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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW 
 

C st
�enie powstaj�cych produktów przemian metabolicznych 

CL produkt metabolizmu Ledakrinu wobec CYPs (n = 1, 2...) 

Cn  produkt metabolizmu C-857 wobec ludzkich rekombinantowych 

izoenzymów cytochromu P450 (n = 1, 2...) 

Cn’ produkt metabolizmu C-1748 wobec ludzkich rekombinantowych 

izoenzymów cytochromu P450 (n = 1, 2...) 

CL produkt metabolizmu Ledakrinu wobec ludzkich rekombinantowych 

izoenzymów cytochromu P450 (n = 1, 2...) 

CL’ produkt metabolizmu Ledakrinu wobec ludzkich rekombinantowych 

izoenzymów cytochromu P450 (n = 1, 2...) 

CPR 

cpr 

NADPH zale�na reduktaza cytochromu P450 

gen koduj�cy NADPH-reduktaz
 cytochromu P450 

CYP H i L 

 

izoenzymy cytochromu P450 z wysokim i niskim poziomem 

koekspresji NADPH-reduktazy cytochromu P450 

DMSO dimetylosulfotlenek 

Dn produkt reakcji C-857 z ditiotreitolem (n = 1, 2...) 

Dn’ produkt reakcji C-1748 z ditiotreitolem (n = 1, 2...) 

DTT  ditiotreitol 

E enzymy mikrosomalne wyizolowane z komórek w�troby szczurów, 

którym podano leki podwy�szaj�ce ekspresj
 z wybranych grup 

izoenzymów cytochromu P450 

EC  numer enzymu przypisany przez Komitet Nazewnictwa 

Mi
dzynarodowej Unii Biochemicznej i Biologii Molekularnej 

EC50 st
�enie zwi�zku przy którym proliferacja komórek nowotworowych 

została zahamowana w 50% 

ESI-MS  „Electrospray Ionization Mass Spectrometry” – technika spektrometrii 

masowej z jonizacj� próbki 

FMO monooksygenazy flawinoadeninowe 

GST  S-transferazy glutationowe 

HR-MS „High Resolution Mass Spektrometry”-spektrometria mas wysokiej 

rozdzielczo�ci  

HRN frakcja mikrosomalna wyizolowana z komórek w�troby myszy 

z nokautem genu koduj�cego NADPH-reduktaz
 cytochromu P450 

Kn’ produkty metabolizmu C-1748 powstaj�ce komórkach HepG2  

MS  „Mass Spectrometry” - spektrometria masowa 

ML frakcja ludzkich enzymów mikrosomalnych 
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Mm enzymy mikrosomalne wyizolowane z komórek w�troby myszy  

Mn produkt metabolizmu C-857 w obecno�ci ludzkich enzymów 

mikrosomalnych (n = 1, 2...) 

Mn’ produkt metabolizmu C-1748 w obecno�ci ludzkich enzymów 

mikrosomalnych (n = 1, 2...) 

MS enzymy mikrosomalne wyizolowane z komórek w�troby szczura 

MS/MS tandemowa spektrometria masowa 

MTT barwnik stosowany do oznaczenia aktywno�ci cytotoksycznej 

zwi�zków w komórkach. 

Nn produkt metabolizmu C-857 wobec enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby myszy (n = 1, 2...) 

Nn’ produkt metabolizmu C-1748 wobec enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby myszy (n = 1, 2...) 

NL produkt metabolizmu Ledakrinu wobec enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby myszy (n = 1, 2...) 

NL’ produkt metabolizmu C-450 wobec enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby myszy (n = 1, 2...) 

NAT N-acetylotransferaza 

NMR „Nuclear Magnetic Resonance” - Spektroskopia Magnetycznego 

Rezonansu J�drowego 

Ln Produkt metabolizmu Ledakrinu wobec enzymów mikrosomalnych 

z podwy�szonym poziomem ekspresji wybranych izoenzymów 

cytochromu P450 

Pn produkt metabolizmu C-857 wobec enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby szczura (n = 1, 2...) 

Pn’ produkt metabolizmu C-1748 wobec enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby szczura (n = 1, 2...) 

Pan produkt metabolizmu C-857 wobec enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby szczurów, którym podano zwi�zki 

podnosz�ce poziom izoenzymów z wybranych rodzin enzymów 

cytochromu P450 (n = 1, 2...) 

Pan’ produkt metabolizmu C-1748 wobec enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby szczurów, którym podano zwi�zki 

podwy�szaj�ce poziom izoenzymów z wybranych rodzin enzymów 

cytochromu P450 (n = 1, 2...) 

ppm jednostka st
�enia – jedna cz
�� na 100000.0 

Rn produkt metabolizmu C-857 w obecno�ci reduktazy cytochromu P450 

(n = 1, 2...) 
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Rn’ produkt reakcji C-1748 w obecno�ci reduktazy cytochromu P450 

(n = 1, 2...) 

RPK „Reaction Phenotyping Kit” - zbiór próbek enzymów mikrosomalnych 

w�troby pobranych od ró�nych pacjentów 

RPn produkt biotransformacji C-857 wobec RPK (n = 1, 2...) 

RPn’ produkt biotransformacji C-1748 wobec RPK (n = 1, 2...) 

S  substrat  

SS Stopie� przereagowania substratu 

UGT  UDP-gluronylotransferaza 

WT frakcja mikrosomalna wyizolowana z komórek w�troby myszy typu 

dzikiego 
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1. WST�P  
 

Nowotwory stanowi� obecnie jedn� z najgroniejszych chorób n
kaj�cych 

ludzko��. Liczba zachorowa� stale ro�nie, a jest to głównie spowodowane zmianami 

cywilizacyjnymi �rodowiska oraz wydłu�eniem �redniego wieku �ycia ludzi. Według 

danych National Cancer Institute, Bethesda, USA, z roku 2007 [1], liczba chorych w tym 

kraju przekroczyła ju� 1,5 miliona, z czego jedna trzecia przypadków rocznie ko�czy si
 

�mierci�. Dlatego wci�� trwaj� badania w dziedzinie terapii nowotworów, maj�ce  

na celu przede wszystkim opracowanie skuteczniejszych metod profilaktyki, 

diagnozowania, ale przede wszystkim leczenia tych chorób.  

W Katedrze Technologii Leków i Biochemii Politechniki Gda�skiej, w zespole 

kierowanym przez prof. Jerzego Konop
 od wielu lat trwaj� poszukiwania nowych 

zwi�zków przeciwnowotworowych, a tak�e kontynuowane s� badania nad znanymi ju� 

zwi�zkami o wła�ciwo�ciach przeciwnowotworowych.  

Jedn� z interesuj�cych grup zwi�zków przeciwnowotworowych s� zsyntetyzowane 

w naszym zespole, pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny, które wykazywały wysok� 

aktywno�� cytotoksyczn� i przeciwnowotworow�. Czołowym przedstawicielem tej grupy 

zwi�zków, który znalazł kliniczne zastosowanie w terapii nowotworów był pierwszy 

oryginalny polski lek przeciwnowotworowy – Ledakrin, Nitracrine R [2-10]. Wysoka 

toksyczno�� tego leku po kilku latach wykluczyła go jednak z listy dopuszczalnych 

preparatów leczniczych. Obiecuj�c� pochodn� 1-nitroakrydyny był zwi�zek o symbolu  

C-857, ró�ni�cy si
 od Ledakrinu struktur� ła�cucha bocznego, który wykazywał lepsze 

wła�ciwo�ci farmakologiczne, ale nie został poddany badaniom klinicznym [11]. 

Poszukiwania nowych, mniej toksycznych analogów 1-nitroakrydyny doprowadziły do 

wyłonienia nowej generacji pochodnych – zwi�zków z dodatkowym podstawnikiem 

w pier�cieniu akrydyny, grup� metylow� w pozycji 4 [12]. Jeden z nich, zwi�zek C-1748, 

wykazał wysok� aktywno�� przeciwnowotworow� w stosunku do kilku 

ksenoprzeszczepów ludzkich raków prostaty u bezgrasiczych myszy: LnCAP, JCA, PC-3, 

TSU oraz ludzkiego raka jelita grubego HCT-8 [12,14]. Badania przedkliniczne zwi�zku 

C-1748 dowiodły, �e jest on aktywny nie tylko w stosunku do raka gruczołu prostaty, który 

według najnowszych danych stanowi drug� po nowotworze płuc przyczyn
 zgonów 

m
�czyzn w USA [1], ale tak�e wobec: komórek białaczki, raka płuc, jajnika, nerki, jelita 

grubego oraz komórek czerniaka [15]. Aktywno�� przeciwnowotworowa wobec ci�gle 

trudnych w terapii wymienionych powy�ej nowotworów litych, ni�sza aktywno�� 

mielosupresyjna w porównaniu z innymi stosowanymi chemoterapeutykami 

przeciwnowotworowymi oraz słabsze działanie mutagenne [15-18], pozwoliły 

wyselekcjonowa� zwi�zek C-1748 ( Capridine β ) do I fazy bada� klinicznych. Istotn� 
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cech� tego zwi�zku jest wykazana znacznie obni�ona w stosunku do Ledakrinu i C-857 

toksyczno�� ogólna na zwierz
tach [15]. 

Badania nad mechanizmem działania pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny 

pozwoliły m.in. sformuowa� hipotez
, i� ulegaj� one w organizmie metabolicznej aktywacji 

[5-7]. Aktywacja ta prowadzi do powstania analogów o silniejszym działaniu biologicznym, 

które nast
pnie zdolne s� do bezpo�redniej reakcji z biomolekułami np. z DNA, przy czym 

przebieg tego ostatniego etapu jest odpowiedzialny za ko�cowy efekt biologiczny. 

Oddziaływanie pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny z DNA w warunkach redukcyjnych, 

enzymatycznych i chemicznych prowadzi do kowalencyjnego wi�zania si
 tych zwi�zków 

do DNA. Obserwuje si
 równie� mi
dzyła�cuchowe wi�zanie sieciuj�ce DNA [7]. Wobec 

powy�szego stanu wiedzy o aktywno�ci biologicznej i biochemicznym mechanizmie 

działania pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny oraz udziału w tym mechanizmie 

procesów metabolicznej aktywacji, przedmiotem niniejszej pracy s� badania przemian 

metabolicznych pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny w ró�nych układach modelowych. 

Badanie metabolicznej aktywacji potencjalnych leków, a w szczególno�ci zwi�zków 

przeciwnowotworowych, zmierzaj� do poznania chemicznych i biochemicznych szlaków 

przemian tych zwi�zków oraz do okre�lenia chemicznych struktur powstaj�cych 

metabolitów, które mog� powstawa� w organizmie człowieka. Jednak realizacja takiego 

celu w skomplikowanym układzie biologicznym wymaga wst
pnych bada� modelowych 

poniewa�: 

a) produkty aktywacji metabolicznej czyli tzw. reakcji metabolicznych I fazy 

odpowiedzialne za mechanizm działania leku s� zwykle bardzo reaktywne, 

a ilo�ci ich nie pozwalaj� na przeprowadzenie pełnych bada� strukturalnych 

b) wyizolowanie trwałych produktów detoksykacji ksenobiotyków powstaj�cych 

w wyniku reakcji II fazy metabolizmu, które s� pochodnymi kwasów 

glukuronowych czy konjugatami z glutationem, pozwala na wysuni
cie jedynie 

po�rednich wniosków o strukturach reaktywnych metabolitów. 

Wobec tego, zgodnie z aktualnym stanem wiedzy, badania nad przemianami 

metabolicznymi leków prowadzi si
 w kilku etapach pocz�wszy od prostych układów 

modelowych do skomplikowanych układów w organizmie człowieka [19,20]. Przemiany 

metaboliczne bada si
 : 

1. w obecno�ci wyizolowanych specyficznych enzymów  

2. w obecno�ci ró�nych czynników chemicznych  

3. z zastosowaniem wyizolowanych frakcji enzymów komórek w�troby  

4. w komórkach hodowanych in vitro, np. hepatocytach czy komórkach 

nowotworowych  

5. w organizmie zwierz�t i człowieka  
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Wyniki bada� chemicznych i strukturalnych otrzymane w pierwszych dwóch 

etapach 1 i 2 pozwalaj� zgromadzi� wst
pn� wiedz
 na temat przemian metabolicznych 

zachodz�cych w bardziej skomplikowanych układach okre�lonych w punktach 3, 4 i 5. 

Z kolei badania wobec frakcji enzymatycznych komórek w�troby i bezpo�rednio 

w komórkach wskazuj�, które produkty metabolizmu badanych zwi�zków s� wa�ne dla 

ich działania i dla których nale�y okre�li� struktur
 chemiczn�. Wówczas pełn� struktur
 

chemiczn� powstaj�cych metabolitów okre�la si
 po ich wyizolowaniu z układów 

modelowych, pkt. 1 i 2. 
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2. ZAŁO�ENIA I CEL PRACY 
 

Dotychczas przeprowadzono badania molekularnego mechanizmu przemian 

metabolicznych Ledakrinu.  

 
 
 
 
 

R1= ( CH2)3N(CH3)2 

 
R1= ( CH2)2OH 
 
R1= ( CH2)2OH 

R2= H 

 
R2= H 
 
R2= CH3 

Ledakrin 
 
C-857 
 
C1748 

Rys. 1. Struktury pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny. 

 

Wyizolowano głównie produkty przemian powstaj�ce z udziałem czynnika 

chemicznego ditiotreitolu, DTT i porównano z metabolitami otrzymanymi w obecno�ci 

enzymów mikrosomalnych. Uzyskane wyniki wyja�niły, �e metabolizm Ledakrinu 

przebiega w sposób nietypowy, jak dla aromatycznych nitrozwi�zków. W wyniku redukcji 

Ledakrinu nast
puje nie tylko redukcja grupy nitrowej w pozycji 1, ale tak�e aktywacja 

pier�cienia akrydyny, o czym �wiadcz� produkty z dodatkowym pier�cieniem 

pi
cioczłonowym oraz produkty nukleofilowego podstawienia w pier�cieniu akrydyny 

[21,22]. Mo�na przypuszcza�, �e wyj�tkowy szlak redukcyjnych przemian 

enzymatycznych i chemicznych Ledakrinu oraz jego wysoka reaktywno�� podczas tych 

przemian mog� by� przyczyn� wysokiej toksyczno�ci tego leku. Synteza nowej generacji 

pochodnych 1-nitroakrydyny, z grup� metylow� podstawion� w pozycji 4 pier�cienia, 

w tym zwi�zku C-1748, który w badaniach na zwierz
tach okazał si
 znacznie mniej 

toksyczny ni� Ledakrin i zwi�zek C-857, skłoniła do kontynuowania bada� nad 

metabolizmem tej grupy aktywnych przeciwnowotworowo zwi�zków. Powstało pytanie: 

Jaka jest rola grupy metylowej w mechanizmie aktywno�ci biologicznej pochodnych 

9-amino-1-nitro-4-metyloakrydyn? Co jest przyczyn� obni�onej toksyczno�ci zwi�zku  

C-1748 w porównaniu z C-857? Mo�na postawi� hipotez
, �e grupa metylowa w pozycji 4 

pier�cienia akrydyny zmienia istotnie reaktywno�� pochodnych 1-nitro w przemianach 

metabolicznej aktywacji, co mo�e decydowa� o obni�onej toksyczno�ci ogólnej pochodnej 

C-1748. 

