowatam (2 x 15s, 8 000g; 1 x 2 minuty,
13 000 g). Ostatnim krokiem byta elucja RNA, poprzez dodanie na ztoze w kolumnie 50 M
buforu do elucji, Elution Buffer. llo§¢ wyizolowanego RNA oraz jego czystos¢ okreslitam
z zastosowaniem spektrofotometru UV-Vis firmy NanoDrop, dzieki uprzejmosci prof. J. Kur,

w Katedrze Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej.

V.4.2.5.2. Synteza cDNA.

Synteze cDNA przeprowadzitam na matrycy otrzymanego RNA. Catg procedure
wykonatam pod komorg laminarng, na lodzie, wedtug procedury dotgczonej do zestawu
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics Polska Sp. z 0.0.).
W pierwszym etapie reakcji, do 1 pg RNA rozpuszczonego w wodzie wolnej od RNaz
(objetos¢ wody stanowita uzupetnienie do 13 pl) dodatam 1 pl oligo(dT)18 (stezenie
wyjsciowe 50 pmol/pl). Zawartos¢ probowki inkubowatam w termobloku przez 10 minut,
w temperaturze 65°C. Nastepnie probdwka byta przeniesiona do lodu na 1 min, wirowana,

ponownie umieszczona w lodzi. Dodano do niej nastepujgce sktadniki:

o 4 pl buforu zawierajacego 40 mM MgCl,, Transcriptor Reverse Transcriptase
Reaction Buffer 5 x

o 0,5 pl inhibitora rybonukleaz RNase, Protector RNase Inhibitor zawierajgcy 8 mM
DTT (stezenie wyjsciowe 40 U/ul)

o 2 Ml mieszaniny deoksyrybonukleotydéw, Deoxynucleotide Mix (stezenie wyjsciowe
10 mM)
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o 0,5 pl odwrotnej transkryptazy, Transcriptor Reverse Transcriptase (stezenie

wyjéciowe 20 U/pl)

Probowke delikatnie wytrzgsatam i umiescitam w termobloku. Synteze cDNA
prowadzitam w czasie 30 minut w temperaturze 55°C. Po zakonczeniu syntezy probdwki
poddatam dziataniu temperatury 85°C przez 5 minut w celu zatrzymania reakcji. Po
zakonczeniu reakcji probowki z cDNA przechowywatam w 4°C. W ten sposéb uzyskany
cDNA wykorzystatam jako matryca do reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
(ang. Real-time PCR).

V.4.2.5.3. Real-time PCR - okreslenie wzglednego poziomu ekspresji badanych genéw.

Dla oszacowania zmian w poziomie ekspresji badanych genow zastosowatam reakcje
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym z uzyciem specyficznych par starteréow
(Genomed, Polska) (patrz podrozdz. V.1.7.) komplementarnych do fragmentu kodujacego,
pozwalajacych na uzyskanie specyficznego produktu reakcji wytacznie z cDNA.

Reakcje PCR prowadzitam w czasie rzeczywistym w szklanych kapilarach
z wykorzystaniem cDNA pozyskanego w reakcji odwrotnej transkrypcji oraz zestawu
FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche Diagnosctics Polska Sp. z 0.0.). Do amplifikacji
wykorzystatam aparat LightCycler 1.5 (Roche Diagnostics Polska Sp. z 0.0.), dzieki
uprzejmosci prof. Kur z Katedry Mikrobiologii Wydziatu Chemicznego Politechniki Gdanskiej.
Dotaczone do niego oprogramowanie pozwolito na analizowanie uzyskanych wynikow oraz
poréwnanie wzglednych réznic ilosci poczatkowej matrycy. Poziom analizowanych
transkryptow standaryzowano wzgledem genu referencyjnego — GAPDH (dehydrogenaza
gliceroaldehydofosforanowa), nalezgcego do rodziny housekeeping gene, ktérego poziom
ekspres;ji jest staty w warunkach eksperymentu. Reakcje dla badanych genéw prowadzono
w warunkach okreslonych ponizej.

Skfad mieszaniny reakcyjnej na pojedynczg prébe w celu amplifikacji transkryptow
genéw CYP3A4, CYP2C9, UGT1A1, MDR1, PXR:

o 2 pul cDNA

o 0,8 yl MgCl,

o 0,2 ul starter Forward (stezenie koncowe 0,2 uM)

o 0,2 ul starter Reverse (stezenie koncowe 0,2 uM)

o 2 Jl LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green | 10 x

o H>0 wolna od RNaz — objeto$¢ stanowi uzupetnienie mieszaniny reakcyjnej do 20 pl.

Dla wszystkich gendw reakcja tancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
obejmowata kilka nastepujgcych po sobie etapdw i przebiegata w okreslonych ponizej

warunkach (tabela 10).
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Tabela 10. Warunki reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Liczba cykli Temperatura Czas

DENATURACJA WSTEPNA

1 95°C 10 min

AMPLIFIKACJA

Denaturacja 95°C 10s
45 Wigzanie starteréw 59°C 155
Synteza 72°C 20s
CHtEODZENIE
1 40°C 30s

Uzyskane wyniki pochodzgce z dwoch niezaleznych doswiadczeh standaryzowatam
wobec genu referencyjnego GAPDH, po czym przedstawitam jako wartosé wzgledng
w odniesieniu do grupy niepoddanej traktowaniu zwigzkami. Dzieki temu, ze wydajnosé
amplifikacji badanych gendw i genu referencyjnego byta w przyblizeniu taka sama w zakresie
badanych ilosci DNA, zastosowatam obliczenia wzglednej ilosci produktu PCR z uzyciem
poréwnywalnej metody 24! [Livak i Schmittgen, 2001]. Z zastosowaniem jednoczynnikowej

analizy wariancji ANOVA wykonatam obliczenia poziomu istotnosci.

V.4.2.6. Wyciszenie genu PXR przy uzyciu siRNA.

Celem oceny swoistosci efektu dziatania PXR wykonatam czasowe wyciszenie genu
(ang. gene silencing) dla PXR przy uzyciu siRNA. Komorki HepG2 w ilosci 2,5 x 10*/cm?
zaszczepitam na plytki 24-studzienkowe. Przygotowane przeze mnie medium transfekcyjne
zastosowane do wyciszenia genu PXR zawierato 6 pmol siRNA PXR (Applied Biosystems,
USA), 100 pl pozywki Opi-MEM® | (bez antybiotykéw) oraz 1 ul Lipofectamine™RNAIMAX.
Tak przygotowang mieszanine inkubowatam w temperaturze pokojowej przez 10 — 20 minut.
Nastepnie dodatam 500 pl swiezej pozywki do komdérek oraz 100 pl medium transfekcyjnego.
Catkowita objetos¢ pozywki wynosita 600 ul, gdzie kohcowe stezenie siRNA wynosito 10 nM.
Po transfekcji komérki byty hodowane w inkubatorze w 37°C i 5% stezeniu CO, przez
nastepne 24 godziny. Celem oceny wydajnosci transfekcji przeprowadzitam reakcje
Real-time PXR ze starterami komplementarnymi do sekwencji PXR w komodrkach bez siRNA
oraz po wyciszeniu siRNA PXR. Nastepnie ocenitam poziom ekspresji genéw CYP3A4,

CYP2C9 oraz aktywnos¢ cytotoksyczng doksorubicyny w powyzszych komaorkach.
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V.4.2.7. Transfekcja komoérek HepG2 plazmidem cpr.

We wstepnych badaniach z zastosowaniem techniki elektroporacji oraz z uzyciem
wektora gfp, ktérego produktem ekspresji jest Swiecace na zielono biatko GFP ustalitam, ze
najwyzsza wydajnos¢ przeprowadzonej transfekcji jest przy uzyciu 12 min komérek HepG2
oraz nastepujgcych warunkéw: 12 ug plazmidu cpr, 130 V, 20 msec. Plazmid cpr (Qiagen,
USA), posiadat sekwencje charakterystyczng dla reduktazy cytochromu P450. Po
przeprowadzonej elektroporacji w wymienionych powyzej warunkach, komorki zostaty
zaszczepione na 60 mm plytki Petriego (1 x 10°%cm?) oraz ptytki 24-studzienkowe
(10 tys./cm?). Po uptywie 48 h od elektroporaciji do ptytek dodatam pochodne C-1748 i C-857:
do ptytek 60 mm 0,1 mM stezenie zwigzku oraz do ptytek 24-studzienkowych zwigzki
w zakresie stezen: 0,0001 — 50 yM. Po uptywie 24 godzin przeprowadzitam analize HPLC
wyizolowanych metabolitow wedtug metody opisanej w punkcie V.4.2.2. oraz oznaczytam

aktywnosc¢ cytotoksyczng wedtug metody opisanej w punkcie V.4.2.3.

V.4.2.8. Metoda luminescencyjna z zastosowaniem linii reporterowej nhrtox-hepg2.

V.4.2.8.1. Roztwory buforowe.

= Bufor lizujacy (Reporter Lysis Buffer): 25 mM Tris-fosforan o pH~7,8 (3,18 g/l
H20),
4 mM EGTA (1,52 g/l H,0), 1% Triton X-100, 15 mM MgS0O4 (3,7 g/l H,0), 2 mM
DTT (0,308 g/l H,0).

= Bufor X: 160 mM Gly-Gly (2,12 g/100 ml H,0), 2mM EGTA (76,08 mg/100 ml H,0),
40 mM MgSO, (0,98 g/100 ml H,0), DTT (0,616 g/100 ml H,O), 4 mM ATP (0,222
g/100 ml H,0); pH~7 4.

= Bufor Y: 1,2 mM lucyferyna (38,2 mg/100 ml H,O), 1,2 mM koenzym A (98,5 mg/100
ml H,0).

V.4.2.8.2. Przebieg doswiadczenia.