Celem niniejszej pracy jest weryfikacja powy�szej hipotezy poprzez zbadanie 

mechanizmu przemian metabolicznych zwi�zku C-1748 o obni�onej toksyczno�ci 

N

NHR NO2

R

1

2
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i jego bezpo�redniego analogu bez grupy metylowej - pochodnej C-857. Realizacja tego 

celu wymagała porównania przebiegu przemian metabolicznych zwi�zków C-1748 

i C-857 zachodz�cych w ró�nych enzymatycznych i nieenzymatycznych układach 

modelowych oraz w komórkach nowotworowych. 

W metabolizmie wielu leków i ksenobiotyków bior� udział enzymy mikrosomalne, 

a w szczególno�ci izoenzymy cytochromu P450. Poziom tych izoenzymów jest nie tylko 

cech� indywidualn� ka�dego człowieka, ale tak�e ró�ni si
 w komórkach zdrowych 

i nowotworowych, co istotnie wpływa na skuteczno�� stosowanych terapii medycznych. 

Dlatego kolejnym celem niniejszej pracy było okre�lenie, które izoenzymy cytochromu 

P450 odpowiedzialne s� za metabolizm zwi�zków C-857 i C-1748, co było elementem 

poszukiwania selektywno�ci działania tych białek wobec obu badanych zwi�zków.  

Z białkami cytochromu P450 �ci�le współpracuje reduktaza cytochromu P450, 

która jest składnikiem kompleksu cytochromu P450 i bierze udział w transporcie 

elektronów w procesach utleniania i redukcji katalizowanych przez ten enzym. �cisła 

współpraca tych białek w procesach metabolizowania leków utrudnia poznanie roli 

ka�dego z tych enzymów. Dlatego z jednej strony zbadano reakcje metabolizmu wobec 

wyizolowanej i rekombinantowej reduktazy cytochromu P450, z drugiej za� wobec 

mieszaniny enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy, 

pozbawionych genu reduktazy cytochromu P450. W ostatnim etapie bada� podjełam 

prób
 obserwacji metabolizmu obu zwi�zków zachodz�cego bezpo�rednio w komórkach 

nowotworu w�troby HepG2.  

Zaplanowane badania pozwol� okre�li� wpływ grupy metylowej w pozycji 4, na 

metabolizm zwi�zku C-1748, a wi
c pozwol� zweryfikowa� postawion� powy�ej hipotez
 

o roli metabolicznej aktywacji w procesach odpowiedzialnych za toksyczno�� tego 

zwi�zku. Dodatkowo, otrzymane wyniki mog� w przyszło�ci ułatwi� planowanie terapii tym 

potencjalnym lekiem przeciwnowotworowym u pacjentów o ró�nej ekspresji 

poszczególnych izoenzymów cytochromu P450. Poza tym poznanie molekularnego 

mechanizmu przemian metabolicznych nowej generacji pochodnych 1-nitroakrydyn 

b
dzie miało znaczenie poznawcze ukierunkowuj�c planowanie dalszych korzystnych 

modyfikacji struktury chemicznej dla otrzymania nowych generacji pochodnych 

9-amino-1-nitroakrydyny o lepszych wła�ciwo�ciach farmakologicznych. 
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3. CZ��� TEORETYCZNA 
 

3.1 Ogólne informacje o cytochromie P450 
 

Pod nazw� cytochrom P450 kryje si
 liczna i wszechstronnie działaj�ca rodzina 

podobnych do siebie enzymów wykazuj�cych aktywno�� monooksygenazy. Enzymy 

cytochromu P450 zostały odkryte w 1958 roku [23], chocia� o istnieniu „nieznanego 

barwnika” wi���cego tlenek w
gla donoszono ju� znacznie wcze�niej [24]. Od tego czasu 

wiedza na temat białek cytochromu P450 nieustannie si
 rozrasta. Wiele o�rodków 

naukowych na całym �wiecie prowadzi systematyczne badania nad poznaniem 

wła�ciwo�ci i roli izoenzymów cytochromu P450 w organizmach �ywych, dostarczaj�c 

ka�dego roku cennych informacji. Licz�ca zatem ok. 50 lat historia izoenzymów 

cytochromu P450 jest bardzo bogata i cały czas si
 rozwija.  

Izoenzymy Cytochromu P450 zawdzi
czaj� swoj� nazw
 zdolno�ci pochłaniania 

�wiatła przy długo�ci fali ok. 450 nm. Pocz�tkowo opisywano te białka jako pigment, który 

w kompleksie z tlenkiem w
gla wykazywał maksimum absorpcji przy ok. 450 nm [23,25]. 

Do lat 70-tych znano tylko 6 izoenzymów cytochromu P450, dopiero ok. roku 1980, 

kiedy wyizolowano cDNA cytochromu P450 wykazano, �e jest to liczna i zró�nicowana 

grupa białek spełniaj�cych ró�ne funkcje w komórkach. [25,26]. Poszczególne formy 

cytochromu P450 ró�ni� si
 maksimum absorpcji mi
dzy 446 a 452 nm [27]. 

Izoenzymy cytochromu P450 nale�� do białek hemowych, szeroko 

rozpowszechnionych we wszystkich organizmach �ywych pocz�wszy od bakterii, przez 

dro�d�e, grzyby, ro�liny, zwierz
ta do ludzi [19,28,29]. Wyst
puj� one we wszystkich 

typach komórek ssaków, za wyj�tkiem dojrzałych czerwonych ciałek krwi i komórek 

mi
�ni szkieletowych [27]. Szczególnie du�� liczb
 ró�norodnych izoenzymów 

cytochromu P450 znaleziono w siateczce �ródplazmatycznej komórek w�troby. 

Izoenzymy te wyst
puj� tak�e w komórkach ró�nych innych narz�dów tj: płuc, nerek, 

serca, jelit, mózgu czy skóry, ale ich ogólna zawarto�� jest tam mniejsza, ni� w w�trobie 

[26,29].  

Izoenzymy cytochromu P450 s� zaanga�owane w wiele ró�norodnych szlaków 

metabolicznych tj. w: 

1.  biosyntez
 hormonów sterydowych, 

2.  metabolizm kwasów tłuszczowych i ich pochodnych; 

3.  inaktywacj
 lub aktywacj
 leków; 

4.  metabolizm innych zwi�zków obcych wprowadzonych do organizmu: 

(kancerogenów, zwi�zków zanieczyszczaj�cych �rodowisko). 
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Rys. 2. Funkcje i regulacja izoenzymów cytochromu P450 wg [30]. 
 

W oparciu o sekwencj
 aminokwasów w ła�cuchu peptydowym enzymy te zostały 

sklasyfikowane w rodziny i podrodziny. Enzymy nale��ce do tej samej rodziny np. CYP1 

wykazuj� podobie�stwo w budowie, w co najmniej 40%, a członkowie podrodziny np. 

CYP1A w ponad 55% [23,25,31].  

Dotychczas zidentyfikowano ok. 300 ró�nych rodzin cytochromu P450 

podzielonych na ponad 500 podrodzin [32], z których wi
kszo�� to białka ro�linne, 

a zaledwie 5% to izoenzymy wyst
puj�ce u człowieka [33]. Dla porównania, genom 

izoenzymów cytochromu P450 wyst
puj�cych w pospolitej ro�linie, ry�u składa si
 z 324 

genów, podczas gdy ludzkie izoenzymy cytochromu P450 kodowane s� tylko przez 58 

genów. Ludzkie izoenzymy zostały podzielone na 18 rodzin i 42 podrodziny [23,25,34,35]. 

Z funkcjonalnego punktu widzenia białka cytochromu P450 mo�na podzieli� na dwie 

klasy:  

1. Izoenzymy bior�ce udział w przemianach wielu endogennych cz�stek tj. nienasyconych 

i nasyconych kwasów tłuszczowych, eikozanoidów, steroli, steroidów, witamin.  

2. Izoenzymy metabolizuj�ce ró�ne ksenobiotyki, w tym leki i zwi�zki zanieczyszczaj�ce 

�rodowisko. 

Druga z wymienionych grup białek cytochromu P450 rozwin
ła si
 prawdo-

podobnie w wyniku ewolucji z izoenzymów metabolizuj�cych substraty endogenne [32].  

Zdolno�� cytochromu P450 do metabolizowania du�ej liczby zwi�zków wynika nie 

tylko z du�ej liczby ró�nych izoform tego białka, ale równie� z faktu, �e konkretny 

izoenzym mo�e rozpoznawa� ró�ne substraty. Wiele izoenzymów cytochromu P450 

Izoenzymy 
Cytochromu P450 Leki 

Zwi�zki 

chemiczne 

Polarne 

metabolity 

Indukcja 
zwi�zkami 
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hormonalna 
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Bioaktywacja Inaktywacja Synteza hormonów 
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charakteryzuje si
 szerok� specyficzno�ci� substratow�, chocia� pojedyncze izoformy 

wykazuj� cz
sto �cisł� regio- i stereospecyficzno�� w stosunku do poszczególnych 

zwi�zków [36]. Zrozumienie strukturalnych podstaw takiej specyficzno�ci odgrywa wa�n� 

rol
 w poznaniu funkcji i mechanizmu działania enzymu. Mo�e to równie� pomóc 

w przewidywaniu dróg metabolizmu zarówno leków, w tym leków przeciwnowotworowych, 

jak i zwi�zków toksycznych, a w szczególno�ci rakotwórczych.  

Izoenzymy cytochromu P450 katalizuj�ce szereg reakcji redox s� niezb
dne dla 

prawidłowego rozwoju ssaków. Pozwalaj� one utrzyma� wewn
trzn� równowag
 

w organizmie, a przede wszystkim chroni� go przed szkodliwym działaniem nie tylko 

ksenobiotyków szeroko rozpowszechnionych w naszym �yciu codziennym, ale równie� 

przed negatywnym wpływem akumulowanych w organizmie naturalnych produktów [37]. 

 

3.2 Struktura enzymów cytochromu P450 
 

Cytochrom P450 to białka transmembranowe składaj�ce si
 z sze�ciu 

podjednostek o masie cz�steczkowej około 50-55 kDa ka�da. Atom �elaza obecny 

w centrum aktywnym izoenzymów cytochromu P450 zwi�zany jest z czterema atomami 

azotu pier�cienia porfirynowego i dwoma osiowymi ligandami, z których jeden jest grup� 

tiolow� cysteiny [37]. Enzymy te ró�ni� si
 sekwencj� aminokwasów, które 

odpowiedzialne s� za topografi
 miejsca aktywnego tych białek. W stanie spoczynkowym 

izoenzymy wyst
puj� głównie jako mieszanina sze�ciokoordynowanego niskospinowego 

jonu Fe (III) z cz�steczk� wody w pozycji trans do endogennego ligandu cysteinowego  

i pi
ciokoordynowanego wysokospinowego jonu Fe (III) z cystein� jako jedynym osiowym 

ligandem [25,38].  

 

N N

NN

Fe

O
OH OH

O

O

+3

 
Rys. 3. Centrum porfirynowo-�elazowe cytochromu P450. 
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Krystalograficzna struktura izoenzymów cytochromu P450 została po raz pierwszy 

okre�lona w 1985 roku dla izoenzymu bakterii z rodzaju Pseudomonas putida [39]. 

Pierwszym eukariotycznym enzymem P450, dla którego wyznaczono całkowit� sekwencj
 

aminokwasow� był izoenzym wyizolowany z komórek w�troby szczura po uprzedniej 

indukcji fenobarbitalem [40]. Struktur
 przestrzenn� izoenzymów wyst
puj�cych u ssaków 

poznano dopiero 15 lat póniej w 1999 r. Okre�lono wówczas struktur
 enzymu P450 2C5 

uzyskanego na drodze rekombinacji genetycznej, czyli poprzez ekspresj
 genów 

koduj�cych te enzymy u E coli. [24]. Enzymy eukariotyczne w przeciwie�stwie do 

bakteryjnych s� białkami nierozpuszczalnymi. Zawieraj� one na N-ko�cu białka 

sekwencj
 hydrofobow� zwan� „sygnałow� sekwencj� kotwicz�c�”, która składa si
 z 25 

reszt aminokwasowych i pozwala na ich zakotwiczenie w błonie [41]. Dzi
ki technikom 

in�ynierii genetycznej, poprzez mutacj
 w genomie izoenzymów cytochromu P450 

wyst
puj�cych u ssaków, uzyskano bardziej rozpuszczalne formy tych enzymów, dzi
ki 

czemu mo�liwe były ich badania krystalograficzne zmierzaj�ce do poznania struktury 

przestrzennej tych białek [23]. Obecnie znamy struktur
 przestrzenn� kilku głównych 

enzymów P450 bior�cych udział w metabolizmie leków i ksenobiotyków o symbolach 2C8, 

CYP2C9, 3A4, 1A2 i 2D6 [23,42]. Analiza porównawcza znanych struktur chemicznych 

sugeruje, �e wszystkie enzymy cytochromu P450 maj� tak� sam� struktur
 

trzeciorz
dow� i zawieraj� 11 ła�cuchów aminokwasowych o strukturze � helisy  

i 4 ła�cuchy o strukturze 	 kartki [42]. Izoenzymy te maj� w swej strukturze sze�� ró�nych 

miejsc wi���cych substraty. Wszystkie znane izoformy P450 posiadaj� miejsca aktywne 

 o wła�ciwo�ciach hydrofobowych i w pobli�u katalitycznego hemu co najmniej jeden 

aminokwas aromatyczny, który zdolny jest do oddziaływa� typu �- � z substratami [43]. 

Inne reszty aminokwasowe, bardziej odległe od centrum katalitycznego, mog� bra� udział 

w dalszym wi�zaniu substratu poprzez dodatkowe oddziaływania hydrofobowe, wi�zania 

wodorowe lub oddziaływania par jonowych [44]. Wykonane w 2006 roku badania 

krystalograficzne enzymu P450 2D6 (rys. 4) wykazały, �e układ hemowy stabilizowany 

jest przez wi�zania wodorowe z nast
puj�cymi aminokwasami: Arg101, Trp 128, Arg 132, 

His 376, Ser 437 i Arg 441. Atom �elaza tworzy wi�zanie pi
ciokoordynacyjne z cystein� 

Cys 443 [42, 45]. 

 
Rys. 4. Struktura przestrzenna izoenzymu 2D6 wg. [46]. 



Cz��� teoretyczna 
 

 10 

3.3 Mechanizm działania enzymów cytochromu P450 
 

Rodzina enzymów cytochromu P450 to białka błonowe wyst
puj�ce głównie 

w mikrosomach retikulum endoplazmatycznego oraz w strukturach błonowych 

mitochondrium [47].  

Jedn� z zasadniczych funkcji tej rodziny enzymów jest katalizowanie reakcji 

utleniania szerokiej gamy zwi�zków endo- i egzogennych. Reakcja ta okre�lana jest, jako 

monooksygenacja, poniewa� tylko jeden z dwóch atomów cz�steczki tlenu wbudowywany 

jest do cz�steczki substratu [48,49]. Reakcj
 t� mo�na zapisa� w postaci nast
puj�cego 

równania ogólnego:  

  

RH + O2 + H+ + NADPH (lub NADH) � R-OH + H2O + NADP+ (lub NAD+) 

gdzie: 

RH – substrat, ROH – produkt 

 
W reakcji monooksygenacji izoenzymy cytochromu P450 przejmuj� elektron 

z NADPH lub czasem z NADH poprzez inne przeno�niki elektronów, sprz
�one z tymi 

białkami i wyst
puj�cymi wraz z nimi w błonach komórkowych, co schematycznie 

przedstawia rys. 5. 

 

 

 
Rys. 5. Kompleks cytochromu P450 z NADPH - zale�n� Reduktaz� Cytochromu P450. 

 

Transfer elektronów z NADPH na cytochrom P450 u człowieka jest realizowany 

przez dwa systemy transportu. W siateczce �ródplazmatycznej NADPH przekazuje 
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elektrony na flawoprotein
 zwan� NADPH - zale�n� reduktaz� cytochromu P450. Enzym 

ten, o czym b
dzie mowa jeszcze w dalszej cz
�ci pracy, zawiera dwie główne grupy 

prostetyczne: dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD) i mononukleotyd flawinoadeninowy 

(FMN). Dwa elektrony z cz�steczki NADPH s� przenoszone na FAD, a nast
pnie na 

FMN, sk�d po jednym elektronie s� dostarczane na hem cytochromu P450, który ulega 

stopniowej redukcji przenosz�c elektron na substrat (rys. 5). Tak wi
c domena FAD 

w reduktazie słu�y jako punkt wej�ciowy dla elektronów z NADPH, a FMN jako wyj�ciowy, 

przenosz�c elektrony pojedynczo na hem cytochromu P450 [50]. W pewnych reakcjach 

katalizowanych przez mikrosomalne izoenzymy cytochromu P450 transfer drugiego 

elektronu mo�e zachodzi� nie bezpo�rednio z reduktazy cytochromu P450, ale  

z cytochromu b5, małego białka hemowego o masie około 17 kDa, które równie� obecne 

jest w retikulum endoplazmatycznym [37,51]. 

Cytochrom b5 redukowany jest przez NADPH zale�n� reduktaz
 cytochromu P450 

albo inn� flawoprotein
 mikrosomaln� – NADH reduktaz
 cytochromu b5. Rola tego białka 

nie jest ustalona, ale uwa�a si
, �e w zale�no�ci od rodzaju izoenzymu cytochromu P450 

oraz jego substratu cytochrom b5 mo�e stymulowa�, hamowa� lub te� nie mie� wpływu 

na reakcje katalizowane przez enzym cytochromu P450 [51]. 

Cytochrom b5 stymuluje metabolizm endogennych substratów tj. prostaglandyn, 

kwasów tłuszczowych, witamin i steroidów oraz oksydacj
 wielu leków i kancerogenów 

np. metoksyfluorenu, bezenu, nitrozoamin i p-nitrosoli [52]. Wykazano, �e cytochrom b5 

stymuluje aktywno�� dwóch znanych izoenzymów: CYP2B1 i CYP2E1 [53]. W przypadku 

reakcji katalizowanej przez izoenzym CYP2B4 białko b5 konkuruje z reduktaz� 

cytochromu P450 o miejsce wi�zania w izoenzymie cytochromu P450 w procesie 

przenoszenia drugiego elektronu koniecznego dla zaj�cia katalizowanej reakcji. Działanie 

stymulacyjne cytochromu b5 polega na zwi
kszeniu wydajno�ci wykorzystania NADPH. 

Jednocze�nie jednak wysokie st
�enie tego cytochromu hamuje pierwszy etap cyklu 

katalitycznego cytochromu P450, czyli redukcj
 atomu Fe (III) do atomu Fe (II) [53]. Zatem 

zró�nicowany wpływ cytochromu b5 na reakcje katalizowane przez izoenzymy cytochromu 

P450 polegaj�cy na hamowaniu albo stymulacji w du�ej mierze zale�y od st
�enia tego 

białka w komórce. 

W mitochondriach akceptorem elektronów z NADPH jest reduktaza 

flawoproteinowa, która zawiera tylko FAD i ma mas
 około 51 kDa [54]. Jest ona słabo 

zwi�zana z błon� mitochondrialn� w odró�nieniu od odpowiednika flawoproteinowego 

w błonie retikulum. Reduktaza ta nie mo�e bezpo�rednio przenosi� elektronów na hem 

cytochromu P450. W reakcji tej po�redniczy białko o małej masie cz�steczkowej – 

adrenodoksyna. Adrenodoksyna przenosi elektrony z mitochondrialnej reduktazy 

flawoproteinowej i oddziałuje z izoenzymami cytochromu P450 osadzonymi w błonie 
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wewn
trznej mitochondrium transportuj�c elektrony na atom �elaza hemu [43]. Składniki 

mitochondrialnego systemu P450 obejmuj�ce flawoprotein
 i białko �elazowo – siarkowe 

s� syntetyzowane w cytozolu jako prekursory o wi
kszej masie cz�steczkowej, 

a nast
pnie s� transportowane do mitochondrium, gdzie nast
puje ich transformacja 

przez proteazy w dojrzałe białka o ni�szej masie cz�steczkowej. Inne gatunki organizmów 

mog� wykorzystywa� inne systemy transportu elektronów, np. dostarczenie elektronów na 

P450cam u Pseudomonas putida wymaga dodatkowo reduktazy putidaredoksyny [27,55]. 

Omówiony powy�ej mechanizm transportu elektronów w reakcji monooksygenacji 

to tylko jeden z typów reakcji katalizowanych przez liczn� i wszechstronn� rodzin
 białek 

cytochromu P450. Enzymy te, bior� udział tak�e w szeregu innych reakcji tj. redukcji, 

dehydratacji, dehydrogenacji, dehalogenacji i dimeryzacji czy izomeryzacji [37,38]. Tak 

wi
c cech� wspóln� dla wszystkich izoenzymów cytochromu P450 nie jest aktywacja 

cz�steczki O2 i transfer jednego atomu tlenu na substraty, ale ci�gle maksimum absorpcji 

kompleksu �elaza z tlenkiem w
gla przy około 450 nm [38].  

 

Cykl katalityczny cytochromu P450. 
 

Cykl katalityczny cytochromu P450 przedstawiony na rys. 6 jest inicjowany przez 

zwi�zanie substratu do cz�steczki cytochromu P450 (1). Nast
puje wówczas zakłócenie 

równowagi mi
dzy wysokospinowym a niskospinowym stanem koordynacyjnym atomu 

�elaza w kierunku kompleksu pi
ciokoordynowanego Fe (III). Zwi�zany z substratem stan 

pi
ciokoordynacyjny ma silniej dodatni potencjał redukcyjny (-170 mV), ni� stan 

sze�ciokoordynacyjny (-270 mV), co zwi
ksza szybko��, z jak� enzym cytochromu P450 

mo�e by� redukowany przez elektrony z NADPH [34,38]. Kolejnym etapem cyklu jest 

redukcja Fe (III) do Fe (II) przez elektron przeniesiony z kofaktora NADPH za pomoc� 

reduktazy cytochromu P450 (2). Powstały w wyniku jednoelektrodowej redukcji atomu Fe 

(II) wi��e cz�steczk
 tlenu tworz�c addukt Fe(II) - O2 (3), który szybko ulega przemianie  

w bardziej trwały kompleks Fe (III) - O2
- (4). Od tego momentu kolejne intermediaty cyklu 

P450 s� znacznie słabiej poznane. Prawdopodobnie w kolejnym etapie cyklu 

katalitycznego do kompleksu Fe (II) - O2 dostarczany jest drugi elektron z cz�steczki 

NADPH, w czym bierze udział białkowy przeno�nik elektronów, reduktaza cytochromu 

P450, a w niektórych przypadkach tak�e cytochrom b5 [37,52]. Tak powstały kompleks 

oddziałuje z protonem z otaczaj�cego �rodowiska (5), po czym nast
puje rozpad wi�zania 

O – O i utworzenie cz�steczki wody oraz kompleksu oznaczanego jako (FeO)3+ (6). 

Kompleks ten bywa zapisywany tak�e jako Fev=O, ale jego konfiguracja elektronowa nie 

jest dokładnie znana. Zwi�zany z atomem �elaza atom tlenu przenoszony jest na substrat 

tworz�c produkt z grup� hydroksylow� (7,8). Po uwolnieniu produktu enzym wraca do 

stanu wyj�ciowego Fe (III) (9) [23,37]. 
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Rys. 6. Cykl katalityczny izoenzymów cytochromu P450 wg. [23,29,37]. 

 

Obecnie uwa�a si
, i� ka�dy z wymienionych powy�ej etapów cyklu katalitycznego 

izoenzymów cytochromu P450 mo�e mie� wpływ na ostateczne tempo przemian 

substratu do produktu [24]. 

W przypadku braku odpowiednich substratów do reakcji niektóre izoenzymy mog� 

ulega� autooksydacji i produkowa� reaktywne formy tlenu ROS tj. anion ponadtlenkowy, 

nadtlenek wodoru czy rodnik hydroksylowy, które s� toksyczne dla komórki, uszkadzaj� 

białka, DNA i inne struktury komórkowe, co mo�e prowadzi� do indukcji zjawiska 

apoptozy [33].  

 

3.4 Funkcje fizjologiczne izoenzymów cytochromu P450 
 

Chocia� w komórkach, oprócz rodziny cytochromu P450, jest wiele enzymów 

utleniaj�cych zdolnych do metabolizmu substancji endo- i egzogennych  

(np.: dehydrogenaza alkoholowa, oksydaza ksantynowa, oksydaza aminowa), to 

izoenzymy cytochromu P450 odgrywaj� kluczow� rol
 w utrzymaniu wewn
trznej 

równowagi w komórkach koniecznej dla prawidłowego funkcjonowania całego organizmu 

[37]. 

Od 1991 roku izoenzymy cytochromu P450 oznaczane s� symbolem CYP.  

W oparciu o sekwencj
 aminokwasów w ła�cuchu peptydowym enzymy te zostały 

podzielone na rodziny i podrodziny. Enzymy nale��ce do tej samej rodziny oznaczone 
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cyfr� arabsk� np. CYP1 wykazuj� podobie�stwo w budowie, w conajmniej 40%,  

a członkowie podrodziny np. CYP1A w ponad 55% [34]. 

Izoenzymy cytochromu P450 uczestnicz� w syntezie wielu hormonów 

sterydowych, a tak�e w metabolizmie kwasów tłuszczowych, eikozanoidów i witamin  

np. D3 i A [56]. 

W biosyntezie steroli oraz kwasów tłuszczowych bierze udział od 7 do 9 ró�nych 

izoenzymów cytochromu P450. Kluczow� rol
 w tym procesie odgrywa CYP 51A1, który 

katalizuje reakcj
 14� demetylacji lanosterolu, w wyniku czego powstaje cholesterol. Gen 

koduj�cy ten enzym wyst
puje we wszystkich organizmach �ywych pocz�wszy od ro�lin 

i grzybów po zwierz
ta, co sugeruje, i� enzym CYP51A1 jest przodkiem eukariotycznych 

izoenzymów cytochromu P450 [25]. 

Cholesterol o strukturze przedstawionej na rys.7 jest syntetyzowany z lanosterolu 

i spełnia wiele istotnych funkcji w organizmie. Jest kluczowym substratem w syntezie 

kwasów �ółciowych potrzebnych organizmowi do trawienia tłuszczów. Reakcje przemiany 

cholesterolu s� katalizowane głównie przez izoenzymy nale��ce do nast
puj�cych rodzin 

tj. CYP3, CYP7, CYP8, CYP27, CYP39 i CYP46, co przedstawia rys. 8. 

 

 

OHOH

H

 

 

 

Rys. 7. Sruktura chemiczna lanosterolu i cholesterolu. 

lanosterol cholesterol 
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Rys. 8. Schemat syntezy i metabolizmu cholesterolu wg. [25].  

 

W pierwszym etapie syntezy kwasów �ółciowych z cholesterolu i oksysterolu 

wa�n� funkcj
 spełniaj�: CYP7A1, CYP7B1 i CYP39A1, które katalizuj� reakcj
 

hydroksylacji atomu w
gla 7 [25]. Pozostałe izoenzymy bior�ce udział 

w biosyntezie kwasów �ółciowych to CYP8B1 katalizuj�cy w tym procesie reakcj
 

12� hyroksylacji oraz CYP27 A1 (26-/-27 hydroksylaza), który konieczny jest do syntezy 

oksysterolii i utleniania ła�cucha bocznego steroli [25]. Ostatni z wymienionych 

izoenzymów cytochromu P450 bierze równie� udział w 25-hydroksylacji witaminy D3 [47]. 

Ciekawym izoenzymem cytochromu P450 bior�cym tak�e udział w metabolizmie 

cholesterolu jest CYP46A1. Wyst
puje on głównie w neuronach centralnego systemu 

nerwowego i bierze udział w metabolizmie cholesterolu do 24S-hydroksycholesterolu 

(oksysterolu), który jest bardziej polarny, ni� cholesterol i swobodnie pokonuje barier
 

krew – mózg [57]. Oksysterol wraz z krwiobiegiem powraca do w�troby, gdzie mo�e by� 

przekształcony w kwasy �ółciowe lub jest wydalany w postaci siarczanów i glukuronianów. 

Proces ten jest jednym ze sposobów wydzielania cholesterolu z komórek mózgu  

i umo�liwia jego cyrkulacj
 w organizmie. W ten sposób izoenzym CYP46A1 bierze udział 

w utrzymaniu wewn
trznej równowagi w poziomie cholesterolu. Wysoki poziom 

cholesterolu w komórkach mózgu ma wpływ na rozwój chorób neurodegeneracyjnych 
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m.in. Alzheimera. Izoenzym CYP46A1 mo�e zatem spełnia� wa�n� funkcje w hamowaniu 

tego procesu [57]. 