Linia reporterowa, nhrtox-hepg2, to stabilnie transferowana linia HepG2,
z zastosowaniem 2ug plazmidu reporterowego (ER6)-SV40-Luc przy uzyciu zestawu
FuGene (Roche Diagnostics). Plazmid ten zostat otrzymany poprzez wklonowanie do
wektora pGL4.14 (Promega, Niemcy) 9 kopii chemicznie zsyntetyzowanego fragmentu
CYP3A4 ER6 PXRE pod kontrolg promotora SV40. Charakterystyczna sekwencja ERG6
PXRE jest miejscem wigzania domeny DBD receptora PXR. Genem markerowym,
znajdujgcym sie pod kontrolg indukowalnego promotora CYP3A4, byt gen eukariotycznej

lucyferazy. Dodatkowo plazmid ten zawierat gen opornosci na hygromycyne B, co
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umozliwiato wtasciwg selekcje stransfekowanych komérek HepG2 [Ratajewki i wsp., 2011].
Linie reporterowg nhrtox-hepg2 zastosowatam dzieki uprzejmosci prof. Jarostawa Dastycha
z Instytutu Biologii Medycznej PAN w todzi. Badania z zastosowaniem tej linii

przeprowadzitam w Jego laboratorium.

Komérki nhrtox-hepg2 zaszczepitam w ilosci 8 x 10%0,2 ml pozywki na biate plytki
96-studzienkowe, na 24 godziny w celu przyklejenia do podtoza. Po uptywie tego czasu do
komoérek dodatam nastepujace zwigzki: 0,0001 — 0,1 uM C-1748 i C-857, 0,1 — 10 uM
C-1305, 10 pM rifampicyny oraz 10 uM aflatoksyny B1. Inkubowatam komorki przez 24
godziny lub przez rézne czasy: 3, 6, 12, 24 i 48 godzin. Nastepnie usunetam pozywke,
przeptukatam komoérki PBS-em oraz dodatam 50 pl buforu lizujgcego (Reporter Lysis Buffer).
Plytke umiescitam w -80°C na 15 minut. Nastepnie doprowadzitam plytke do temperatury
pokojowej, po czym do kazdej studzienki dodatam 25 pjl buforu X. Odczyt poziomu
luminescencji przeprowadzitam w luminometrze EnVision® (PerkinElmer, USA). Bufor Y
z dodatkiem wody dejonizowanej stuzyt do napetnienia urzadzenia oraz przeptukania
dyspensera. Po tym kroku umiescitam ptytke w aparacie i odczytatam poziom luminescencji.
Wyniki przedstawitam jako poziom wzgledny w stosunku do kontroli (komorek nie
traktowanych zwigzkami). Stosujgc jednoczynnikowg analize wariancji ANOVA wykonatam

obliczenia poziomu istotnosci. Wartos¢ p<0,05 przyjetam jako statystycznie istotng.

V.4.2.9. Immunodetekcja biatek metodg Western blotting.

V.4.2.9.1. Odczynniki i roztwory buforowe.

= Bufor do izolacji frakcji mikrosomalnej (KCI-KPB): 10 mM KHPO,, pH~7,4, 150
mM KCI, 0,1 mM Na,EDTA.

= Bufor do przechowywania frakcji mikrosomalnej: 250 mM roztwér sacharozy
w KCI-KPB.

= 30% akrylamid : 14,6 g akrylamidu do elektroforezy i 04 g
N,N’-metylenobisakrylamidu rozpuszczono w 40 ml H,0, wymieszano i uzupetniono
H,0 do objetosci 50 ml.

= 0,5 M Tris-HCI: pH~6,8; 3 g Tris-zasady rozpuszczono w 40 ml H,O, pH
stabilizowano 1 N roztworem HCI, cato$¢ uzupetniono H,O do objetosci 50 ml.

= 1,5 M Tris-HCI: pH~8,8; 9,07 g Tris-zasady rozpuszczono w 40 ml H,O, pH
stabilizowano 1 N roztworem HCI, cato$¢ uzupetniono H,O do objetosci 50 ml.

= 10% SDS: 1 g SDS/10ml H,0.

= 10% APS: 0,1 gAPS/ml H,0.
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= Bufor obciazajacy do elektroforezy: bufor Laemmli (62,5 mM Tris-HCI pH~6,8,
25% glicerol, 2% SDS, 0,01% btekit bromofenolowy) i B-merkaptoetanol zmieszano
w stosunku 19:1.

= Bufor do elektroforezy: 25 mM Tris-zasada pH~8,3, 192 mM glicyna, 01,% SDS.

= Bufor do transferu: 25 mM Tris-zasada pH~8,3, 192 mM glicyna, 20% (v/v) alkohol
metylowy.

= Bufor blokujagcy: 20 mM Tris-zasada pH~7,4, 150 mM NaCl, 10% (w/v)
odttuszczone mleko w proszku.

= Bufor ptuczacy (TBST): 10 mM Tris-zasada pH~7,4, 150 mM NaCl, 0,05% (v/v)

Tween-20.

V.4.2.9.2. Izolacja frakcji mikrosomalne;.

Komorki HepG2 zaszczepitam iloécig rowna 3 x 106 na 100 mm ptytki Petriego na 24
godziny. Nastepnie dodatam do komoérek badane zwigzki w réznym stezeniu: 0,0001 — 0,1
C-1748 i C857 oraz 0,1 — 10 C-1305 na 24 godziny oraz w jednym stezeniu: 0,001 yM
C-1748 i C-857 oraz 10 uM C-1305 na 3, 6, 12, 24, 48 godzin. Po zakonczonej inkubaciji,
komorki zbieratam przez trypsynowanie, dwukrotnie ptukatam PBS-em (1000 rpm, 4°C,
5 minut). Otrzymany osad zawiesitam w buforze KCI-KPB (0,5 — 1ml). Probki
przechowywatam w lodzie. Lize komorek przeprowadzitam w recznym homogenizatorze
(3 minuty). Otrzymang zawiesine wirowatam (12000 rpm, 4°C, 20 minut). Supernatant
przenositam do probowki ultra wiréwkowej (16 x 38 mm) i poddawatam ultrawirowaniu
(45000 rpm, 4°C, 90 minut). Uzyskany pellet zawiesitam w buforze do przechowywania
frakcji mikrosomalnej i przechowywatam w temperaturze -80°C, do czasu przeprowadzenia
eksperymentu. Stezenie biatka catkowitego we frakcji mikrosomalnej oznaczatam metoda
Bradford [Bradford, 1976], przy uzyciu zestawu Bio-Rad Bradford Protein Assay Kit2
(Bio-Rad Laboratories, Inc., USA).

V.4.2.9.3. Elektroforeza SDS-PAGE.

Probki zawierajgce 30 pg biatka taczytam z réwng objetoscig buforu obcigzajacego,
denaturowatam przez 5 minut w temperaturze 100°C i poddawatam elektroforezie w zelu
poliakrylamidowym (5% zel zageszczajacy, 12% zel rozdzielajacy). Elektroforeze
prowadzitam przez 10 minut przy 90 V, a nastepnie przez 90 minut przy 120 V w buforze do

elektroforezy.
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V.4.2.9.4. Immunobarwienie (immunoblotting).

Po zakonczonej elektroforezie, przeprowadzitam transfer biatlek z Zzelu
poliakrylamidowego na membrane nitrocelulozowg stosujac metode tzw. elektrotransferu
potsuchego. Transfer biatek, po uprzednim nasaczeniu zelu, membrany oraz bibuty
Whatman 3 mm w buforze do transferu, prowadzitam przez 1 godzine przy staltym natezeniu
prgdu 40mA. Po skonczonym transferze, blokowatam potencjalne miejsca niespecyficznego
wigzania przeciwciat, poprzez umieszczenie membrany w buforze blokujgcym na 2 godziny
w temperaturze pokojowej. Nastepnie, membrane ptukatam trzykrotnie po 15 minut
w buforze TBST i inkubowatam odpowiednim przeciwciatem pierwszego rzedu w buforze
TBST z dodatkiem 0,5% (w/v) BSA lub 0,5% (w/v) odttuszczonego mleka w proszku, przez
noc w 4°C. Po kolejnym trzykrotnym ptukaniu w buforze TBST, membrane inkubowatam
w buforze TBST z dodatkiem 0,5% (w/v) odttuszczonego mleka w proszku, zawierajgcym
odpowiednie przeciwciata drugorzedowe skoniugowane z peroksydazg chrzanowa.
Inkubacje prowadzitam przez 2 godziny w temperaturze pokojowej, fagodnie wytrzgsajac.
Lokalizacje biatek na btonie przeprowadzitam stosujgc substrat luminescencyjny dla
peroksydazy chrzanowej (zestaw ECL) z detekcjg sygnalu po odpowiednim czasie
ekspozyciji kliszy fotograficznej ECL Hyperfilm (Kodak, Polska). W celu weryfikacji rownego
napetnienia studzienek podczas elektroforezy, oznaczytam poziom aktyny. W tym celu, po
zakonczonej detekcji ECL, membrane trzykrotnie ptukatam w buforze TBST przez 15 minut.
Tak przygotowang membrane, inkubowatam z odpowiednimi przeciwciatami specyficznymi
dla B-aktyny. Przeciwciata pierwszorzedowe zostaty uzyte w nastepujgcych rozcienczeniach:

o anty-CYP3A4 —1:500
o anty-CYP2C9 - 1:4000
o anty-UGT1A1 - 1:1000
o anty-MDR1 - 1: 1000
o anty-PXR - 1:500

o przeciwciata drugorzedowe — 1:10000.

V.5. Analiza statystyczna wynikow.

Wyniki badan zostaty ocenione metodami statystycznymi celem poréwnania wynikéw
w prébach niezaleznych oraz w wynikéw w probach badanych z probami kontrolnymi. Wyniki
podsumowano przy uzyciu statystyki opisowej: srednia i odchylenia standardowe (SD). Dane
dla poszczegolnych parametréow poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu
GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, USA). Dla oceny réznic pomiedzy

dwiema probami niezaleznymi zastosowano test Studenta. Analiza statystyczna dla
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wiekszych niz dwuparametrowych zmiennych byta wykonana przy uzyciu testu zmiennosci
ANOVA. Przyjeto istotng roznice statystyczng przy wartosciach: *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001.
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V1. DYSKUSJA WYNIKOW | WNIOSKI

Zrealizowana przeze mnie praca jest kontynuacjg badan nad mechanizmem dziatania
zwigzkow o wysokiej i selektywnej aktywnosci cytotoksycznej wobec komorek
nowotworowych, pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny, zwigzkow C-1748 i C-857 oraz
pochodnej triazoloakrydonu, zwigzku C-1305. Zsyntetyzowano je w zespole naukowym
Katedry Technologii Lekow i Biochemii Politechniki Gdanskiej, a po szerokich badaniach
biologicznych w uktadach in vitro oraz na zwierzetach jeden z nich, zwigzek

C-1748, wyselekcjonowany zostat do badan klinicznych.

Badania nad poznaniem molekularnego mechanizmu przemian metabolicznych obu
grup pochodnych rozpoczeto wczesniej od badan ich transformacji w uktadach modelowych,
poczatkowo z udziatem czynnika redukcyjnego, ditiotreitolu, DTT, jak w przypadku
pochodnych 1-nitroakrydyny [Gorlewska i wsp., 2001], pozniej, dla wszystkich zwigzkow,
stosujgc enzymy frakcji mikrosomalnej wyizolowanej z watroby szczura i czlowieka, a w
koncu w obecnosci rekombinantowych enzyméw | i |l fazy metabolizmu [Wisniewska, 2008;
Fedejko-Kap, 2011]. Zaobserwowano znaczgce roznice w przemianach metabolicznych
pomiedzy zwigzkami nalezgcymi do obu grup pochodnych akrydyny. W przypadku zwigzku
C-1748, jak i stosowanego do celéw poréwnawczych 4-niepodstawionego analogu
1-nitroakrydyny, zwigzku C-857, zaobserwowano kilka produktéw metabolizmu o roznej
intensywnosci, natomiast C-1305 transformowat tylko do jednego metabolitu. W oparciu
0 analize spektroskopowg produktow stwierdzono, ze procesy biotransformacji C-1305 nie
obejmujg pierscienia heterocyklicznego, w odrdznieniu od pochodnych 1-nitroakrydyny,
gdzie otrzymano produkty ze zmieniong strukturg pierscienia akrydyny. Wykazano réwniez
wyrazne roznice w reaktywnosci zwigzkéw C-1748 i C-857. Okazato sige, ze pochodna
C-1748 jest mniej podatna od innych 9-amino-1-nitroakrydyn na przemiany metaboliczne.
Postawiono wiec hipoteze, Zze obnizona reaktywnosc, jak i podatnos¢ na atak nukleofilowy

Scisle wigze sie z nizszg toksycznoscig 0going tego zwigzku.

Wykazane roznice w metabolizmie obu grup pochodnych akrydyny, w zastosowanych
uktadach modelowych, sktonity mnie do przeprowadzenia, w ramach niniejszej pracy, badan
biotransformacji w miejscu ich oczekiwanego dziatania w terapii, czyli w komérkach
nowotworowych. Podjecie badan metabolizmu w komérkach nowotworowych wynikato
rowniez z coraz szerszych doniesien innych autorow na temat lokalnie roznej ekspres;ji
specyficznych enzymoéw | i 1l fazy metabolizmu, nazywanych enzymami metabolizujgcymi
leki. Szczegdlnie istotna wydaje sie by¢ wiedza na temat ekspresji izoenzymow cytochromu

P450 w poszczegoélnych typach nowotwordw, biorg bowiem one udziat w metabolizmie
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wiekszosci lekéw stosowanych klinicznie [Guengerich, 2006]. Wiedze te mozna wykorzystac
w planowaniu terapii ukierunkowanej i projektowaniu struktur nowych pochodnych
o korzystnych wifasciwosciach farmakologicznych. Drugim, obok roli enzymow
metabolizujgcych w przemianach lekow, funkcjonalnym aspektem dla farmakokinetyki
zwigzkéw  przeciwnowotworowych oraz ich  przydatnosci terapeutycznej, jest
scharakteryzowanie ich udziatu w interakcjach lek-lek. W tym celu, istotnie waznym jest
okreslenie wptywu potencjalnych lekéw na ekspresje gendw i aktywnosc katalityczng biatek
enzymatycznych [Riddic i wsp., 2005]. Wobec powyzszego, kontynuowanie badan przemian
metabolicznych zsyntetyzowanych w zespole Profesora Konopy przeciwnowotworowych
pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny i triazoloakrydonu oraz ich potencjalnego wptywu na

biatka enzymatyczne byto szczegdlnie uzasadnione.

Badania bedace przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej zmierzaty w dwoch
gtownych kierunkach:

Po pierwsze, miaty okres$lic charakter catoksztattu przemian metabolicznych,
tzn. aktywacji i detoksykaciji, jakim zwigzki C-1748, C-857 i C-1305, jako potencjalne leki,
beda ulegaty w organizmie pacjenta, a scisle w komérkach nowotworowych.

Po drugie, miaty na celu poznanie wptywu badanych zwigzkéw na ekspresje genow
oraz aktywnos¢ katalityczng wybranych enzymdéw metabolizujgcych, gtéwnie z rodziny
cytochromow P450. Biorgc pod uwage fakt, iz chemoterapia nowotwordw jest zwykle terapig
wielolekowg wyniki tych badan okreslityby potencjalne interakcje zwigzkéw z innymi lekami
w organizmie pacjenta. Co wiecej, umozliwityby ukierunkowanie sposobu fgczenia
pochodnych akrydyny z innymi lekami, w celu osiggniecia jak najlepszych efektéw

terapeutycznych w nowoczesnej terapii, ukierunkowanej na pacjentow.

We wstepnych badaniach, okreslitam udziat rekombinantowych izoenzymoéw
cytochromu P450, CYP3A4, CYP2C9 oraz CYP1A2 w metabolizmie pochodnych akrydyny.
Stwierdzitam, Zze obie pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny byly wrazliwe wobec trzech
izoenzyméw, chociaz ich zdolno$¢ do transformacji byta zr6znicowana zaréwno pomiedzy
zwigzkami, jak i biatkami enzymatycznymi. Wykazatam, ze w przemianach pochodnej
C-1748 najistotniejszg role odgrywat CYP2C9, nieco mniejszg CYP3A4. W przypadku
pochodnej C-857 to CYP3A4 metabolizowat najsilniej. 1zoenzym CYP1A2 najstabiej
metabolizowat oba zwigzki. O ile obie pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny ulegaty
przemianom metabolicznym w obecnosci wszystkich trzech izoenzymow, to nie
zaobserwowatam reaktywnosci C-1305 wobec Zzadnego z zastosowanych rekombinantowych
ludzkich biatek P450.

Ten nieoczekiwany rezultat pozwolit na postawienie hipotezy o réznym przebiegu

szlakdbw metabolicznych zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305 w komdrkach nowotworowych.
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Hipoteza ta wydawata sie szczegdlnie atrakcyjna ze wzgledu na to, iz uchwycenie réznic
w metabolizmie badanych zwigzkow w miejscu ich oczekiwanego dziatania w terapii, moze
by¢ decydujgce w przewidywaniu skutecznosci koncowego efektu.

W pierwszej czesci swojej pracy skupitam sie na scharakteryzowaniu przemian
metabolicznych zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305 w réznych nowotworowych liniach
komorkowych pochodzenia ludzkiego, HepG2, HT29, HCT116 oraz A549. Odnoszgc sie do
danych literaturowych [Oyama i wsp., 2004; Rodriguez-Antona i Ingelman-Sundberg, 2006;
Michael i Doherty, 2007], badania rozpoczetam od przeprowadzenia relatywnej kwantyfikacji
transkryptow CYP3A4 mRNA, CYP2C9 mRNA oraz CYP1A2 mRNA w wybranych liniach.
Wykazatam, iz najwyzszy poziom ekspresji genéw CYP3A4 i CYP2C9 byt w linii nowotworu
watroby, HepG2. W pozostatych liniach byt blisko o potowe nizszy. Co ciekawe, jedynie
w linii niedrobnokomdrkowego nowotworu ptuc, A549, ekspresja CYP1A2 byta najwyzsza.
Jednakze wynik ten nie byt zaskakujgcy. Liczne grupy badawcze wykazaly bowiem
podwyzszenie poziomu ekspresji CYP1A2 w komérkach nowotworu piluc [Osawa
i wsp., 2007; Singh i wsp., 2011]. Nastepowato to poprzez z indukcje receptora AhR,
regulujgcego ekspresje genow izoenzyméw z podrodziny CYP1A, indukowang przez
kancerogenne weglowodory aromatyczne wystepujgce [Misaki i wsp., 2007].

W kolejnym etapie badan wykazatam, Zze wszystkie badane zwigzki, pochodne
9-amino-1-nitroakrydyny oraz pochodna triazoloakrydonu, wnikaja do komdrek
nowotworowych i ulegajg w nich przemianom metabolicznym, zréznicowanym pod wzgledem
intensywnosci. Zwigzki C-1748 i C-857 metabolizowaty odpowiednio, do 4 i 7 gtdwnych
produktow w komoérkach HepG2. OkreS$lenie zaleznosci metabolizmu od czasu inkubacji
komoérek HepG2 ze zwigzkami C-1748 i C-857, pozwolit stwierdzi¢, ze po 72 godzinach
stopien przemiany wynosit odpowiednio, 69% i 86%. Co ciekawe, najwiecej produktow
o dos¢ wysokim stezeniu pochodnej C-857 zaobserwowa¢ mozna byto tylko po 3 godzinach
inkubacji. Wydtuzanie czasu inkubacji skutkowato drastycznym obnizeniem ilosci oraz
stezenia metabolitow C-857, a wiec mimo, ze pochodna C-857 metabolizowata do wielu
produktéw o wyzszym stezeniu, okazaty sie one bardzo nietrwate. Stwierdzitam natomiast,
ze pochodna z podstawnikiem metylowym byta mniej podatna na przemiany metaboliczne
od 4-niepodstawionego analogu. Wynik byt zgodny z otrzymanymi wczes$niej w uktadach
modelowych wskazujgcymi na obecnosc¢ grupy metylowej jako powod nizszej reaktywnosci
C-1748 [Wisniewska, 2008].