Izoenzymy cytochromu P450 bior� tak�e udział w syntezie i metabolizmie witaminy 

D3 (cholekalcyferol). Reakcja syntezy tej witaminy z pochodnej cholesterolu,  

7-dehydrocholesterolu zachodzi w komórkach skóry - keratynocytach pod wpływem 

promieniowania UVB. Cholekalcyferol podobnie, jak dostarczana z po�ywieniem witamina 

D2, wymaga enzymatycznej aktywacji dla spełniania biologicznych funkcji w organizmie 

[58]. W szlaku metabolicznym witaminy D3 istotn� rol
 odgrywaj� trzy enzymy 

mitochondrialne: wspomniany ju� wcze�niej CYP27A1, CYP27B1 oraz CYP24, co 

przedstawia rys. 9. Pierwszy etap tego procesu przebiega w w�trobie i jest to reakcja  

25-hydroksylacji atomu w
gla, natomiast drugi zachodzi głównie w nerkach i jest to 

reakcja 1�-hydroksylacji katalizowana przez CYP27B1, w wyniku czego powstaje 

1�,25-dihydroksy witamina D3, czyli aktywna forma witaminy D3. Z drugiej strony 

izoenzym CYP24 katalizuje sze�cioetapowy proces inaktywacji tej formy witaminy. Zatem 

poziom witaminy D3 w surowicy jest regulowany przez poziom ekspresji dwóch głównych 

izoenzymów: CYP27B1 i CYP24 [25]. Obecnie wiadomo, �e enzymatyczna aktywacja 

witaminy D3 oprócz komórek nerek mo�e zachodzi�, tak�e w komórkach skóry i układu 

odporno�ciowego, co wi��e si
 z wszechstronn� funkcj� tej witaminy. Aktywna posta� 

witaminy D3 reguluje aktywno��, co najmniej 1000 ró�nych genów, przez co ma wpływ nie 

tylko na proces kształtowania ko��ca, ale w rzeczywisto�ci działa na cały organizm, 

zwłaszcza na układ odporno�ciowy i obron
 komórkow�. Witamina ta ma działanie 

przeciwzapalne, a nawet przeciwnowotworowe [59]. Przykładem mo�e by� syntetyczny 

analog 1�,25-dihydroksy witaminy D3, zwi�zek o symbolu EB1089, który jak wskazuj� 

badania in vivo na myszach zmniejszył wzrost nowotworów głowy i szyi tych zwierz�t 

o 80%. Zwi�zek ten stymuluje gen GADD45a, który odpowiedzialny jest za zahamowanie 

wzrostu komórek z uszkodzonym DNA, oraz aktywuje geny koduj�ce białka zwi�zane ze 

stymulacj� procesu ró�nicowania si
 i dojrzewania komórek, co zmniejsza ich zdolno�� 

do podziałów. Dzi
ki takiemu działaniu zwi�zek EB1089 zmniejsza ryzyko rozwoju 

nowotworu. Przeprowadzone w ostatnim roku badania wykazały, �e ludzkie komórki 

odporno�ciowe w odpowiedzi na kontakt ze �cian� komórkow� bakterii produkuj� białko 

receptorowe witaminy D3, VDR i izoenzym CYP27B1. Białka te, odpowiedzialne s� za 

aktywacj
 prowitaminy D3 do formy aktywnej, indukuj�c tym samym produkcj
 

katelicydyny, która ma działanie przeciwbakteryjne.  
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Rys. 9.  Schemat metabolizmu prowitaminy D3 w komórkach wg. [25]. 
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Rys. 10. Przemiany witaminy D3 w obecno�ci izoenzymów cytochromu P450. 

 

Kolejn� rodzin� enzymów cytochromu P450, która wyst
puje w komórkach 

w�trobyi spełnia wa�n� funkcj
 w organizmie jest CYP26. Nale��ce do tej rodziny białek 

CYP26A1 i CYP26B1 bior� udział w przemianach pochodnej witaminy A - kwasu 

retinowego [35].  

Nale��cy do grupy retinoidów, kwas retinowy spełnia wa�n� rol
 w ró�nicowaniu 

si
 komórek w trakcie rozwoju kr
gowców. Jego niedobór jest przyczyn� powa�nych wad 

rozwojowych [60]. Podobnie do omówionej powy�ej witaminy D3, kwas retinowy reguluje 

wiele procesów fizjologicznych. Metabolity trans i 9-cis tego zwi�zku oddziałuj�  

z receptorami j�drowymi tj. RAR i PXR i reguluj� transkrypcj
 genów, a w konsekwencji 

wpływaj� na poziom wielu białek w organizmie. Kwas retinowy ma działanie 

antybakteryjne, bierze udział w rozwoju i ró�nicowaniu si
 limfocytów, spełniaj�cych 
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 w układzie odporno�ciowym. Zwi�zek ten stosowany jest w leczeniu chorób 
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oczu, skóry, a tak�e w nowotworach np. białaczce promielocytowej [25,61]. Izoenzym 

CYP26A1 katalizuje reakcj
 hydroksylacji pochodnych trans kwasu retinowego nie 

rozpoznaj�c izomerów „cis”, co wpływa na ograniczenie sygnału komórkowego 

koniecznego dla ró�nicowania si
 komórek. 

Izoenzymy cytochromu P450 uczestnicz�ce w ró�nych reakcjach biosyntezy 

i metabolizmu szerokiej gamy zwi�zków endogennych maj� istotne znaczenie dla rozwoju 

ka�dego organizmu.  

 

3.5 Typy reakcji katalizowanych przez izoenzymy cytochromu P450 
 

3.5.1 Reakcje monooksygenacji 
 

Podstawowym typem reakcji katalizowanym przez enzymy cytochromu P450 jest 

reakcja monooksygenacji, w której tylko jeden atom z cz�steczki tlenu wł�czany jest do 

substratu. 

 

NADPH + H+ + O2 + RH = NADP+ + H2O + R-OH 

 

gdzie substratem (R) mo�e by� lek, kwas tłuszczowy, steroid lub inny zwi�zek tj. alkan, 

alken, zwi�zek aromatyczny lub heterocykliczny [62]. 

Do tej grupy zaliczamy omówione poni�ej reakcje: 

 

Reakcja hydroksylacji atomu w�gla,  

Reakcja ta polega na rozerwaniu wi�zania w
giel-wodór i przył�czeniu atomu tlenu 

według nast
puj�cego schematu: 

H HC C* CO

 
Rys. 11. Schemat reakcji C-hydroksylacji wg.[23]. 

Elektrofilowa aktywna cz�stka [FeV=O]3+ w hemie jest wystarczaj�co reaktywna 

�eby przył�czy� atom tlenu do niespolaryzowanego wi�zania C – H [23,63]. Przykładem 

takiej reakcji mo�e by� utlenianie alkoholu etylowego do aldehydu, a nast
pnie do kwasu 

karboksylowego [23]. 
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Rys. 12. Schemat reakcji C-hydroksylacji etanolu do kwasu octowego wg. [23]. 

 

 

Innym przykładem jest reakcja hydroksylacji testosteronu katalizowana przez trzy 

najbardziej rozpowszechnione izoenzymy cytochromu P450: CYP3A4, 2C9 i 2C19, co 

przedstawia poni�szy rysunek. 
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Rys. 13. Reakcja hydroksylacji testosteronu katalizowana przez izoenzymy cytochromu P450 wg. 
[64]. 
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Do tego typu reakcji hydroksylacji i utleniania nale�y te� bioaktywacja znanego 

leku o działaniu przeciwbólowym, Paracetamolu1 (paracetamolum) przedstawiona na rys. 

14. Reakcj
 t
 katalizuj� nast
puj�ce izoenzymy: CYP2E1, 1A2 i 3A4 [65]. 
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Rys. 14. Reakcja aktywacji Paracetamolu* wg. [65]. 

 

 

♦ Reakcja dealkilacji  

 

Gdy reakcja hydroksylacji zachodzi w pozycji � do heteroatomów np. atomu tlenu 

w eterach, azotu w aminach i amidach czy siarki w tioeterach nast
puje hydrolityczny 

rozpad wi�zania prowadz�cy odpowiednio do O -, N - i S – dealkilacji [23], przedstawionej 

na poni�szym schemacie: 

 

RO-CH2R’ + NADPH + O2 = ROH + R’CHO – reakcja O – dealkilacji 

RR’N-CH2R” + NADPH + O2 = RR’N-H + R”CHO – reakcja N – dealkilacji 

 

Rys. 15. Schemat reakcji O - i N – dealkilacji wg. [23]. 

 

Tego typu reakcje zachodz� bardzo cz
sto podczas bioaktywacji i detoksykacji wielu 

ksenobiotyków, w tym leków i s� katalizowane przez ró�ne izoenzymy cytochromu P450. 

Przykładem reakcji N – dealkilacji jest przedstawiony na rys.16 metabolizm Imipraminy* 

(imipraminum) i Dezipraminy* (dezipraminum) katalizowany przez: CYP1A2, CYP3A4 

i CYP2D6. 

                                                 
1 Nazwy leków podaj� w dwóch formach: nazw� polsk� z du�ej litery i z gwiazdk� oraz nazw� łaci�sk� 
w nawiasie i z małej litery, wg. A. Zejc, M. Gorczyca „Chemia Leków”. Podpisy pod rysunkami zawieraj� 
nazw� polsk�. 
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Rys. 16. Reakcja N – dealkilacji leku antydepresyjnego Imipraminy* wg. [66]. 

 

 

Reakcji N - dealkilacji ulega tak�e stosowana powszechnie Kofeina* (coffeinum): 

 

N
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N
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CYP2E1

 
Rys. 17. Reakcja N - demetylacji Kofeiny* wg. [67]. 

 

Natomiast reakcja O - demetylacji zachodzi np. podczas enzymatycznej przemiany 

znanego leku przeciwzapalnego - Naproksenu* (naproxenum) (rys.18) 

CH3
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COOH

CH3
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1
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CYP2C9

O  
Rys. 18. Reakcja O - demetylacji Naproksenu* wg. [68,69]. 
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♦ Oksygenacja heteroatomu 

 

Niektóre izoenzymy cytochromu P450 s� równie� zdolne do katalizowania reakcji 

hydroksylacji wi�zania N – H w I i II – rz
dowych aminach i amidach. Aminy I i II – 

rz
dowe tworz� pocz�tkowo N – hydroksyloaminy, a I rz
dowe metabolizuj� nast
pnie do 

nitrozopochodnych. Produkty te s� bardzo reaktywne i cz
sto jest to proces aktywacji 

leków [70]. 

 

RNH2 RNHR' RNHOH RN O( )
 

Rys. 19. Schemat reakcji utleniania amin do nitrozopochodnych wg. [23]. 

 

III – rz
dowe aminy metabolizowane s� do N – tlenków [71]. 

 

R3N R3N O reakcja N - utleniania
 

Rys. 20. Schemat reakcji utleniania amin do N - tlenków wg. [23]. 

 

Enzymy P450 mog� katalizowa� reakcje utlenienia tioeterów, w wyniku czego powstaj� 

sulfotlenki. Reakcji takiej ulegaj� na przykład neuroleptyczne leki psychotropowe 

Chloropromazyna* (chlorpromazinum) i Promazyna* ( promazinum) (rys. 21) 

 

R3S R3S O - reakcja S - utleniania
 

 

N

S

Cl

CH2 (CH2)2 N
CH3

CH3

N

S

Cl

CH2 (CH2)2 N
CH3

CH3

O

CYP 2D6

Promazyna* /  5-sulfotlenek Promazyny / Chloropromazyna Chloropromazyny 
Rys. 21. Reakcja S - utleniania Promazyny* katalizowana przez izoenzymy z grupy CYP2D6 wg. 

[69]. 
 

Wiele N - i S - tlenków jest mniej toksyczna, ni� zwi�zki wyj�ciowe, dlatego reakcje 

N - oksygenacji amin, w tym tak�e amin heterocyklicznych s� bardzo wa�nym etapem 

w procesie ich detoksykacji katalizowanym przez izoenzymy cytochromu P450 [23]. 
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♦ Reakcja epoksydacji 

 

 

R OR

 
 

Rys. 22. Ogólny schemat reakcji epoksydacji wg. [37,51]. 

 

W reakcjach epoksydacji katalizowanych głównie przez CYP1A2 powstaj� 

reaktywne epoksydy wykazuj�ce silniejsze działanie toksyczne, ni� substraty, z których 

powstały. Zwi�zki te mog� oddziaływa� z makrocz�steczkami obecnymi w komórce tj. 

DNA czy białkami powoduj�c ich uszkodzenie. Reakcje epoksydów z DNA s� 

bezpo�redni� przyczyn� kancerogennych wła�ciwo�ci takich zwi�zków jak: benzen, 

benzopiren, aflatoksyna, chlorek winylu, czy polichlorowane w
glowodory aromatyczne 

[44]. W reakcjach bior� głównie udział nast
puj�ce izoenzymy cytochromu P450: 

CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1 i CYP3A4. 

 Ksenobiotykiem, któremu po�wi
cono du�o uwagi jest rozpowszechniony 

w �rodowisku benzo[a]piren, który powstaje podczas spalania w
gla, palenia tytoniu, 

grilowania �ywno�ci, a tak�e jest produktem ubocznym wielu procesów przemysłowych. 

W cz�steczce benzo[a]pirenu jest kilka miejsc, które mog� ulega� reakcji epoksydacji, 

a w konsekwencji hydroksylacji, katalizowanej przez ró�ne izoformy cytochromu P450. 

W wyniku tych reakcji benzo[a]piren jest metabolizowany do produktu, który jest gronym 

karcerogenem u ludzi i silnym mutagenem u bakterii. Szlak biotransformacji tego zwi�zku 

został bardzo dobrze zbadany, ł�cznie ze stereochemicznymi aspektami tej reakcji (rys. 

23). Pocz�tkowy etap przemiany benzo[a]pirenu wymaga epoksydacji katalizowanej przez 

izoenzymy cytochromu P450 w pozycji 7,8. Kolejny etap to hydroliza do zwi�zku 

zawieraj�cego wicynalne grupy OH katalizowana przez hydrolaz
 epoksydow�, 

a nast
pnie kolejna reakcja epoksydacji. Na szcz
�cie organizm wykształcił mechanizmy 

obronne przed tak toksycznymi metabolitami, jakimi s� aromatyczne epoksydy. Kluczow� 

rol
 w tych procesach maj�: hydrolaza epoksydowa oraz transferaza glutationowa.  
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Rys. 23. Schemat biotransformacji benzo[a]pirenu katalizowany przez izoenzymy cytochromu P450 
wg. [72,73]. 
 

 

3.5.2 Reakcje izoenzymów cytochromu P450 ró�ne od monooksygenacji 
 

 

♦ Metabolizm cz�steczki tlenu 

 

Enzymy cytochromu P450 mog� pełni� tak�e rol
 oksydazy. Jedn� 

z charakterystycznych reakcji izoenzymów cytochromu P450, która ma szczególne 

znaczenie dla przemian metabolicznych ksenobiotyków jest redukcja cz�steczki tlenu 

[74]. W warunkach tlenowych cz�steczka tlenu przyjmuje elektron z cytochromu P450. 