Na podstawie wiedzy o metabolitach zwigzkéw C-1748 i C-857, powstajgcych
w warunkach chemicznej redukcji oraz wtasnej analizy spektroskopowej, widm ESI-MS
i UV-Vis, zaproponowatam struktury 4 gtéwnych metabolitow obu pochodnych, powstajgcych
w komoérkach HepG2. Trzy z nich to: produkt z catkowicie zredukowang grupg nitrowg

(M4 i M*,), metabolit z dodatkowym pierscieniem pomiedzy atomami azotu w pozycji 1 i 9
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pierscienia akrydyny (M; i M?*;) oraz czgsteczka 1-nitroakrydonu, powstata na drodze
catkowitej redukcji grupy nitrowej i odszczepieniu aminoalkilowego fancucha bocznego (Ms
i M*s). Powstanie dwéch metabolitéw: z dodatkowym pierscieniem szescioczionowym oraz
1-nitroakrydonu, jest wynikiem oddziatywania metabolizowanych atomoéw azotu w pozycji
11 9 pierscienia, co wykazaty wczesniejsze badania ledakrinu. [Konieczny i Konopa, 1980].
Zaobserwowano w nich, ze atom tlenu w pozycji 9 pierscienia 1-nitroakrydonu pochodzi z
grupy nitrowej znajdujacej sie w pozycji 1 pierscienia, a nie z czgsteczki wody. Podobny
charakter przemian metabolicznych mozna zauwazy¢ u azotowych pochodnych gazu
musztardowego. Przykladem jest prolek o symbolu PR-104A (metanosulfonian 2-((2-
bromoetylo-)-2[(hydroksyetylo)amino)karbonyl]-4,6-dinitroanilino]-etylu), ktéry na drodze
redukcji grupy aminowej w pozycji orto benzenu, transformuje do produktu z dodatkowym
pierscieniem. Redukcja grupy nitrowej w pozycji para pochodnej PR-104A prowadzi zas do
powstania hydroksyloaminy oraz catkowicie zredukowanego produktu z grupg aminowg
[Patterson i wsp., 2007; Helsby i wsp., 2008]. Nieoczekiwanym wynikiem moich badan byto
pojawienie sie metabolitu M;/M*;, nie obserwowanego wczesniej w enzymatycznych
uktadach bezkomorkowych. Po analizie widma masowego oraz widma UV-Vis
zaproponowang przeze mnie strukturg tego produktu byt dimer aza-akrydyny, ktory
powstawat, na skutek sprzegania dwéch atoméw azotu w pozycji 1 pierdcienia
aromatycznego. Mozna przypuszcza¢, ze w reakcji tej biorg udziat reaktywne formy
posrednie redukcji grupy nitrowej, poniewaz analiza wartosci jonu masowego tego produktu
wykazata, ze sprzezeniu ulegly czgsteczki produktu M;/M*;, charakteryzujgcego sie
zredukowang grupg nitrowg do aminowej. Redukcja grupy nitrowej prowadzi do powstawania
amin aromatycznych, jako ostatecznych produktéw metabolizmu, ale réwniez do
zredukowanych produktéw posrednich: nitrozoaminy i hydroksyloaminy. Reakcje takie
zachodzg rowniez m.in. podczas redukcji zwigzkow przeciwnowotworowych, takich jak
pochodne: nitrozo imidazolu czy pyrazoloakrydyny [Raleigh i Liu, 1984; Palomino i wsp.,
1996].

W odrdznieniu od zwigzkéw C-857 i C-1748, pochodna triazoloakrydonu, C-1305,
metabolizowata tylko do jednego produktu, ktérego stezenie tylko nieznacznie zwiekszato sie
wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji. Analiza obrazéw chromatograficznych sktadu
komorkowych ekstraktow metanolowych, widm absorpcyjnych UV-Vis oraz widm masowych
piku chromatograficznego uzyskanego metabolitu, pozwolita zaproponowac strukture
produktu C-1305 otrzymanego w komoérkach HepG2 jako N-tlenku na terminalnym atomie
azotu w fancuchu bocznym badanego zwigzku. Opierajgc sie na przestankach literaturowych
dotyczgcych przemian tamoksyfenu [Krueger i wsp., 2006] oraz dodatkowych badaniach:
Fedejko-Kap i wsp. okreslajgcych udziat rekombinantowych monooksygenaz flawinowych

FMO w metabolizmie C-1305 [Fedejko-Kap i wsp., 2011] oraz Potegi i wsp. dotyczgcych

141



Dyskusja wynikéw i wnioski

przemian metabolicznych zwigzku C-1311 [Potega i wsp., 2011], uznatam, ze w przemianie
enzymatycznej C-1305 do N-tlenku w komodrkach HepG2 biorg udziat monooksygenazy
flawinowe, FMO. Sg to enzymy | fazy metabolizmu, pelnigce zasadniczg funkcje
detoksykacyjng, wykazujgce aktywnosc¢ utleniajgcg w stosunku do heteroatoméw swoich
substratéw [Cashman, 2005].

Zastosowanie trzech dodatkowych linii komoérkowych, HT29, HCT116 oraz A549, dato
przekonanie o0 zrdéznicowaniu przemian metabolicznych pochodnych akrydyny w réznych
typach nowotwordw. Ogoélny wniosek byt taki, ze intensywnos¢ przemian zwigzkéw w tych
liniach byla nizsza niz w komoérkach HepG2. Réznice te byly szczegodlnie widoczne
w metabolizmie zwigzku najbardziej reaktywnego, C-857, gdzie ilos¢ produktéw oraz ich
stezenie bylo wyraznie nizsze w liniach nowotworu jelita grubego oraz ptuc w poréwnaniu do
nowotworu watroby. Za wynik ten moze odpowiadaé, wykazany powyzej, nizszy poziom
ekspresji gendw izoenzymow P450 biorgcych udziat w przemianach metabolicznych tego
zwigzku. Dodatkowym rezultatem przeprowadzonych badan z udziatem rdéznych linii
komdérkowych byto zaobserwowanie jednego nowego produktu metabolizmu, wystepujgcego
w wysokim stezeniu w przypadku wszystkich zwigzkéw, w szczegdlnosci C-1305, w linii
HT29 oraz w mniejszym, w linii A549. Byt to metabolit 0 zmienionym w stosunku do substratu
widmie UV-vis (Myt29, M*4120, Prr2g). Na podstawie analizy widm MS przyjetam, ze jest on
wynikiem sprzezenia czasteczki akrydyny z resztg kwasu glukuronowego. Podczas reakc;ji
glukuronidacji, kwas glukuronowy, w postaci aktywnej sprzegany jest z grupg funkcyjnag
ksenobiotyku, zazwyczaj hydroksylowg, karboksylowa, aminowg badz tiolowa, co prowadzi
do utworzenia O-, N- lub S-glukuronidéw [Bourcier i wsp., 2010]. Na tej podstawie mozna
wnioskowac, ze najbardziej prawdopodobne w przypadku C-1748 i C-857 jest sprzeganie
z grupg hydroksylowg tanicucha bocznego. Dla potwierdzenia, ze otrzymany produkt C-1748
i C-857 jest glukuronidem, przeprowadzitam tez transformacje metaboliczng tych zwigzkéow
wobec enzymdéw mikrosomalnych w obecnosci UDPGA, bedacego kosubstratem dla
enzyméw UGT. Otrzymane wyniki wskazaty na aktywno$¢ zawartych w pecherzykach
mikrosomalnych enzymoéw UGT w stosunku do obu pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny.

Kontynuujgc  watek metabolizmu  detoksykacyjnego zbadatam  mozliwosé
powstawania produktéw sprzegania z UDPGA metabolitow C-1748 i C-857, powstajgcych po
inkubacji 'z mieszaning enzyméw mikrosomalnych. Wykazatam, iz jedynymi
zidentyfikowanymi glukuronidami okazaly sie produkty sprzegania ze zwigzkami
macierzystymi. To daje przestanke do przypuszczen, ze warunkiem powstania
O- glukuronidéw pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny, jest koniecznosé¢ wystepowania
enzymow UGT w komoérce, ale réwniez mniej intensywny metabolizm zwigzkéw,

wykluczajacy szybkie powstawanie reaktywnych metabolitéw.
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Poszukujgc odpowiedzi na pytanie, czy wyzsza ekspresja genow metabolizujgcych
zwigzek przeciwnowotworowy, przenosi sie na wyzszg aktywnosé cytotoksyczng leku,
przeprowadzitam badania przemian metabolicznych w komoérkach HepG2 transfekowanych
wektorem z sekwencjg gendéw izoenzymu CYP3A4. Wykazatam, ze przemiany pochodnych
C-1748 i C-857 byty intensywniejsze w komorkach linii Hep3A4 w poréwnaniu do linii
kontrolnej (HepC34), czego nie stwierdzitam w przypadku zwigzku C-1305. Swiadczy to
0 udziale izoenzymu CYP3A4 w metabolizmie pochodnych 1-nitro i brak jego udziatu
w przemianach C-1305. Majgc powyzsze na uwadze, sprawdzitam czy nasilony metabolizm
C-1748 i C-857 w linii Hep3A4, ma swoje odbicie w aktywnosci cytotoksycznej zwigzkéw
wobec tych komoérek. Wykazatam, ze po 72 godzinnej ekspozyciji komérek na zwigzki, nie
byto istotnych réoznic w hamowaniu proliferacji komérek pomiedzy linia Hep3A4, a linig
kontrolng. Przypuszczatam, ze wynika to z silnej reaktywnosci produktow, a w konsekwencji
z braku réznic pomiedzy liniami w przemianie zwigzkdéw, obserwowanej po dtugim czasie
ekspozycji. Potwierdzeniem byt wynik po skroceniu czasu inkubacji komorek ze zwigzkami
do 3 godzin. Otrzymatam w tych warunkach pieciokrotny wzrost aktywnosci cytotoksycznej
zwigzkow w linii z nadekspresjg CYP3A4. Wykazatam wiec, zaleznos¢ hamowania wzrostu
komoérek nowotworowych od poziomu enzymow metabolizujgcych potencjalne leki
przeciwnowotworowe, C-1748 i C-857. Wskazat na to réwniez fakt, ze pochodna C-1305, nie
metabolizowana przez CYP3A4, nie przejawiata réznic w aktywnosci cytotoksycznej wobec
linii Hep3A4 i HepC34, niezaleznie od czasu inkubaciji.