W wyniku tej reakcji powstaje anionorodnik ponadtlenkowy (O2
 -), cz�steczka nadtlenku 

wodoru (H2O2) i H2O, co przedstawia schematycznie rys. 24. 

O2
O2 H2O2 OH OH2

..

e- e-

- e -
e -

NADPH NADP
 

Rys. 24. Schemat jednoelektronowej redukcji cz�steczki tlenu wg. [23]. 
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Reaktywne formy tlenu tj O2
-. OH., czy H2O2 prawdopodobnie uwalniane s� 

z kompleksu cytochromu P450 z cz�steczk� tlenu Fe-O2 [74,75]. Reaktywny anionorodnik 

ponadtlenkowy mo�e powstawa� nie tylko podczas reakcji utleniania substratu, ale tak�e 

spontanicznie bez jego udziału. Reaktywne formy tlenu s� toksyczne dla komórki. 

Uszkadzaj� one polinienasycone kwasy tłuszczowe i fosfolipidy błonowe, powoduj� 

p
kanie ła�cuchów DNA oraz jego zmiany antygenowe [76]. Komórka wykształciła 

systemy obronne przed toksycznym działaniem ROS, a funkcj
 t� spełnia m.in. glutation, 

GSH.  

 

♦ Enzymy cytochromu P450 jako peroksydaza 

 

Izoenzymy cytochromu P450 mog� równie� pełni� funkcj
 peroksydazy, co 

wykazano badaj�c reakcje biosyntezy polifenoli [23]. Enzymy te katalizuj� reakcje 

utleniania i ł�czenia si
 fenoli z utworzeniem wi�za� C – C lub C – O. 

 

 

R

OH

O

R R

OH
RR

OH OH

+ NADPH + O2 

izoenzymy
cytochromu P450

 
Rys. 25. Izoenzymy cytochromu P450 w funkcji peroksydazy wg.[23]. 

 

Poni�ej przedstawiono ogólny schemat reakcji peroksydacji katalizowanej przez 

izoenzymy cytochromu P450. 

 

 

2ArH + O2 + 2H+ � Ar – Ar + 2H2O 
 

Rys. 26. Schemat reakcji peroksydacji wg.[23]. 

 

Tworzenie wi�zania C – C zaobserwowano np. mi
dzy dwoma pier�cieniami fenolowymi 

w kluczowym etapie syntezy alkaloidów tj. Kodeiny* (codeinum) i Morfiny (morphinum) 

[23]. Reakcja ta katalizowana jest przez izoenzymy cytochromu P450 i zachodzi w Maku 

Lekarskim (Papaver somniferum ). 
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Rys. 27. Utlenienie Reticuliny* do Morfiny* przez izoenzymy cytochromu P450 w funkcji 

peroksydazy wg.[23]. 
 

Takie utleniaj�ce ł�czenie fenoli przypomina reakcje katalizowane zwykle przez 

peroksydazy. Peroksydazy nale�� do hemoprotein. Spełniaj� one wiele funkcji 

degradacyjnych i biosyntetycznych np. usuwanie ciasteczki nadtlenku wodoru, utlenianie 

toksycznych rodników, biosynteza i degradacja lignin, do których wymagaj� nadtlenków 

jako utleniaczy. 

Cykle katalityczne peroksydazy i białek cytochromu P450 zachodz� w obecno�ci 

podobnych wysokowalencyjnych stanów atomu �elaza. Główna ró�nica mi
dzy tymi 

dwiema hemoproteinami polega na tym, �e w przypadku peroksydazy brak jest 

bezpo�redniego dost
pu substratu do kompleksu �elaza z tlenem. Tak, wi
c, utleniaj�ce 

poł�czenie fenoli zachodzi na zewn�trz hemowego miejsca aktywnego w peroksydazach, 

podczas gdy w przypadku izoenzymów cytochromu P450 zachodzi wewn�trz miejsca 

aktywnego. Peroksydaza mo�e przyj�� elektron tylko na obrze�ach hemu. Nadtlenek 

wodoru ma dost
p do atomu �elaza w cz�steczce porfiryny, ale zawada przestrzenna 

chroni substrat przed bezpo�rednim przył�czeniem atomu tlenu [77]. 

W opisanych reakcjach izoenzymy cytochromu P450 zachowuj� si
 jak enzym 

podobny do peroksydazy, ale zu�ywaj� do utlenienia substratu O2 i NADP(H), zamiast 

H2O2, jak w przypadku peroksydaz. 
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♦ Utleniaj�ca deformylacja aldehydów. 

 

Kilka izoenzymów cytochromu P450 jest zaanga�owanych w reakcje utleniaj�cej 

deformylacji z utworzeniem podwójnego wi�zania przyległego do atomu w
gla 

zwi�zanego z grup� CHO (rys. 28). Reakcja ta jest dosy� powszechna i zachodzi na 

przykład w jednym z etapów biosyntezy cholesterolu i estronu. 

 

O

H
R 4

R 3

CHR1R2 + O2 + 2e- + 2H+ 

izoenzymy
cytochromu P450

R1R2C = CR3R4 + HCOOH + H2O

 

Rys. 28. Ogólny schemat reakcji deformylacji aldehydów wg. [78]. 
 

CHO

CHO

CHO

 

Rys. 29. Reakcja deformylacji aldehydów do zwi�zków z podwójnym wi�zaniem (olefin) wg. [79]. 

 

Zaproponowano kilka mechanizmów dla tego rodzaju reakcji. Ostatnie propozycje 

zakładaj� uczestnictwo intermediatu Fe (III)–O–O- [23,78]. W przeciwie�stwie do silnie 

elektrofilowego intermediatu (FeV=O)3+, Fe (III)–O–O- powinno by� cz�stk� nukleofilow� 

zdoln� do reagowania z grup� aldehydow� z utworzeniem specyficznego produktu 

przej�ciowego, którego rozpad prowadzi do uwolnienia mrówczanu oraz powstawania 

alkenu wywodz�cego si
 z substratu. 

 

♦ Reakcja dehydrogenacji 

 

Izoenzymy cytochromu P450 s� zdolne do przeprowadzania reakcji 

dehydrogenacji wi�za� CH – CH w alkanach, co prowadzi do powstawania wi�za� 

podwójnych [23]. Reakcja ta zachodzi podczas przemian np. testosteronu, levostatyny, 

warfaryny i kwasu walproinowego (kwas 2-propylowalerianowy) [80]. Ostatni 

z wymienionych zwi�zków to lek o wła�ciwo�ciach przeciwdrgawkowych, od którego 

wywodzi si
 cała grupa farmaceutyków zwanych walproininami, które stosowane s� 

w leczeniu padaczki. Podczas reakcji dehydrogenacji kwasu walproinowego powstaj� nie 



Cz��� teoretyczna 
 

 28 

tylko produkty z wi�zaniem podwójnym, ale tak�e metabolity z grup� hydroksylow�. Obie 

�cie�ki metabolizmu zachodz� jednocze�nie, czyli metabolit alkenowy nie wywodzi si
 

z dehydratacji metabolitu hydroksylowanego [70].  
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Rys. 30. Reakcja dehydrogenacji kwasu 2 - propylowalerianowego wg. [23]. 

 

Badania wykazały, �e kompleks (FeV=O)3+ odpowiedzialny jest za dwie 

współzawodnicz�ce reakcje: dehydrogenacj
 i monooksygenacj
 [70]. W typowych 

przemianach wolnych rodników wywodz�cych si
 z alifatycznego substratu, kompleks  

(FeIV – OH)3+ mo�e (i) transportow� reszt
 OH na rodnik substratu (monooksygenacja) 

albo (ii) odrywa� atomu wodoru od rodnika substratu (dehydrogenacja) [70] Opisane 

reakcje przedstawione zostały na rysunku.  
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Rys. 31. Produkty przej�ciowe wyst�puj�ce w reakcjach monooksygenacji i dehydrogenacji  

 katalizowanych przez izoenzymy cytochromu P450 wg. [53]. 
 

♦ Reakcje redukcji 

 

Niektóre izoenzymy cytochromu P450 zdolne s� do katalizowania reakcji redukcji 

ró�nych zwi�zków: pochodnych polihalogenowych, aromatycznych zwi�zków nitrowych, 

zwi�zków azowych, czy trzeciorz
dowych amin i N – tlenków. Jest to mo�liwe dzi
ki 

obecno�ci jonu �elaza Fe (II) w cyklu katalitycznym. Ta zredukowana forma enzymu P450 
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jest dobrym przeno�nikiem elektronów, które mog� by� transportowane albo na O2 

w reakcji monooksygenacji albo te� na inne substraty, które mog� przyjmowa� elektrony. 

R1R2R3C - X + 2e- + 2H+ 
P450

R1R2R3C - H + HX 
Rys. 32. Schemat reakcji redukcji wg. [23]. 

 

Jednym z typów reakcji redukcji katalizowanym przez izoenzymy cytochromu P450 

jest reakcja dehalogenacji zwi�zków alifatycznych, której mechanizm mo�na przedstawi� 

w postaci nast
puj�cego schematu: 

Fe
(II)

RX

Fe
(III)

X

R

Fe
(II)

X R  

 
Rys. 33. Schemat reakcji dehalogenacji wg. [23]. 

 

Przykładem jest reakcja dehalogenacji czterochlorku w
gla. Substrat ten 

w obecno�ci enzymów ulega przekształceniu do reaktywnej formy rodnika 

trichlorometylowygo, który mo�e reagowa� z cz�steczk� tlenu w wyniku, czego powstaje 

chlorek karbonylu, czyli znany gaz bojowy, fosgen [23].  

 

CCl4 Cl CCl3 CCl3O2
C

O

Cl Cl

O2. .
+

1e fosgen

 
Rys. 34. Reakcja dehalogenacji czterochlorku w�gla wg. [23]. 

 

Innym przykładem reakcji redukcji katalizowanej przez izoenzymy cytochromu 

P450 jest redukcja aromatycznych i alifatycznych zwi�zków nitrowych. Atom azotu 

w grupie nitrowej jest obdarzony cz�stkowym ładunkiem dodatnim i wykazuje wła�ciwo�ci 

elektrofilowe, co powoduje, �e łatwo ulega reakcji redukcji. Reakcja ta przebiega według 

mechanizmu jedno lub dwuelektronowego przedstawionego na rys. 35. 

 

RNO2 RNO2
RN O RNHOH RNH2R NO

H
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Rys. 35. Mechanizm redukcji grupy nitrowej wg. [81,82]. 
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Ko�cowym produktem redukcji grupy nitrowej jest grupa aminowa, która jest trwała 

w �rodowisku reakcyjnym. Wszystkie produkty po�rednie powstaj�ce podczas tej reakcji 

s� reaktywne i mog� oddziaływa� z makromolekułami komórkowymi tj. z DNA czy 

białkami, powoduj�c efekty toksyczne, kancerogenne i mutagenne [83]. Szczególn� grup� 

s� powstaj�ce w tej reakcji produkty rodnikowe: anionorodnik nitrowy ( RNO2-.), rodnik 

nitroksydowy (RHNO.), kationorodnik aminowy (RNH2
.) [84,85]. 

Za toksyczne działanie anionorodników nitrowych odpowiedzialne s� dwie reakcje 

chemiczne [84]. Pierwsz� z nich jest reakcja dysproporcjonowania, która zachodzi według 

poni�szego schematu: 

 

RNO2H
+ RNO2 RNO RNO2

OH2
.-

2 + + + +
 

 

Rys. 36. Reakcja dysproporcjonowania anionorodnika wg. [84] 

 

Jest to reakcja detoksykacji anionorodnika, w wyniku której powstaje reaktywna pochodna 

nitrozowa. Drug� wa�n� z biologicznego punktu widzenia reakcj� anionorodnika jest jego 

reakcja utleniania w obecno�ci cz�steczki tlenu prowadz�ca do powstania rodnika 

ponadtlenkowego (rys. 37). 

 

RNO2

RNO2

O2

O2

H2O2

O2

.-

.- .- + 2H
 

 

Rys. 37. Reakcja utleniania anionorodnika wg.[86]. 

 

Selektywne działanie zwi�zków nitrowych w stosunku do komórek w stanie niedotlenienia  

np. komórek nowotworowych wynika wła�nie z faktu, �e reaktywne produkty powstaj� 

w warunkach redukcyjnych, podczas gdy w warunkach tlenowych odtwarzana jest 

cz�steczka nitrozwi�zku [87]. W reakcji tej powstaje tak�e jon ponadtlenkowy, który ulega 

przemianie do nadtlenku wodoru podczas reakcji dysmutacji. Cz�steczka nadtlenku 

wodoru mo�e zosta� przekształcona do bardzo reaktywnej cz�steczki rodnika 

hydroksylowego (OH.) lub usuni
ta z komórki przez dwa enzymy katalaz
 lub 

peroksydaz
 [88], co przedstawia poni�szy rys. 38. 
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Rys. 38. Przemiany jonu ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru wg. [88,89] 

 

Za biologiczne działanie zwi�zków nitrowych odpowiedzialne s� rodnikowe i nierodnikowe 

produkty przej�ciowe powstaj�ce podczas redukcji grupy nitrowej lub produkty redukcji 

cz�steczki tlenu powstaj�ce m.in. w obecno�ci izoenzymów cytochromu P450. 

Aromatyczne zwi�zki nitrowe maj� szerokie zastosowanie kliniczne, jako leki 

przeciwbakteryjne, przeciwpaso�ytnicze, radiouczulaj�ce i przeciwnowotworowe.  

 

3.5.3 Nietypowe reakcje izoenzymów cytochromu P450 
 

Rodzina izoenzymów cytochromu P450 wykazuj�ca szerok� specyficzno�� 

substratow� oprócz prostych reakcji utleniania i redukcji katalizuje tak�e szereg innych, 

bardziej nietypowych przemian, do których nale��: reakcje izomeryzacji, dimeryzacji, 

tworzenia, sprz
gania i zmiany wielko�ci pier�cieni, a tak�e np. migracji utlenionego 

pier�cienia aromatycznego [23,29,37]. Wymienione powy�ej przykłady to tylko niektóre  

z szerokiej gamy reakcji, w jakich bierze udział liczna rodzina białek cytochromu P450.  

 

♦ Reakcja izomeryzacji 

 

W warunkach fizjologicznych zachodzi reakcja izomeryzacji prostaglandyny H2 

(PGH2) do prostacykliny (PGI2) i tromboksanu (TXA2). Proces ten katalizuj� dwa 

izoenzymy cytochromu P450: CYP8A1 (syntetaza prostacyklinowa) i CYP5A1 (syntetaza 

tromboksanowa), bez zu�ycia kofaktorów: NADPH lub NADH [23]. Innym przykładem jest 

reakcja hydroksylacji, jakiej ulega lek przeciwnowotworowy Tamoksyfen* (tamoxifenum) 

przedstawiona na rys. 39 i 40, w wyniku której powstaj� dwa izomery: cis i trans 

hydroksytamoksyfen. 
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Rys. 39. Reakcja hydroksylacji Tamoxyfenu* wg. [70]. 
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Rys. 40. Mechanizm reakcji izomeryzacji Tamoksyfenu* wg. [70]. 