Z uwagi na stwierdzenie redukcyjnego charakteru przemian metabolicznych
zwigzkow C-1748 i C-857, w kolejnym etapie pracy sprawdzitam czy i w jaki sposob na
metabolizm tych zwigzkéw wptywa ograniczenie dostepu tlenu w prowadzonej hodowli
komoérek HepG2 traktowanej pochodnymi akrydyny. Istotny kierunek terapii nowotworow
uwzglednia bowiem zjawisko hypoksji w guzie nowotworowym. Od wielu lat wiadomo, ze
obnizone cisnienie parcjalne tlenu w komaérkach nowotworowych prowadzi do opornos$ci na
leczenie w wyniku uruchomienia réznych mechanizmoéw [Tredan i wsp., 2007; Wouters i
wsp., 2007 Cosse i Michiels, 2008]. Przyktadem takich mechanizmoéw jest indukcja ekspresji
gendéw opornosci wielolekowej (MDR1, MRP1) odpowiedzialna za opornos¢ komoérek HepG2
na 5-fluorouracyl [Comerford i wsp., 2002; Zhu i wsp., 2005], obnizenie ekspres;ji fosfatazy 2
o podwajnej specyficznosci (DUSP2) co jak stwierdzono skutkuje opornoscig komoérek Hela
i HCT116 na terapie cisplatyng i paklitaselem [Lin i wsp., 2011] oraz obnizenie utleniajgcych
wiasciwosci izoenzymow cytochromu P450 koniecznych do aktywacji niektorych lekow
przeciwnowotworowych [Legendre i wsp., 2009]. Otrzymane w niniejszej pracy wyniki, daty
odmienny obraz skutkéw hypoksji. Wykazatam, ze w warunkach ograniczonego dostepu
tlenu, stopien przemiany zwigzkéw C-1748 i C-857 byt wyraznie wyzszy niz w warunkach

normalnych. Co wiecej, powstajgce metabolity charakteryzowaty sie, w odrdznieniu od
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warunkéw tlenowych, wysokg stabilnoscig. Zidentyfikowatam je jako produkt ze
zredukowang grupg nitrowg do aminowej (M, i M*;), z dodatkowym pierscieniem pomiedzy
atomami azotu (Ms i M*;) oraz metabolit ze zredukowang grupg nitrowg i odszczepionym
tancuchem alifatycznym (Ms i M%;). Otrzymane wyniki sg na tyle ciekawe, ze
zaobserwowatam w nich nie tylko wzrost stezenia zredukowanych metabolitow w warunkach
hypoksiji, ale rowniez wyzszg stabilnos¢ tych metabolitow, od 24 do 72 godzin. Zwraca to
szczegolng uwage ze wzgledu na fakt, ze dotyczy tez komédrek z nadekspresjg enzymu
Hep3A4, w ktérych mimo osiggniecia po 3 godzinach inkubacji wyzszego stezenia
produktéw, stezenie to stopniowo spadato do 72 godzin.

Otrzymany wynik wptywu hypoksji na metabolizm ttumaczy obserwowany brak réznic
w aktywnosci cytotoksycznej C-1748 i C-857 wobec linii z normalng i podwyzszong
ekspresjg CYP3A4 oraz fakt, ze aktywnos¢ cytotoksyczna obu zwigzkéw w hypoksji byta
istotnie wyzsza po 72 godzinach ekspozycji niz w warunkach normalnych. Powyzsze wyniki
sg solidng podstawg do stwierdzenia, ze pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny mogg byc
nowym typem zwigzkow bioredukcyjnych, ktorych aktywnos$é cytotoksyczna jest regulowana
przez naturalne sSrodowisko wystepujgce wewnatrz guza. W normalnie natlenionym
srodowisku prolek bedzie ulegat redukcyjnej aktywacji, po czym warunki utleniajace
powodujg degradacje otrzymanych metabolitéw. W Srodowisku niedotlenienia degradacja
zredukowanych metabolitéw jest powolna i produktem pozostaje aktywowany lek. Taki
mechanizm zapewnia selektywno$¢ dziatania w hypoksonicznych warunkach nowotworu
litego. Obecnie zwigzki wykazujgce wyzszg aktywnosé cytotoksyczng w stosunku do
subpopulacji komoérek zaadoptowanych do zycia w hypoksji, sg szeroko poszukiwane
[McKeown i wsp., 2007]. Stwierdzona obecnos¢ w nowotworze litym komdrek ze zmienionym
metabolizmem przystosowanym do warunkéw beztlenowych, stanowi powazny problem
kliniczny [Vaupel i Harrison, 2004; Axelson i wsp., 2005]. Przyktadem lekéw aktywnych w
hypoksji sg mitomycyna C [Kennedy i wsp., 1980], tirazapamina [Rischin i wsp., 2005],
AQ4N [Patterson and McKeown, 2000]. Zwigzkiem o podobnym metabolizmie do
pochodnych C-1748 i C-857 jest PR-104A, ktéry selektywnie transformuje do produktéw ze
zredukowang grupg nitrowg (PR-104M) w warunkach hypoks;ji [Helsby i wsp., 2008], przez
co wykazuje wyzszg aktywnosS¢ cytotoksyczng wobec niedotlenionych komorek
nowotworowych [Patterson i wsp., 2007; Gu i wsp., 2009].

Uzupetnieniem  badan  metabolizmu  redukcyjnego  przeciwnowotworowych
pochodnych C-1748 i C-857 stata sie préba wyjasnienia roli w transformacjach
metabolicznych NADPH-zaleznej reduktazy cytochromu P450 (CPR). W wynikach
przedstawionych w rozprawie doktorskiej Wisniewska [Wisniewska, 2008] wykazata, ze
produkty powstajgce w przemianie zwigzkéw C-1748 i C-857 z rekombinantowg reduktazg

cytochromu P450 sg identyczne z tymi, ktére powstawaty z enzymami mikrosomalnymi. Fakt
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ten oraz to, ze warunki hypoksji podnoszg aktywnos$¢ reduktazy CPR [Roosemboom i wsp.,
2004], sktonity mnie do potgczenia czynnika srodowiskowego (hypoksji) oraz genetycznego
(nadekspresja CPR) i zbadania przemian metabolicznych zwigzkéw C-1748 i C-857
w komorkach HepG2 transfekowanych wektorem plazmidowym 2z sekwencjg cpr,
w warunkach niedotlenienia. Uzyskane wyniki pokazaty, ze po 24 godzinnej ekspozycji
komorek na badane zwigzki, nastgpita prawie 100% konwersja pochodnych macierzystych
do produktow ze zredukowang grupg nitrowg do aminowej(M; i M*;). Mozna sadzi¢, ze CPR
pracujgc samodzielnie, bez udziaty cytochromu P450, katalizowata metabolizm redukcyjny
badanych zwigzkéw. Dodatkowo, okreslenie aktywnosci cytotoksycznej zwigzkéw C-1748
i C-857 wobec komorek transfekowanych wektorem cpr, wykazato okoto pieciokrotny wzrost
aktywnosci w warunkach hypoksji, w porownaniu z warunkami tlenowymi. Podsumowujac,
potgczenie warunkow niedotlenienia z podwyzszong aktywnoscig reduktazy CPR, dobitnie
dowodzi o selektywnym dziataniu C-1748 i C-857 w warunkach redukcyjnych.
Prawdopodobnie raz zredukowany zwigzek C-1748 i C-857 w warunkach hypoksji bedzie,
wykazujgc wzgledng stabilnos¢, pozostawat w tkankach niedotlenionych i bedzie indukowat
Smier¢ kazdej komorki wchodzacej w cykl podziatowy. Gdy w komorce bedzie zbyt duze
stezenie metabolitéw, mogg sie one przemieszczac do sgsiednich komérek wigzac sie do ich
DNA. Nazwano to ,efektem sagsiedztwa” (ang. bystander effect) [Dachs i wsp., 2009].
Znaczacym utrudnieniem w przypadku terapii z udzialem pochodnych 9-amino-1-
nitroakrydyny jest sposéb ich selektywnego skierowania tylko do komérek wewnatrz guza.
Jedng z rozwazanych skutecznych strategii moze by¢ w tym przypadku wykorzystanie
przeno$nikow lekéw takich jak: liposomy, nanoczgsteczki czy przeciwciata. Przenosniki
pozwalajg na zwiekszenie wewnagtrzkomorkowego stezenia lekow w komodrkach
nowotworowych oraz na ograniczenie ich toksycznosci ogélnej oraz opornosci wielolekowe;.
Interesujgcym rozwigzaniem jest rowniez bardziej zlozony system dostarczania lekow,
terapia ADEPT (ang. Antibody Directed Enzyme Prodrug Therapy) lub GDEPT (ang. Gene
Directed Enzyme Prodrug Therapy). Ich zatozeniem jest dostarczanie do komorek
nowotworowych odpowiednio przeciwciat lub wektoréw, potgczonych ze specyficznym
enzymem bgdz jego sekwencjg genowa, ktdrego zadaniem jest przeksztatcanie proleku w
jego aktywng posta¢ [Binley i wsp., 2003; Cowen i wsp., 2004]. Transportowany w taki
sposob zwigzek C-1748, z sekwencjg gendéw reduktazy cytochromu P450 z regionem
promotorowym regulowanym hypoksjg, metabolizowatby w wewnetrznych komoérkach guza,
do aktywnych przeciwnowotworowo produktow, unikajgc w ten sposob toksycznego dziatania
na komorki zdrowe. Obiecujgce wyniki otrzymano dla proleku AQ4N, wprowadzajgc go do
komoérek wraz z wektorem z sekwencjg gendéw izoenzymow CYP3A4 i CYP2B6, biorgcych

udziat w jego transformacji w warunkach hypoksji [Yakkundi i wsp., 2006].
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Analiza przemian metabolicznych pochodnej C-1305, w komorkach HepG2
w warunkach hypoksji oraz w warunkach normalnych, data odmienny obraz od C-1748
i C-857. Metabolizm C-1305 nie zmieniat sie po krotszych czasach inkubacji. Po 24
godzinach, widoczne byto nawet zmniejszenie stezenia metabolitu P4, zidentyfikowanego
jako N-tlenek. Wyttumaczy¢ to mozna tym, ze N-tlenek C-1305 w warunkach redukcyjnych
ulega konwersji do zwigzku macierzystego [Fedejko-Kap i wsp., 2011], podobnie jak N-tlenek
tamaksyfenu [Parte i Kupfer, 2005]. Ma to swoje odbicie, w nizszej aktywnosci

cytotoksycznej w komérkach niedotlenionych.