 

♦ Reakcja dehydratacji 

 

Reakcja dehydratacji aldoksymów do nitryli zachodzi według schematu 

przedstawionego na rys.41 
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Rys. 41. Mechanizm reakcji dehydratacji aldoksymów do nitryli wg. [70]. 

 

Reakcja ta zachodzi m.in. podczas biosyntezy cyjanoglikozydu diuryny w ro�linie Sorgo 

zwyczajne (Sorghum bicolor) (rys.42) [70,90]. Zwi�zek te mo�e by� przekształcany do 

toksycznego cyjanowodoru (kwasu pruskiego), który wydziela ta ro�lina. 
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Rys. 42. Biosynteza cyjanoglikozydu diuryny w Sorghum bicolor wg. [90,91]. 

 

♦ Reakcja dimeryzacji 

 

Reakcja dimeryzacji cz
sto zachodzi podczas przemian ksenobiotyków. 

Przykładem jest reakcja dimeryzacji dwóch cz�steczek S - tlenku tiofenu, które powstaj� 

w reakcji utlenienia leku hamuj�cego agregacj
 płytek krwi, Tiklopidyny* (ticlopidinum), co 

przedstawia rys. 43. Podobnym przemianom ulega pochodna S - tlenku 2-fenylotiofenu 

[29,37]. 
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Rys. 43. Reakcja dimeryzacji dwóch cz�steczek S - tlenku tiofenu* wg. [70]. 

 

♦ Reakcje prowadz�ce do utworzenia pier	cienia 

 

Izoenzymy cytochromu P450 katalizuj� reakcj
 cyklizacji, w wyniku której powstaje 

stabilna chemicznie cz�steczka laktonu. Przykładem tej reakcji jest przedstawiona na 

rys. 44 reakcja utleniania pochodnej dihydropirydyny. W pierwszym etapie transformacji 

substratu zachodzi hydroksylacja grupy metylowej do metanolu, który nast
pnie mo�e 

oddziaływa� z podstawnikiem estrowym tworz�c dodatkowy, stabilny chemicznie 

pier�cie� pi
cioczłonowy [23,37]. 
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Rys. 44. Reakcja cyklizacji pochodnej dihydropirydyny z utworzeniem laktonu wg. [23]. 
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Inne przykłady reakcji prowadz�ce do utworzenia pier�cienia to: metabolizm Kapsaicyny* 

(Capsaicinum) katalizowany przez CYP2C9, CYP2C19 i CYP2E1 lub CYP2C8 oraz 

biotransformacja Pronamidu [37]. 

 

♦ Reakcje sprz�gania pier	cieni 

 

Przykładem takiej reakcji jest transformacja dwóch monomerycznych form 

Flawoliny* (flavoline) do dimeru, katalizowana przez izoenzym CYP158A2 wyst
puj�cy 

u promieniowca Streptomyces coelicolor. Produkt powstaj�cy w tej reakcji mo�e 

wyst
powa� w dwóch konformacjach, co przedstawia rys. 45. Proces sprz
gania 

pier�cieni zachodzi tak�e podczas biosyntezy morfiny czy vankomycyny [37]. W ostatniej 

reakcji bierze udział CYP165B2 i CYP165C1. 
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Rys. 45. Proponowany mechanizm tworzenia dimeru Flawoliny przez CYP158A2 u Streptomyces 
coelicolor wg. [23]. 

 

Opisane powy�ej reakcje to tylko wybrane przykłady przemian, w których 

uczestniczy ta wszechstronna rodzina enzymów cytochromu P450. Du�a ró�norodno�� 

reakcji katalizowanych przez izoenzymy cytochromu P450 zwi�zana jest prawdopodobnie 

ze zdolno�ci� atomu �elaza b
d�cego w centrum katalitycznym do wyst
powania 

w ró�nych stanach utlenienia. 

Ró�norodno�� mo�liwych produktów powstaj�cych w reakcjach katalizowanych 

przez izoenzymy cytochromu P450 podkre�la zasadnicz� rol
 tego systemu białkowego, 

w metabolizowaniu leków, ksenobiotyków i zwi�zków endogennych o bardzo 

zró�nicowanej strukturze chemicznej. 
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3.6 Izoenzymy cytochromu P450 w metabolizmie ksenobiotyków 
 

 Ludzkie enzymy cytochromu P450 to liczna rodzina białek, które podzielono na 18 

rodzin i 43 podrodziny [34]. W zale�no�ci od rodzaju substratu, którego przemian
 

katalizuj� ludzkie enzymy P450 mo�na podzieli� na 6 ró�nych grup przedstawionych 

w tabeli 1. 

 

Tab. 1. Klasyfikacja ludzkich izoenzymów cytochromu P450 w zale�no�ci od rodzaju substratów 
metabolizowanych przez te białka wg. [65].  
 

Sterole Ksenobiotyki Kwasy 
tłuszczowe Eikozanoidy Witaminy Nieznane 

substraty 

1B1 1A1 2J2 4F2 2R1 2A7 
7A1 1A2 4A11 4F3 24A1 2S1* 
7B1 2A6 4B1 4F8 26A1 2U1* 
8B1 2A13 4F12 5A1 26B1 2W1* 

11A1 2B6   8A1 26C1 3A43 
11B1 2C8     27B1 4A22 
11B2 2C9       4F11 
17A1 2C18       4F22 
19A1 2C19       4V2 
21A2 2D6       4X1 
27A1 2E1       4Z1 
39A1 2F1       20A1 
46A1 3A4       27C1 
51A1 3A5         

  3A7         
*- niedawno poznana funkcja enzymu  

Enzymy zaznaczone w tabeli z gwiazdk� nie zostały jeszcze szeroko poznane. 

Izoenzym CYP2S1 wyst
puje głównie w komórkach układu oddechowego i pokarmowego 

i uczestniczy w metabolizmie w
glowodorów aromatycznych. Izoenzym CYP2U1 

znaleziono w płucach, trzustce, w�trobie, �ledzionie, mi
�niach, sercu i w mózgu. 

Metabolizuje m.in. kwas arachidonowy i inne kwasy tłuszczowe. Ponadto mo�e odgrywa� 

istotn� rol
 w regulacji przepływu krwi przez mózg. Natomiast CYP2W1 jest izoenzymem 

wyst
puj�cym w komórkach nowotworowych. Podobnie jak CYP2S1 bierze udział 

w aktywacji prokancerogennych policyklicznych w
glowodorów aromatycznych. Wysoki 

poziom ekspresji tego białka stwierdzono w nowotworowych komórkach w�troby, HepG2 

[93]. 

Ksenobiotyki to substancje obce dla organizmu, do których nale��: leki, 

kancerogeny chemiczne oraz ró�ne obecne w otaczaj�cym nas �rodowisku zwi�zki 

chemiczne np. polichlorowane bifenyle, pestycydy dioksyny, insektycydy. Wykazuj� one 

cz
sto wła�ciwo�ci lipofilowe i ulegaj� przemianom w obecno�ci enzymów 

metabolizuj�cych, wyst
puj�cych w komórkach. 
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Metabolizm ksenobiotyków zachodzi w dwóch fazach. Do I fazy przemian 

zaliczane s� głównie: reakcje utleniania, redukcji i hydroksylacji, podczas których  

w cz�steczce ksenobiotyku modyfikowane s� obecne ju� grupy funkcyjne lub powstaj� 

nowe. W kolejnym etapie produkty tych reakcji tworz� koniugaty ze zwi�zkami 

endogennymi, tj: glutationem, glukuronianami lub siarczanami, dzi
ki czemu staj� si
 

bardziej polarne i lepiej rozpuszczalne w wodzie, co ułatwia ich wydalanie z organizmu. 

Te procesy ł�czenia si
 aktywowanego w reakcjach I fazy ksenobiotyku z substancjami 

endogennymi nosz� nazw
 reakcji II fazy lub reakcji koniugacji. Wiele enzymów 

cytochromu P450 wprowadza grupy hydroksylowe w pierwszej fazie metabolizmu leków. 

Grupy te z jednej strony zwi
kszaj� polarno�� zwi�zku ułatwiaj�c jego wydalanie 

z moczem, z drugiej strony słu�� jako miejsca dalszych modyfikacji w drugiej fazie 

metabolizmu [62].  

Nale�y jednak podkre�li�, �e reakcje metabolizmu ksenobiotyków to nie tylko 

reakcje prowadz�ce do wydalenia go z ustroju. To przede wszystkim przemiany 

prowadz�ce do inaktywacji i aktywacji leków [94]. To ostatnie zjawisko odgrywa istotn� 

rol
 w przypadku proleków, czyli zwi�zków, które wyst
puj� w �rodowisku w formie 

latentnej. W wyniku przemian enzymatycznych katalizowanych przez enzymy proleki 

ulegaj� przekształceniu do formy aktywnej, co pozwala im oddziaływa� z celem 

molekularnym w komórce [93]. Przykładem proleków s� zwi�zki przeciwnowotworowe 

z grupy Mitomycyny C, nitrofuranu, nitroimidazolu, a tak�e badane przeze mnie pochodne 

1-nitroakrydyny [1,12]. Poznanie procesu bioaktywacji leków przyczyniło si
 do 

rozwini
cia jednej z gał
zi terapii przeciwnowotworowej, opartej na bioredukcji proleków 

w warunkach beztlenowych, jakie panuj� w komórkach nowotworowych, co zapewnia 

selektywne działanie tych leków [63,81]. Kluczowym organem, bogatym w enzymy, 

w którym zachodzi metabolizm ksenobiotyków jest w�troba. Badania dowiodły, �e ok. 

95% wszystkich farmaceutyków metabolizowana jest przez izoenzymy cytochromu P450 

[95]. 

Spo�ród olbrzymiej liczby izoeznymów cytochromu P450 mo�na wyró�ni� 

kilkana�cie enzymów, które s� zaanga�owane głównie w metabolizm wielu leków 

i ksenobiotyków [95]. Najwa�niejsze z nich to: 

CYP 1A2 

CYP 2A6, CYP 2B6, CYP 2C8, CYP 2C9, CYP 2C19, CYP 2E1 

CYP 3A4/5 

 
Badania wykazały, �e spo�ród wymienionych izoenzymów najbardziej aktywny jest 

izoenzym CYP3A4, który metabolizuje ok. 50 % wszystkich znanych leków [95]. Pozostała 

cz
�� leków jest metabolizowana głownie przez izoenzymy nale��ce do rodziny CYP2 

i s� to: CYP2C9, CYP2C19 i CYP2D6 i 2E1 (rys.46). 



Cz��� teoretyczna 
 

 38 

CYP1A2
CYP2A6
CYP2C9
CYP2C19
CYP2E1
CYP2D6 
CYP3A4

 
Rys. 46. Udział izoenzymów cytochromu P450 w metabolizmie leków wg. [95]. 
 
 
CYP3A4 

 

Izoenzym CYP3A4 (rys. 47) jest jednym z najbardziej rozpowszechnionych białek 

cytochromu P450 w komórkach ludzkich. Stanowi on ok. 30-40% wszystkich izoenzymów 

obecnych w w�trobie i jelicie cienkim [96]. Ponadto wyst
puje tak�e w niektórych 

komórkach nowotworowych tj. nowotworowych komórkach nerki czy w�troby [97]. 

Gen koduj�cy ten enzym jest zlokalizowany na chromosomie 7 q22.1 [96,98].  

 
Rys. 47. Struktura przestrzenna izoenzymu CYP3A4 wg. [46]. 

 

Substraty izoenzymu CYP3A4 s� zró�nicowane pod wzgl
dem strukturalnym, ale 

w wi
kszo�ci s� to zwi�zki o wła�ciwo�ciach lipofilowych. Nale�� do nich nie tylko zwi�zki 

endogenne tj: testosteron, kortizol, progesteron, androstenodiol i estradiol, ale tak�e 

szereg leków i ksenobiotyków np. antybiotyki: Erytromycyna* (erythromycinum), 

Cyklosporyna* (ciclosporinum) leki psychotropowe: Midazolam* (midazolamum), 

Triazolam* (triazolamum), leki stosowane w chorobach serca: Nifedipina* (nifedipine), 

Diltiazem* (diltiazemum), a tak�e leki przeciwnowotworowe: Cyklofosfamid* 

CYP3A4 

CYP2D6 

CYP2E1 

CYP2C9 

CYP2C19 

CYP2A6 CYP1A2 
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(cyclophosphamidum), Ifosfamid* (Ifosfamidum), Etopozyd* (etoposidum), Metotreksat* 

(methotrexatum), Imatinib* (imatinib) i Vinblastyna* (vinblastinum), Taksol* (taxol), 

Tamoksyfen* (tamoxifenum) i wiele innych leków [96,98,99,100].  

Izoenzym CYP3A4 katalizuje głównie reakcje hydroksylacji, N-dealkilacji 

[38,96,98]. Reakcji hydroksylacji ulegaj� głównie alifatyczne fragmenty cz�steczek, 

a tak�e ugrupowania benzylowe, które wyst
puj� m.in. w endogennych steroidach 

tj. w progesteronie i testosteronie, czy te� w innych lekach np. Budezonid* 

(budesonidum), Cyklosporyna* (ciclosporinum), Salmeterol* (salmeterolum) 

i Lowastatyna* (lovastatinum). Reakcji 4-hydroksylacji ulegaj� tak�e zwi�zki 

przeciwnowotworowe tj. Cyklofosfamid* (cyclophosphamidum), Ifosfamid* (Ifosfamidum). 

Natomiast przemiany polegaj�ce na N-dealkilacji zachodz� w przypadku nast
puj�cych 

leków: Erytromycyna* (erythromycinum), Lidokaina* (lidocainum), Diltiazem* 

(diltiazemum), Terfenadyna* (terfenadinum), Imatinib*(imatinib) i Tamoksyfen* 

(tamoxifenum) [38,101].  

Uwa�a si
, i� oddziaływania lipofilowe enzym - substrat w centrum aktywnym 

enzymu s� sił� nap
dow� wi�zania substratu z izoenzymem CYP3A4. Reakcja ta 

wymaga usuni
cia z miejsca aktywnego cz�steczek wody, co daje energi
 potrzebn� do 

zmiany stanu spinowego kompleksu FeIV=O w centrum porfirynowym. 

Cz�steczki substratów izoenzymu CYP3A4 s� lipofilowe. Mechanizm reakcji 

przemiany tych zwi�zków został poznany na podstawie bakteryjnego cytochromu 

P450BM-3 (CYP102). W przypadku tego izoenzymu substratem s� kwasy tłuszczowe 

przyjmuj�ce w roztworze wodnym struktur
 globularn�. Podczas przemieszczania si
 

w lipofilowym kanale prowadz�cym do centrum aktywnego CYP102 kwasy tłuszczowe 

rozwijaj� si
 i przyjmuj� struktur
 liniow�, w której lipofilowa głowa skierowana jest 

w kierunku hemu, a polarny ogon zwrócony jest w stron
 rozpuszczalnika. Podobny 

mechanizm znaleziono w przypadku znanego substratu CYP3A4 – Cyklosporyny, która 

w �rodowisku wodnym ukrywa przed enzymem miejsce metabolizmu, a w �rodowisku 

aprotycznym (lipofilowym) udost
pnia to miejsce i wi��e si
 z enzymem [38]. Powy�sze 

fakty pozwalaj� zrozumie� szerok� selektywno�� CYP3A4. Wi�zania oparte głównie na 

oddziaływaniach hydrofilowych s� słabe i bez wi�za� jonowych i wodorowych umo�liwiaj� 

ruch substratu w centrum aktywnym. Dlatego te� substrat jest w stanie przyjmowa� wi
cej 

ni� jedn� orientacj
 w miejscu aktywnym i ewentualny produkt takiej reakcji jest 

rezultatem oddziaływa� mi
dzy jedn� z tych orientacji, a (FeO)3+. Przykładem takich 

oddziaływa� mo�e by� metabolizm Midazolamu* (midazolamum) przez CYP3A4. 

W wyniku transformacji tego zwi�zku powstaj� 2 produkty: 4-hydroksymidazolam 

i 1-hydroksymidazolam. Izoenzym CYP3A4 mo�e przyjmowa� ró�ne konformacje 

w zale�no�ci od wi�zanego substratu. Uwa�a si
, i� powy�sza zdolno�� miejsca 

aktywnego CYP3A4 do przyjmowania ró�nych konformacji jest odpowiedzialna za szeroki 
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zakres specyficzno�ci substratowej tego izoenzymu. Wysoki poziom ekspresji izoenzymu 

CYP3A4 w kluczowych organach przewodu pokarmowego tj. przełyk, dwunastnica, jelito 

cienkie i grube, a tak�e w�troba i nerki wpływa istotnie na biodost
pno�� stosowanych 

leków i skuteczno�� leczenia [96]. 
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Rys. 48. Struktury chemiczne substratów izoenzymu CYP3A4 wg. [96]. 

 

 

CYP2D6 
 

Gen koduj�cy izoenzym 2D6 zlokalizowany jest na chromosomie 22q13.1 [98]. 

Chocia� enzym ten stanowi zaledwie 2% izoenzymów cytochromu P450 zgromadzonych  

w komórkach w�troby, to jego udział w metabolizmie leków jest znacz�cy i wynosi ok. 

30% [65,95] Izoenzym CYP2D6 katalizuje przemiany: leków antydepresyjnych, 

antyarytmicznych, tzw. 	-blokerów, a tak�e inhibitorów serotoniny [38,100,101]. Struktury 

chemiczne niektórych z nich przedstawiłam na rys. 49. 
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Rys. 49. Wybrane substraty izoenzymu CYP2D6 wg. [38]. 

 

 

Substraty te zawieraj� zasadowy atom azotu (pKa >8), który wyst
puje 

w fizjologicznym pH w postaci sprotonowanej [38]. Głównym typem oddziaływa� 

odpowiedzialnym za specyficzno�� substratow� tego izoenzymu jest oddziaływanie par 

jonowych pomi
dzy obdarzonym ładunkiem dodatnim atomem azotu, a cz�steczk� kwasu 

asparaginowego. Poniewa� wi
kszo�� substratów izoformy 2D6 posiada wła�ciwo�ci 

zasadowe, wszelkie ró�nice obserwowane w powinowactwie substratu do enzymu s� 

przypisywane oddziaływaniom hydrofobowym lub typu � – �. Hydroksylacja w tych 

zwi�zkach nast
puje w pier�cieniu aromatycznym lub w zwi�zanym z nim krótkim 

ła�cuchu bocznym. Chocia� wykazano, �e CYP2D6 ma niewielki udział w przemianach 

leków przeciwnowotworowych to znacz�co wpływa na efektywno�� leczenia nowotworu 

piersi za pomoc� Tamoksyfenu* (tamoxifenum). 90% tego leku przeciwnowotworowego 

jest metabolizowana przez CYP3A4 do nieaktywnej formy, jak� jest  

N-demetylotamoksyfen. 10% Tamoksyfenu* (tamoxifenum) jest metabolizowana przez 

CYP2D64 do aktywnego produktu, 4-hydroksytamoksyfenu. Izoenzym CYP2D6 

przekształca tak�e nieaktywn� pochodn�, N-demetylotamoksyfen (rys. 50) do 

4-hydroksy-N-demetylotamoksyfenu o działaniu antyestrogennym, który jest aktywny 

w stosunku do komórek nowotworowych [98]. 



Cz��� teoretyczna 
 

 42 

CH3

O
N

CH3

CH3

N-demetylo-TAM

4-OH N-demetylo-TAM
     (Endoksyfen)

CYP3A4/5

CYP2C9
CYP1A2
CYP2C19
CYP2D6

4' 4' hydroksylacja
CYP2B6

CYP2C19

CYP2D6

4-OH- TAM

CYP2D6
CYP2B6
CYP2C9
CYP2C19
CYP3A4/5

CYP3A4/5

3' hydroksylacja

4

3
CYP3A4/5

CYP3A4/5

Tamoksyfen (TAM)

 
 

Rys. 50. Przemiany enzymatyczne Tamoksyfenu* wg. [102]. 

 

 

 

CYP2C9 i CYP2C19. 
 

Izoenzymy CYP2C9 i CYP2C19 wyst
puj� głównie w komórkach w�troby 

i odpowiedzialne s� za metabolizm ok. 15% stosowanych leków. Geny koduj�ce te 

izoenzymy zlokalizowane s� na chromosomie 10q24 [98]. 

Substraty tego izoenzymu CYP2C9 to przede wszystkim: niesterydowe leki 

przeciwzapalne, m.in. Tolbutamid* (tolbutamidum), Fenytoina* (phenytoinum), Ibuprofen* 

(ibuprofenum), Naproksen* (naproxenum), czy Diklofenak* (diclofenacum) oraz 

przeciwzakrzepowa Warfaryna* (warfarinum), których struktury przedstawiłam na rys.51 

[38]. 

� –OH-TAM 

aktywna 
posta� leku 
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Rys. 51. Struktury chemiczne charakterystycznych substratów izoenzymu CYP2C9 wg.[38]. 

 

Analizuj�c struktur
 substratów CYP2C9 mo�na powiedzie�, i� maj� one 

zró�nicowan� budow
 chemiczn�. Wszystkie zawieraj� pier�cie� aromatyczny, który jest 

słabiej skondensowany, ni� w substratach CYP1A2. S� to głównie zwi�zki o charakterze 

kwasowym, co powoduje, �e przyjmuj� w pH fizjologicznym form
 zjonizowan�. 

Cz�steczki tych leków s� amfipatyczne – zawieraj� region lipofilowy w miejscu 

hydroksylacji i obszar hydrofilowy zlokalizowany wokół powstaj�cego wi�zania 

wodorowego. Utlenianie substratu nast
puje w pier�cieniu aromatycznym lub te� 

w krótkim ła�cuchu alkilowym [101]. 

Natomiast CYP2C19 podobnie, jak CYP2D6 metabolizuje leki antydepresyjne np. 

Diazepam* (diazepamum) Proguanil* (proguanile) i Imipramin
* (imipraminum) oraz leki 

przeciwnowotworowe Cylofosfamid* (cyclophosphamidum), Ifosfamid* (iphosphamidum) 

Imatinib* (imatinib) i Tamoksyfen* (tamoxifenum) [98]. Zwi�zki te nie wykazuj� 

podobie�stw strukturalnych ani podobie�stw wła�ciwo�ci fizykochemicznych. 

Prawdopodobnie CYP2C19 wi��e substraty b
d�ce potencjalnymi donorami atomu 

wodoru w wi�zaniach wodorowych. W przeciwie�stwie do poprzednio omawianych 

izoenzymów, CYP2C19 mo�e wi�za� zwi�zki słabo zasadowe np. Diazepam* 

(diazepamum) (pKa=3,4), lub silnie zasadowe – Imipramina* (imipraminum) (pKa=9,5) 

albo typu kwasowego np. Warfaryna* (warfarinum) (pKa=5) [38]. 
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Rys. 52. Struktury charakterystycznych substratów dla CYP2C19 wg. [38]. 

 

 

3.6.1 Polimorfizm enzymów i jego znaczenie w terapii 
 

Metabolizm leków katalizowany przez szereg ró�nych enzymów jest cech� 

indywidualn� ka�dego człowieka. W�ród czynników odpowiedzialnych za t� ró�norodno�� 

s� m.in. dieta, czynniki �rodowiskowe, stan zdrowotny, a tak�e budowa genetyczna 

i zwi�zany z ni� polimorfizm białek. Polimorfizm jest cech� genomu ludzkiego definiowan� 

jako ró�nica w sekwencji DNA wyst
puj�ca w danej populacji ludzi cz
�ciej ni� 1%. 

[102,103]. Najcz
stsz� przyczyn� zró�nicowanej budowy DNA s� mutacje punktowe 

polegaj�ce na zmianie jednego lub kilku nukleotydów w ła�cuchu DNA, co prowadzi do 

powstania ró�nych alleli danego genu. Zmiany w strukturze DNA istotnie wpływaj� na 

poziom ekspresji białek, ich budow
 i funkcje [104]. W konsekwencji leki podawane 

pacjentom s� metabolizowane w ka�dym przypadku odmiennie i specyficznie [45,47]. 

Poni�ej na rys.53. przedstawiłam zró�nicowany poziom wybranych izoenzymów 

cytochromu P450 u 18 ró�nych pacjentów, okre�lony na podstawie metabolizmu 

charakterystycznych dla tych enzymów substratów. 

 



Cz��� teoretyczna 
 

 45 

 
Rys. 53. Zró�nicowany poziom wybranych izoenzymów cytochromu P450: CYP1A2, CYP2E1 

i CYP3A4 w komórkach w�troby 18 dawców wg. [65]. 
 

 

W zale�no�ci od zdolno�ci do metabolizowania głównych leków wyró�niono trzy 

podstawowe typy pacjentów:  

 

1. „przeci
tnie metabolizuj�cy” – pacjenci posiadaj�cy dwie kopie danego allelu, 

którzy metabolizuj� leki zgodnie z przewidywaniami, 

2. „słabo metabolizuj�cy” - pacjenci z mutacj� w genie, która powoduje zmniejszon� 

aktywno�� danego izoenzymu lub jego brak, 

3. „intensywnie metabolizuj�cy” - pacjenci posiadaj�cy wi
cej ni� dwie kopie danego 

allelu, co wi��e si
 z wysok� aktywno�ci� izoenzymu.  

U pacjentów wolno metabolizuj�cych st
�enie podawanego leku we krwi jest 

wysokie i poziom ten utrzymuje si
 przez dłu�szy okres czasu. St
�enie metabolitu jest  

w tym przypadku niskie. W sytuacji, gdy zwi�zkiem aktywnym jest metabolit podawanego 

leku, aby uzyska� po��dany efekt terapeutyczny, nale�y pacjentom podawa� wy�sze 

dawki leku. Natomiast, je�eli podawany lek nie wymaga aktywacji dla swej aktywno�ci 

biologicznej, to jego wysokie st
�enie mo�e powodowa� nasilenie negatywnych skutków 

ubocznych. W przypadku osób z szybkim metabolizmem niskie dawki leków przynosz� 

po��dany efekt, gdy� biotransformacja leku zachodzi w szybkim tempie. Znaj�c, zatem 

profil polimorficzny pacjenta, mo�emy dostosowywa� odpowiedni� dla niego dawk
, 

unikaj�c efektów przedawkowania, czy zbyt niskiej, a przez to nieskutecznej dawki leku.  

Prowadzone na szerok� skal
 badania izoenzymów cytochromu P450 wykazały, 

�e wszystkie enzymy kluczowe dla biotransformacji leków tj. CYP2D6, CYP2C9, 

CYP2C19, CYP2A6, CYP2E1, a ostatnio tak�e CYP3A4 wyst
puj� w kilku odmianach 

polimorficznych, co przedstawia poni�sza tabela [103]. 
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Tab. 2. Polimorfizm wybranych ludzkich izoenzymów cytochromu P450 wg. [103] 

Cz
sto�� wyst
powania 

w populacji ludzkiej 
Izoenzym 

cytochromu 

P450 

wersje genów Funkcje 
rasa 

biała [%] 

rasa 

orientalna [%] 

CYP2A6 CYP2A6*2 

CYP2A6*3 

CYP2A6*4 

CYP2A6*5 

Nieaktywny 

nieznana 

nieznana 

defekt enzymu 

1-3 

0 

1 

0 

0 

0 

15 

1 

CYP2C9 CYP2C9*2 

 

CYP2C9*3 

zmniejszone powinowactwo 

do reduktazy cytochromu 

P450  

zmieniona specyficzno�� 

substratowa 

0-13 

 

7-9 

0 

 

2-3 

 

CYP2C19 CYP2C19*2 

CYP2C19*3 

nieaktywny enzym 

nieaktywny enzym 

13 

0 

23-32 

6-10 

CYP2D6 CYP2D6*2xn 

CYP2D6*4 

CYP2D6*5 

CYP2D6*10 

CYP2D6*17 

zwi
kszona aktywno�� 

nieaktywny enzym 

brak enzymu 

niestabilny enzym 

zmniejszone powinowactwo 

do substratu 

1-5 

12-21 

4-6 

1-2 

0 

0-2 

1 

6 

50 

nie okre�lona 

CYP2E1 CYP2E1*2 

CYP2E1*3 

CYP2E1*4 

zmniejszony poziom 

ekspresji 

efekt nieznany 

efekt nieznany 

0 

<1 

<1 

0 

1 

nie okre�lona 

CYP3A4 CYP3A4*2 

CYP3A4*3 

wy�sze Km dla substratu 

efekt nieznany 

3 

0 

0 

<1 

 

Spo�ród wymienionych powy�ej izoenzymów cytochromu P450, najlepiej poznany 

jest polimorfizm izoenzymu CYP2D6. 20% ludzi rasy białej i ok. 1% pozostałej cz
�ci 

populacji ludzkiej posiada nieaktywny izoenzym CYP2D6. Natomiast blisko 6% ludzi 

pozbawionych jest tego enzymu. Wi
kszo�� z tych ludzi zaliczana jest do pacjentów słabo 

metabolizujacych leki [63,103]. Pacjenci ci s� bardziej wra�liwi na podawane im leki gdy� 

nie uległy one metabolizmowi deaktywacyjnemu przez CYP2D6 i s� znacznie wolniej 

wydalane z organizmu. W przypadku za� leków wymagaj�cych enzymatycznej aktywacji 

np. Tramadolu* (tramadolum) o działaniu przeciwbólowym czy leków o działaniu 

antyarytmicznym brak izoenzymu CYP2D6 znacznie obni�a skuteczno�� tych leków. 