W drugiej czesci pracy podjetam badania zmierzajgce do poznania wptywu
pochodnych C-1748, C-857 i C-1305 na aktywnos¢ katalityczng oraz poziom ekspresji
gendw, dwoch izoenzyméw CYP3A4 i CYP2C9. Biorg one w najwyzszym stopniu udziat
w transformacji ksenobiotykdéw, a wiec potencjalna modulacja poziomu aktywnosci tych
biatek bedzie miata duzy udziat w interakcjach lek-lek. Podjete badania wynikajg
z koniecznos$ci ograniczenia interakcji pomiedzy lekami w pdzniejszej terapii potencjalnymi
chemoterapeutykami. Z drugiej strony uwzglednitam fakt, ze aktywno$¢ katalityczna i poziom
ekspresji genéw izoenzyméw P450 zalezy nie tylko od profilu genetycznego pacjenta, ale
réwniez od czynnikdw zewnetrznych, w tym kontaktu z ksenobiotykami [Hewitt, 2007].
W mysl tych przestanek, w pierwszym etapie okreslitam wptyw badanych zwigzkéw na
aktywnos¢ katalityczng izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9. W celu okreslenia czy miat on
charakter funkcjonalny, wynikajgcy z aktywnego mechanizmu dziatania leku, a nie byt
spowodowany efektem cytotoksycznym, eksperymenty prowadzitam przy stezeniach
zwigzkow nizszych badz réwnych EC3. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazaty, ze:

= Zarowno zwigzki C-1748 i C-857, jak i C-1305, indukowaty aktywnos¢ obu

izoenzyméw, CYP3A4 i CYP2C9.

= Pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny wptywaty na aktywnos¢ enzymatyczng obu biatek

przy niskich stezeniach, wzrost ich stezenia powodowat zahamowanie indukgciji.

= Pochodna C-1305 w zaleznosci liniowej od stezenia indukowata aktywnos$¢ CYP3A4

i CYP2CO9.

W ten sposob stwierdzitam udziat badanych zwigzkow w modulacji aktywnosci
katalitycznej, bardzo waznych z klinicznego punktu widzenia, izoenzyméw cytochromu P450.
W kolejnym kroku sprawdzitam, czy modulacja ta zachodzi poprzez zmiany w poziomie
ekspresji gendéw obu izoenzymow. Uzyskane rezultaty wskazaty na udziat wszystkich trzech
pochodnych akrydyny w modulacji poziomu ekspresji CYP3A4 i CYP2C9. Zwigzki C-1748
i C-857 indukowaly ekspresje przy niskich stezeniach, pochodna bardziej reaktywna C-857,
przy stezeniu 0,001 uM, pochodna C-1748, przy stezeniach 0,001 uyM i 0,01 yM. Pod

wplywem wyzszego stezenia obu zwigzkoéw poziom ekspresji byt poréwnywalny badz nizszy
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niz w komoérkach kontrolnych. Zauwazytam, ze kinetyka zachodzgcych zmian byta szybka i
zalezna liniowo do 24 godzin. Po 48 godzinach poziom ekspresji CYP3A4
i CYP2C9 wrocit do poziomu kontrolnego. Analogiczne rezultaty otrzymatam w badaniu
poziomu biatka metodg Western blotting. Stwierdzitam, ze krotki czas inkubacji ze zwigzkami
(szybka kinetyka) wymagany do zaobserwowania istotnych zmian w modulacji poziomu
ekspresji gendw i poziomu biatek oraz stopniowy zanik tej indukcji po wydtuzajgcym sie
czasie inkubaciji sugerujg, ze na indukcje poziomu i ekspresji CYP3A4 i CYP2C9 majg wptyw
same zwigzki macierzyste, a nie ich metabolity. Sytuacje odwrotng mozna zaobserwowa¢ w
przypadku zastosowania induktora ekspresji CYP3A4, jakim jest aflatoksyna B1 [Ratajewski i
wsp., 2011]. Wykazano bowiem, ze kinetyka dziatania aflatoksyny jest wolniejsza od
obserwowanej u rifampicyny, standardowego induktora ekspresji CYP3A4, co moze
sugerowac, ze to metabolity aflatoksyny B1, a nie sama aflatoksyna B1, sg odpowiedzialne
za efekt indukcji ekspresji CYP3A4. Moje przypuszczenie, ze natywne formy zwigzkéw, a nie
ich metabolity, biorg udziat w indukcji ekspresji izoenzymow, potwierdzity badania poziomu
ekspresji CYP3A4 i CYP2C9 w komoérkach HepG2, po ekspozycji na zwigzki C-1748 i C-857,
w warunkach hypoksji. Okazato sie, ze niedotlenienie, w ktérych pochodne nitro wykazywaty
wysoki stopien przemiany, znosito efekt indukcji ekspresji gendéw obu izoenzymow. W tym
wypadku, warunki hypoksji, rowniez okazaty sie bardzo atrakcyjne w aspekcie oddziatywan
lek-lek.

Nieco innych charakter miat wptyw pochodnej C-1305 na indukcje ekspresji CYP3A4
i CYP2C9. Zwigzek ten okazat sie silnym induktorem, prawie trzykrotnie silniejszym od
rifampicyny stosowanej w tym samym stezeniu co C-1305 [Li i Chiang, 2006; Wrzal i wsp.,
2010; Raynal i wsp., 2010]. Dalsza ocena dziatania pochodnej C-1305 wykazata, ze kinetyka
indukcji ekspresji byta liniowa, podobna do kinetyki dziatania rifampicyny. Zwigzek C-1305,
w odroznieniu od C-1748 i C-857, po 48 godzinach nadal przyczyniat sie do wzrostu
ekspresji obu genow. Analiza porownawcza powyzszych rezultatow pozwolita stwierdzi¢, ze
w przeciwienstwie do C-1305, w przypadku C-1748 i C-857 nastepuje autoindukcja
metabolizmu obu zwigzkéw. Podobny mechanizm zaobserwowano dla ifosfamidu [Kerbusch
i wsp., 2001; Harmsen i wsp., 2009]. Zwigzek poprzez indukcje aktywnosci katalitycznej
i ekspresji genow enzymow biorgcych udziat w jego metabolizmie, przyczynia sie do wzrostu
stopnia przemiany tego zwigzku.

Majac na uwadze wykazane zdolnosci pochodnych akrydyny do indukcji aktywnosci
katalitycznej oraz poziomu ekspresji gendw izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9, podjetam probe
wyjasnienia, czy zachodzgce modulacje wynikajg z interakcji badanych zwigzkow
z receptorem PXR. Receptor ten reguluje bowiem ekspresje wielu genow w tym: CYP3A4,
CYP2C9, CYP2C19 [Ma, 2008; Mackenzie i wsp., 2010], UGT1A1, GST, SULT [Fang i wsp.,
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2007, Naspinski i wsp., 2008] oraz MDR1, OATP2 [Frank i wsp., 2005; Cerveny i wsp.,
2007]. Badania przeprowadzitam w kilku etapach.

W pierwszym kroku wykazatam udziat receptora PXR w indukcji ekspresji gendéw
CYP3A4 poprze zastosowanie reporterowej linii, nhrtox-hepg2. Jest to stabilnie
stransfekowana linia HepG2, wektorem z sekwencjg CYP3A4 ER6 PXRE oraz genem
markerowym eukariotycznej lucyferazy. Uzyskane wyniki wskazaty, ze indukcja poziomu
ekspresji gendéw CYP3A4 przez trzy badane pochodne, regulowana jest przez PXR. Zwigzki,
C-1748 i C-857, powodowaty okoto trzykrotny wzrost poziomu ekspresji CYP3A4, podobnie
jak rifampicyna. Pochodna C-1305 indukowata az dziewieciokrotny wzrost ekspresji
CYP3A4, co dato wynik wyzszy od wartosci indukcji efektywnego agonisty receptora PXR,

jakim  jest aflatoksyna  B1.
_ _ _ ) AKTYWNOSE €YP: 3A4, 2C9
Nastepnie, po wyciszeniu gendw CYTOTOKSYCZNA — UGT1A1 —

PXR przy pomocy siRNA, RiDR1
K ; . . . CcYP Hypoxia 7T
przekonatam sie, ze prawie UGT | | CPR 11 PN
catkowicie zostata zablokowana CPR B CYPT
. . R 9amino-1- 9-amino-1-
indu ij a ekspre SJi CYP3A4 nitroakrydyny: | ¢ nitroakrydyny:
- - || Ay Gy Gt ey 1
i CYP2C9 w przypadku wszystkich L oD
trzech pochodnych akrydyny. EOOIEE aktywnosci biatek
) ) . ) ) nowotworowej enzymatycznych
Potwierdzitam rowniez udziat | ; B : I
Triazoloakrydon: | Triazoloakrydon:
pochodnych akrydyny w indukgciji c1305 C-1305
. . , T jHypoxia T/
ekspresji innych genow, FMO
uGT e
regulowanej przez receptor PXR, c
takich jak: UGT1A1 i MDR1. Co AKTYWNOSC YP: 3A4, 2C9
CYTOTOKSYCZNA UGT1A1 -—
wazne, nie zaobserwowatam MDR1

réznic w poziomie ekspresji PXR.

Wynik ten dodatkowo przekonuje o udziale PXR w wykazanych modulacjach ekspresji
genow CYP3A4, CYP2C9, UGT1A1 oraz MDR1. Dodatkowo wykazatam, ze sze$ciokrotna
indukcja ekspresji MDR1 poprzez pochodng C-1305, skutkowata szybkim usuwaniem
z komorek HepG2 doksorubicyny, bedgcej substratem dla biatka P-gp. Efekt ten spowodowat
istotne obnizenie aktywnosci cytotoksycznej doksorubicyny wobec HepG2. Wyniki te
odnajdujg silne poparcie w badaniach zespotéw pod kierunkiem Chen [Chen i wsp., 2007;
Chen i wsp., 2010] oraz Gupta [Gupta i wsp., 2008], ktére indukcje aktywnosci PXR uwazajg
za jeden z gtdbwnych powodow wystepowania opornosci na niektore leki
przeciwnowotworowe. Indukcja ekspresji UGT71A71, ma réwniez inny istotny aspekt
w zakresie farmakokinetyki stosowanych lekéw przeciwnowotworowych, metabolizowanych
przez ten izoenzym. Wykazano bowiem, ze irinotekan, ktérego produktem glukuronidacji jest

SN-38, ma wptyw na wzrost ekspresji UGT1A1 poprzez indukcje aktywnosci PXR
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i przyczynia sie w ten sposéb do indukcji opornosci, wielu linii nowotworowych pochodzgcych
z jelita grubego, na terapie irinotekanem [Raynal i wsp., 2010].

W koncowym etapie okreslitam wplyw na indukcje ekspresji CYP3A4 pochodnych
akrydyny w skojarzeniu ze standardowym induktorem PXR, rifampicyng oraz inhibitorem,
ketokonazolem, poniewaz poznanie profilu zachodzacych modulacji umozliwia tworzenie
wlasciwego schematu fgczenia zwigzkéw C-1748, C-857 i C-1305, z innymi lekami,
w potencjalnej terapii wielolekowej. Uzyskane wyniki wskazaty, ze efekty indukcji i inhibiciji
naktadaty sie na siebie, czyli nastepowato wspoétzawodnictwo ligandéw receptora PXR
0 miejsce wigzania. Jest to kolejna przestanka do stwierdzenia, ze pochodne akrydyny

indukujg ekspresje genéw CYP3A4 na drodze wigzania sie z PXR.

Za najciekawsze wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej uwazam, po
pierwsze scharakteryzowanie selektywnego metabolizmu pochodnych 9-amino-1-
nitroakrydyny w warunkach hypoksji, co poszerza wiedze na temat zwigzkéw o metabolizmie
redukcyjnych, réwniez stosowanych w chemoterapii. Waznym aspektem byto rowniez
stwierdzenie braku udziatu izoenzymow cytochromu P450 w metabolizmie pochodnej
C-1305 w komodrkach nowotworowych. Dato to nowe spojrzenie na charakter zmian
metabolicznych tego zwigzku oraz jego skutecznosci w stosunku do réznych linii
nowotworowych.

Kolejnym atrakcyjnym wynikiem byto wykazanie nowego, dla pochodnych akrydyny,
mechanizmu dziatania, poprzez modulacje aktywnoéci PXR. Uwazam, za wysoce cenne
otrzymane przez mnie wyniki, ktére wskazujg, ze pochodne C-1748, C-857 i C-1305 sg
silnymi agonistami receptora PXR. Zwigzek C-1305 okazat sie efektywniejszym induktorem
od rifampicyny, standardowo stosowanej w badaniach. Nowe spojrzenie na indukcje
aktywnosci enzymow metabolizujgcych przez badane zwigzki pozwoli na unikniecie interakgcji
lekinauktor PxR — €K przy projektowaniu terapii wielolekowych. Umozliwi wtasciwe fgczenie
chemoterapeutykow, aby wykorzysta¢ zdolnos¢ pochodnej akrydyny do indukcji PXR,
w przypadku lekéw, ktérych efektywne dziatanie zalezy od poziomu aktywnosci enzymow
regulowanych przez ten receptor. Co wigcej, poniewaz aktywno$¢ PXR jest zwigzana
|z opornos$ig wielolekowa, wiedza na temat jego indukcji pozwala na $wiadome dobieranie

terapii dla kazdego pacjenta [Chen, 2010].
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VII. STRESZCZENIE

Przedmiotem badan przedstawionych w niniejszej pracy byly pochodne 9-amino-1-
nitroakrydyny, C-1748 i C-857 oraz pochodna triazoloakrydonu, C-1305, zsyntetyzowane
w zespole Profesora Jerzego Konopy w Katedrze Technologii Lekéw i Biochemii.

Dotychczasowe badania nad poznaniem molekularnego mechanizmu przemian
metabolicznych obu grup pochodnych, przeprowadzone w uktadach modelowych, z udziatem
czynnika redukcyjnego, ditiotreitolu, DTT oraz enzyméw frakcji mikrosomalnej, wykazaty
znaczgce roznice w metabolizmie pomiedzy pochodnymi. W przypadku zwigzku C-1748, jak
i stosowanego do celéw porownawczych 4-niepodstawionego analogu 1-nitroakrydyny,
zwigzku C-857, zaobserwowano kilka produktéw metabolizmu o réznej intensywnosci,
natomiast C-1305 transformowat tylko do jednego metabolitu. Wykazano réwniez, ze
pochodna C-1748 jest mniej podatna od innych pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny na
przemiany metaboliczne, co pozwolito przypuszcza¢, ze obnizona reaktywnosc, jak
i podatnos¢ na atak nukleofilowy $ciSle wigza sie z nizszg toksycznoscig ogodlna tego
zwigzku. Wobec powyzszego szczegodlnie uzasadnione byto kontynuowanie badan przemian
metabolicznych pochodnych akrydyny w modelowym ukfadzie ich miejsca dziatania,
komodrkach nowotworowych.

Badania bedace przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej zmierzaly w dwéch
gtbwnych kierunkach. Pierwszym celem bytlo okreslenie catoksztattu przemian
metabolicznych, tzn. aktywacji i detoksykacji, jakim zwigzki C-1748, C-857
i C-1305, jako potencjalne leki przeciwnowotworowe bedg ulegaly w komdérkach
nowotworowych pacjenta. Podjete badania wynikaty réwniez z coraz szerszych doniesien
innych autoréw na temat lokalnej ekspresji specyficznych enzyméw | i Il fazy metabolizmu
w komorkach nowotworowych. Drugim celem byto poznanie mechanizmu wptywu badanych
zwigzkow na aktywnos¢ katalityczng oraz ekspresje genow wybranych enzymow
metabolizujgcych, z rodziny cytochromu P450. Biorgc pod uwage fakt, ze chemoterapia
nowotworow jest zwykle terapig wielolekowg, wyniki tych badan miaty okresli¢c potencjalne
interakcje zwigzkéw z innymi lekami w organizmie przysztych pacjentéw oraz ukierunkowac
optymalne schematy tgczenia pochodnych akrydyny z innymi lekami, w celu osiggniecia jak
najlepszych efektéw terapeutycznych w nowoczesnej terapii, ukierunkowanej indywidualnie
na pacjenta.

Dla realizacji powyzszych celéw badawczych stosowatam rézne metody i techniki
doswiadczalne. Poszukujgc selektywnosci w metabolizmie badanych pochodnych akrydyny
zastosowatam cztery nowotworowe linie komérkowe pochodzenia ludzkiego: HepG2, HT29,

HCT116 oraz A549. Metoda obserwacji powstajgcych metabolitdw opierata sie na analizie

150



Streszczenie

chromatograficznej RP-HPLC, z detekcjg absorpcyji UV-Vis. W celu okreslenia struktur
chemicznych produktéw metabolizmu badanych zwigzkéw zastosowatam sprzezenie
chromatografii cieczowej ze spektrometrem masowym HPLC/ESI-MS. Poszukujgc
odpowiedzi na pytanie, czy wyzsza ekspresja gendéw enzymu CYP3A4, biorgcego udziat
w metabolizmie ok. 50% lekdéw stosowanych klinicznie, przektada sie na intensywniejszy
metabolizm pochodnych akrydyny oraz czy ma to wptyw na aktywnosé cytotoksyczng
zwigzkow, przeprowadzitam badania przemian metabolicznych C-1748, C-857 i C-1305
w komodrkach Hep3A4. Linia ta jest stabilnie transfekowana wektorem plazmidowym
z sekwencjg genéw CYP3A4. Dodatkowo, zastosowaltam warunki hypoksji, czyli
niedotlenienia, w celu okreslenia zaleznosci przemian metabolicznych badanych pochodnych
od zawartosci tlenu w $rodowisku komodrek nowotworowych, co odpowiada warunkom
transformacji zwigzkéw w niedotlenionym wnetrzu guza. Dla petnego obrazu przemian
metabolicznych zwigzkéw C-1748 i C-857 w warunkach redukcyjnych, okreslitam rowniez
stopien przemiany zwigzkow oraz zidentyfikowatam powstajgce produkty w komdrkach
HepG2, stransfekowanych przejsciowo wektorem plazmidowym z sekwencjg gendéw
reduktazy cytochromu P450. W dalszym etapie przeprowadzonych prac, aby okresli¢ wptyw
pochodnych akrydyny na aktywno$¢ katalityczng izoenzyméw CYP3A4 i CYP2C9 (metodag
luminescencyjng oraz technikg HPLC), zanalizowatam przemiane typowego substratu
izoenzymu CYP3A4, testosteronu, w dwoch wariantach: przy braku
i w obecnosci badanych zwigzkdéw. Stwierdzenie indukcji aktywnosci katalitycznej CYP3A4
i CYP2C9, w wyniku dziatania pochodnych akrydyny, byto wskazaniem do przeprowadzenia
badan modulacji przez te zwigzki, poziomu ekspresji gendw CYP3A4 i CYP2C9.
W tym celu zastosowatam reakcje tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym. Dla
poznania roli receptora PXR w zaobserwowanych zmianach w aktywnosci katalitycznej oraz
poziomie ekspresji gendéw izoenzymow CYP3A4 i CYP2C9 indukowanych przez zwigzki
C-1748, C-857 i C-1305, zastosowatam linie reporterowg nhrtox-hepg2. Nastepnie okreslitam
czy zachodzgce zmiany sg widoczne po wyciszeniu genow PXR przy uzyciu siRNA.
Uzupetnieniem badan byla obserwacja indukowanej przez zwigzki modulacji poziomu
ekspresji genéw UGT1A1 i MDR1, réwniez regulowanej przez receptor PXR oraz okreslenie
wyniku skojarzenia pochodnych akrydyny z rifampicyng i ketokonazolem, ktére sa

odpowiednio standardowym induktorem i inhibitorem aktywnosci PXR.

Otrzymane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze wszystkie trzy badane pochodne byty
metabolizowane w zastosowanych liniach komérek nowotworowych pochodzenia ludzkiego,
a ich stopien przemiany metabolicznej byt uzalezniony od obecnosci enzymow
metabolizujgcych | i Il fazy. Ponadto, wykazatam, ze pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny,

C-1748 i C-857, metabolizowaty do czterech gtéwnych produktéw: ze zredukowang grupa
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nitrowg, z dodatkowym pierscieniem pomiedzy atomami azotu w pozycji 1 i 9 pierscienia
akrydyny, ze zredukowang grupg nitrowg i odszczepionym fancuchem alifatycznym oraz
dimeru aza-akrydyny. Najwyzsze stezenie metabolitéw wystepowato w linii HepG2. W linii
HT29 oraz A549 widoczny byt rowniez metabolit Il fazy, zwigzek z przytagczong resztg kwasu
glukuronowego, co potwierdzity badania w uktadzie z enzymami frakcji mikrosomalnej
i kofaktorem reakcji glukuronidacji, UDPGA. Badajgc metabolizm pochodnej C-1305
stwierdzitam, ze transformuje ona do N-tlenku na terminalnym atomie azotu w tancuchu
bocznym w liniach HepG2 i HCT116. W linii HT29 powstawat w bardzo wysokim stezeniu
glukuronid zwigzku C-1305, ktéry w nizszym stezeniu byt widoczny réwniez w linii A549.

Nastepnie wykazatam, ze poziom ekspresji genéw izoenzymu CYP3A4, biorgcego
udziat w metabolizmie pochodnych C-1748 i C-857, wptywat na wzrost stopnia przemiany
obu zwigzkow, a nie miat znaczeniu w przypadku ekspozycji komoérek Hep3A4 na pochodng
C-1305. Podwyzszona szybko$¢ przemiany, a jednoczesnie niestabilnos¢ powstajgcych
produktow, miaty wptyw na podwyzszenie aktywnosci cytotoksycznej pochodnych C-1748
i C-857, ale tylko po krotkim czasie inkubacji. W toku dalszych badan wykazatam, ze warunki
hypoksiji, czyli ograniczonego dostepu tlenu w Srodowisku, istotnie podwyzszaty stopien
przemiany pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny. Pochodne transformowaty do metabolitéw
ze zredukowang grupg nitrowg. Produkty te wystepowaty w wysokim stezeniu, wptywajgc na
zwiekszenie aktywnosci cytotoksycznej pochodnych nawet po dtugim czasie inkubacji. Poza
tym, potagczenie warunkéow hypoksji oraz podwyzszonej ekspresji gendw reduktazy
cytochromu P450, miato kluczowe znaczenie w przemianach metabolicznych pochodnych C-
1748 i C-857. W konsekwenciji, cytotoksycznos¢ obu zwigzkow w tych warunkach wyraznie
wzrastata.

W toku dalszych badan wykazatam, Zze wszystkie trzy zastosowane pochodne
akrydyny indukowaty aktywnos¢ katalityczng izoenzyméw CYP3A4 i CYP2C9. Pochodne
9-amino-1-nitroakrydyny wptywaty na aktywnos$¢ obu biatek przy najnizszych stosowanych
stezeniach. Wzrost stezenia zwigzku powodowat zahamowanie tej indukcji. Pochodna
C-1305 indukowata aktywno$¢ obu biatek w zaleznos$ci liniowej od stezenia. W kolejnym
kroku sprawdzitam, czy modulacja aktywnosci enzymatycznej zachodzi poprzez zmiany w
poziomie ekspresji genow. Uzyskane rezultaty wskazaty, ze wszystkie trzy pochodne majag
wptyw na poziom ekspresji CYP3A4 i CYP2C9, a profil indukowanych zmian byt podobny do
zmian w aktywnosci katalitycznej biatek. Najsilniejszym induktorem byta pochodna C-1305,
ktéra indukowata ekspresje gendw blisko dziewieciokrotnie, podczas gdy zwigzki C-1748 i C-
857 okoto czterokrotnie. Majgc na uwadze uzyskane rezultaty, kontynuujgc podjete badania,
okreslitam udziat biatka regulatorowego, receptora jadrowego PXR, w zmianach
indukowanych przez zwigzki. Receptor ten jest odpowiedzialny za regulacje ekspresji genéw

CYP3A4 i CYP2C9. Uzyskane przeze mnie wyniki z zastosowaniem linii reporterowej

152



Streszczenie

potwierdzity udziat PXR w modulacji poziomu ekspresji genu CYP3A4 przez badane
pochodne akrydyny. Dodatkowym uwierzytelnieniem uzyskanego rezultatu byt brak réznic w
ekspresji gendw obu izoenzymdw, w wyniku dziatania pochodnych akrydyny, po wyciszeniu
genow PXR w komorkach. Co ciekawe, zwigzki posiadaly rowniez zdolnos¢ zmian w
ekspresji genow UGT1A1 i MDR1, co nie zaskoczyto, bo ona réwniez regulowana jest przez
receptor PXR. Co ciekawe, zaden z badanych zwigzkéw nie powodowat podwyzszenia
ekspresji gendw PXR. Poza tym, zastosowanie rifampicyny, standardowego induktora
aktywnosci PXR oraz ketokonazolu, standardowego inhibitora aktywnosci PXR, wraz z
pochodnymi akrydyny, wskazato na naktadanie sie efektdéw indukgcji i inhibicji, co pozwolito
sgdzi¢, ze wystepuje wspotzawodnictwo, badanych znanych ligandéw PXR oraz pochodnych

akrydyny o miejsce wigzania z receptorem.

Podsumowujgc, wyniki badah zrealizowanych w ramach prezentowanej pracy,
poszerzyly aktualng wiedze na temat metabolizmu pochodnych C-1748, C-857 i C-1305,
ktéry moze zachodzi¢ w organizmie pacjenta. Pozwolity one uchwyci¢ réznice w szlakach
metabolicznych pochodnych akrydyny nalezgcych do dwoch réznych grup pochodnych,
zaleznie od pochodzenia komorek nowotworowych. Uzyskane dane eksperymentalne
pozwolity na sformutowanie nastepujgcych wnioskéw koncowych:

= Przemiany metaboliczne pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny i triazoloakrydonu sg
odmienne w réznych typach komérek nowotworowych, prowadzac do produktow
metabolizmu | fazy w wyniku redukcji pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny

i utleniania triazoloakrydonu oraz metabolizmu Il fazy — reakcji glukuronidacji obu

grup zwigzkéw. Warunki niedotlenienia i nadekspresji reduktazy majg silny wptyw na

zakres tych przemian dla pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny.
= Wszystkie trzy badane pochodne akrydyny sg induktorami aktywnosci receptora

PXR, cho¢ przy roznych stezeniach, co wykazano poprzez ich wpltyw na indukcje

aktywnosci katalitycznej izoenzyméw CYP3A4 i CYP2C9, poziom ekspresji genéw

CYP3A4, CYP2C9, UGT1A1 i MDR1 oraz brak indukowanych zmian po wyciszeniu

genow PXR.

Otrzymane wyniki majg istotne znaczenie, gdyz nie tylko scharakteryzowaty szlaki
przemian metabolicznych, ale wskazaty tez nowy mechanizm dziatania zwigzkow
przeciwnowotworowych z grupy pochodnych akrydyny. Mechanizm ten, polegajgcy na
modulacji aktywnosci czynnikdw transkrypcyjnych, ktorych przedstawicielem jest receptor
jadrowy PXR, ujawnit nowe mozliwosci ,projektowania” terapii przeciwnowotworowej.

W aspekcie farmakologicznym, okreslenie przemian metabolicznych potencjalnych lekéw

przeciwnowotworowych w komodrce nowotworowej, stwarza perspektywy dla planowania
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skutecznej terapii ukierunkowanej [ okreslania nowych struktur lekéw
o korzystnych wiasciwosciach farmakologicznych. Z drugiej strony, okreslenie wptywu
potencjalnych chemoterapeutykdéw na aktywnos¢ receptora PXR, regulujgcego ekspresje
genow enzymoéw | i Il fazy oraz innych waznych funkcjonalnie biatek, umozliwia opracowanie
optymalnej terapii wielolekowej indywidualnej dla kazdego pacjenta, pozbawionej

niepozadanych oddziatywan lek-lek.
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