Cz��� teoretyczna 
 

 47 

Wyst
powanie polimorficznych odmian izoenzymu CYP2C9 wpływa te� na 

skuteczno�� działania Warfaryny* (warfarinum) obni�aj�cej krzepliwo�� krwi. Izoenzym 

CYP2C9 katalizuje reakcj
 6 i 7-hydroksylacji tego leku. Pacjenci z CYP2C9*3 bardzo 

słabo metabolizuj� Warfaryn
, co powoduje, �e tylko 10% tego leku zostaje wydalone  

z organizmu. W przypadku tych pacjentów dawka Warfaryny powinna by� ok. 10-16 razy 

ni�sza, w przeciwnym razie stwarza zagro�enie krwotoku wewn
trznego [98]. 

Mi
dzyosobnicze ró�nice w ekspresji genów enzymów metabolizuj�cych s� 

obecnie intensywnie badane. Wykrywanie i interpretacja zmian pojawiaj�cych si
 

w genach poszczególnych izoenzymów cytochromu P450 pozwoli przewidzie� nie tylko 

efekt działania leków, ale tak�e ryzyko zachorowania na wiele chorób, w tym tak�e na 

choroby nowotworowe [45]. Wiadomo bowiem, �e wysoki poziom niektórych izoenzymów 

np. CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 i CYP3A5 mo�e zwi
ksza� 

ryzyko zachorowania i rozwoju nowotworów w organizmie [25]. Wiedza na temat 

polimorfizmu enzymów stwarza szanse na indywidualne podej�cie do pacjenta, a zatem 

skuteczniejsz� terapi
 szczególnie w zakresie chorób nowotworowych [47,105]. 

 

3.6.2 Indukcja izoenzymów cytochromu P450 
 

Poza zjawiskiem polimorfizmu ró�norodno�� szlaków metabolicznych pot
guje 

mo�liwo�� indukcji poziomów izoenzymów cytochromu P450 bior�cych udział 

w metabolizmie leków i ksenobiotyków. Istnieje wiele substratów, które mog� aktywowa� 

b�d hamowa� działanie poszczególnych białek, co wpływa istotnie na metabolizm 

zwi�zków endogennych i egzogennych katalizowany przez te enzymy [106,107]. Zjawisko 

indukcji izoenzymów metabolizuj�cych jest kolejn� po polimorfizmie białek przyczyn� 

zró�nicowanej podatno�ci pacjentów na stosowane leczenie i w znacznym stopniu 

wpływa na skuteczno�� stosowanej terapii. Poznanie kilku głównych receptorów 

komórkowych tj. Ahr, CAR i PXR miało olbrzymie znaczenie w zrozumieniu mechanizmu 

indukcji wielu przemian metabolicznych [106]. Receptory te odgrywaj� istotn� rol
 

w regulacji izoenzymów cytochromu P450. Receptor Ahr wpływa głównie na enzymy 

rodziny CYP1A natomiast PXR i CAR wpływaj� na rodziny cytochromu P450: CYP2 

i CYP3A, a tak�e na: transferaz
 glutationow� oraz białka transportuj�ce zwi�zane 

z oporno�ci� komórek tj. MDR1, MRP2. 

Receptory komórkowe: Ahr i CAR s� zlokalizowane w cytoplazmie komórki 

i dopiero po zwi�zaniu z odpowiednim ligandem s� transportowane do j�dra. Obydwa 

receptory wymagaj� aktywacji. Nieaktywny w cytoplazmie CAR jest zwi�zany 

z endogennymi steroidami. Dopiero po zwi�zaniu z induktorem np. fenobarbitalem, 

receptor ten ulega defosforylacji i mo�e by� przenoszony do j�dra. Podobnie Ahr 
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wyst
puje w kompleksie z białkiem szoku termicznego (Hsp90), a pod wpływem induktora 

oddysocjowuje i jest przenoszony do j�dra. Trzeci z wymienionych receptorów, PXR 

wyst
puje głównie w j�drze komórkowym, podczas gdy w cytoplazmie znajduj� si
 jego 

�ladowe ilo�ci. Aktywowane receptory oddziałuj� z cz
�ci� promotorow� odpowiedniego 

genu koduj�cego enzym metabolizuj�cy w miejscu zwanym (XRE) i wpływaj� na proces 

transkrypcji tego enzymu [106]. Receptor PXR oddziałuj�c z ró�nymi ksenobiotykami, jak 

równie� z naturalnymi glukosteroidami i steroidami syntetycznymi reguluje poziom 

izoenzymu cytochromu CYP3A4, kluczowego w przemianach metabolicznych wielu 

powszechnie stosowanych leków [106,107]. 

 

3.7 Reduktaza cytochromu P450 (CPR)  
 

3.7.1 Ogólne informacje o CPR 
 

NADPH-zale�na reduktaza cytochromu P450 (CPR) jest flawoprotein� o masie 

75-80 kDa, zlokalizowan� w błonie retikulum endoplazmatycznego wi
kszo�ci komórek 

eukariotycznych. Po raz pierwszy została zidentyfikowana w 1949 roku, jako reduktaza 

cytochromu C [108]. Porównanie sekwencji genów koduj�cych enzymy reduktazy 

wyst
puj�ce w ró�nych organizmach wykazało, �e istniej� segmenty identyczne dla 

wszystkich znanych form reduktazy cytochromu P450. Fragmenty te koduj� aminokwasy 

bior�ce udział w wi�zaniu kofaktorów flawoproteiny. Poziom ekspresji genu koduj�cego 

CPR w organizmach ssaków jest regulowany obecno�ci� hormonu tyreotropowego (T3) 

[109] i jest najwy�szy w w�trobie i płucach, aczkolwiek niewielkie ilo�ci enzymu 

zlokalizowano we wszystkich badanych tkankach [110].  

Reduktaza cytochromu P450 uczestniczy w transporcie elektronów z NADPH 

(zredukowany fosforan dinukleotydu nikotynoaminoadeninowego) na ró�ne białka 

oksydoredukuj�ce, w�ród których znajduje si
 rodzina izoenzymów cytochromu P450. 

Inne fizjologiczne akceptory elektronów współpracuj�ce z reduktaz� cytochromu P450 to 

oksygenaza hemu [111], bior�ca udział w katabolizmie hemu; cytochrom b5 [112], 

katalizuj�cy procesy metabolizmu kwasów tłuszczowych oraz monooksygenaza skwalenu 

i reduktaza 7-dehydrocholesterolu, które wraz z cytochromem b5 bior� udział 

w biosyntezie steroli.  
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Rys. 54. Funkcje reduktazy cytochromu P450 wg. [113]. 

 

Oprócz wymienionych makromolekuł z reduktaz� cytochromu P450 współpracuje 

równie� cytochrom c oraz ferrycyanid. W przenoszeniu elektronów w CPR uczestnicz�, 

zwi�zane z enzymem, kofaktory: dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD) oraz 

mononukleotyd flawinowy (FMN). FAD pełni funkcj
 akceptora dwóch ekwiwalentów jonu 

hydroniowego pobieranych z cz�steczki NADPH, a FMN jest donorem jednego elektronu 

na terminalny akceptor.  

 

 

 

 

 

 

 

Rys. 55. Cykl katalityczny reduktazy cytochromu P450 wg. [113]. 

 

Reduktaza cytochromu P450 posiada zatem zdolno�� do jednoczesnego 

przyjmowania dwóch ekwiwalentów jonu hydroniowego z NADPH i przenoszenia ich 

pojedynczo na hemow� grup
 prostetyczn� cytochromu P450. Zatem kierunek transportu 

elektronów jest nast
puj�cy: NADPH � FAD � FMN, jak przedstawia rysunek 55. 

Badania wykazały jednak, �e istniej� trzy typy cz�steczek współpracuj�ce z reduktaz� 

cytochromu P450, które ró�ni� si
 preferencj�, co do zwi�zku pełni�cego funkcj
 dawcy 

elektronów. S� to: 
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1.  Akceptory pierwszego typu - przyjmuj� ekwiwalenty redukuj�ce bezpo�rednio 

z FAD; do tej grupy nale��: ferrycyanid i NADP+; 

2.  Akceptory drugiego typu - przyjmuj� elektrony z FMN, w�ród nich znajduje si
 

rodzina izoenzymów cytochromu P450 oraz cytochrom b5; 

3.  Akceptorem trzeciego typu jest molekularny tlen. Cz�steczka O2 mo�e przyjmowa� 

elektrony zarówno z FAD jak i FMN i generowany jest wówczas nadtlenek lub 

ponadtlenek. 

 

3.7.2 Struktura reduktazy cytochromu P450 
 

Reduktaza cytochromu P450 zbudowana jest z trzech domen. Jedna domena 

wi��e cz�steczk
 FAD i NADPH i jest zlokalizowana na C-ko�cu, N-ko�cowa domena 

wi��e natomiast FMN. Dodatkowo obecna jest tzw. domena ł�cz�ca, która 

prawdopodobnie odpowiada za kontrol
 i regulacj
 przepływu elektronów mi
dzy 

kofaktorami. Enzym zawiera równie� hydrofobowy fragment o długo�ci 20-30 

aminokwasów na N-ko�cu, który funkcjonuje jako „kotwica” umo�liwiaj�ca wi�zanie si
 

białka z błon� i oddziaływanie z cytochromem P450 [50]. Struktur
 przestrzenn� 

reduktazy przedstawiono na rys.56. 

 
Rys. 56. Trójwymiarowa struktura reduktazy cytochromu P450; domena wi���ca FAD/NADPH- 

zielona, domena wi���ca FMN- niebieska, domena ł�cz�ca- szara, kofaktory FAD i FMN- 
�ółte, NADPH- czerwony wg. [50]. 

 
 

3.7.3 Kompleks reduktazy cytochromu P450 z kofaktorami i z NADPH 
 

Reduktaza cytochromu P450 posiada dwa kofaktory flawinowe: FAD i FMN, które 

uczestnicz� w przekazywaniu ekwiwalentu jonu hydroniowego z NADPH na ró�ne 
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terminalne akceptory elektronów. Miejsce wi�zania kofaktorów ma głównie charakter 

hydrofobowy. Po obu stronach pier�cieni izoalloksazynowych cz�steczek flawinowych 

znajduj� si
 aminokwasy aromatyczne, co umo�liwia tworzenie oddziaływa� typu � – �, 

stabilizuj�cych kompleks reduktazy cytochromu P450 z kofaktorami [50]. 

Oprócz oddziaływa� typu � – � kompleks reduktazy cytochromu P450 

z kofaktorami stabilizowany jest przez siły van der Waalsa oraz wi�zania wodorowe [114]. 

Poni�ej przedstawiono struktur
 centrum aktywnego enzymu. 
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Rys. 57. Struktura centrum aktywnego reduktazy cytochromu P450, linia kropkowana – siły van 

der Waalsa, linia kreskowa – wi�zania wodorowe [114]. 
 
 

3.7.4 Zmiany w strukturze CPR w czasie procesu katalizy 
 

Cz�steczka FAD ł�czy si
 z reduktaz� cytochromu P450 w pobli�u miejsca 

wi�zania pier�cienia nikotynamidowego NADPH, jednocze�nie jest w bliskim kontakcie 

z pier�cieniem izoalloksazynowym FMN, co umo�liwia szybki i bezpo�redni transfer 

elektronów mi
dzy kofaktorami. Odległo�� mi
dzy cz�steczkami FAD i FMN wynosi 

2-2,5 Å. Wzajemn� orientacj
 kofaktorów w enzymie zaprezentowano na rys.58. 

 

 
Rys. 58. Wzajemna orientacja kofaktorów w reduktazie cytochromu P450 [50]. 

FAD 
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Poł�czenie reduktazy cytochromu P450 z NADP(H) indukuje zmiany 

konformacyjne w strukturze białka, które s� istotne dla procesu katalizowanego przez ten 

enzym. Zwi�zanie utlenionej formy NADP+ powoduje widoczny ruch domeny wi���cej 

FMN tak, �e odległo�� pomi
dzy kofaktorami FAD i FMN wzrasta do 3 Å. Zwi
kszenie 

odległo�ci, a tym samym otoczenia powoduje zmian
 potencjału redukcyjnego cz�steczek 

flawinowych, co z kolei wpływa na aktywno�� enzymu, reguluj�c przepływ elektronów 

pomi
dzy flawinami [114]. Zredukowana forma NADPH ł�cz�c si
 z reduktaz� powoduje 

przesuni
cie pier�cienia indolowego Trp677, umo�liwiaj�c w ten sposób bli�szy kontakt 

mi
dzy cz�steczkami NADPH i FAD. 

Prawdopodobny mechanizm transportu elektronów przez reduktaz
 cytochromu 

P450 został przedstawiony na rys. 59 [114]. 
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Rys. 59. Prawdopodobny mechanizm transportu elektronów przez reduktaz� cytochromu P450, 

linia kreskowana wi�zania wodorowe wg. [114]. 
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Mechanizm ten obejmuje 4 etapy: 

W I etapie przenoszenia elektronu podczas nieobecno�ci NADPH, w centrum aktywnym 

utlenionej formy reduktazy istotn� rol
 odgrywa aminokwas Trp677. Pier�cie� indolu tego 

aminokwasu osłania pier�cie� izoalloksazynowy cz�steczki FAD. W II etapie reakcji 

przył�czenie cz�steczki NADPH powoduje wyparcie reszty Trp677, a miejsce pier�cienia 

indolowego tego aminokwasu zajmuje pier�cie� pirydynowy cz�steczki NADPH. 

Tworz�ce si
 wi�zania wodorowe pomi
dzy grup� karboksyaminow� tej cz�steczki a 

Asp675 i Ser457, ułatwiaj� transport ekwiwalentu jonu hydroniowego i zapewniaj� 

odpowiedni� orientacj
 cz�steczki NADPH. Podobn� funkcj
 spełnia równie� Cys 630, 

która tworzy wi�zania Van der Walsa z atomem C4 cz�steczki NADPH i stabilizuje 

tworzenie karbokationu. Cz�steczka wody wi���ca si
 z atomem N1 i atomem O2 

pier�cienia izoalloksazynowego cz�steczki FAD, umo�liwia wymian
 protonów z tym 

rozpuszczalnikiem. Jony hydroniowe s� transportowane z cz�steczki NADPH na FAD. 

W III etapie transportu elektronów utleniona forma NADP+ zostaje odsłoni
ta przez 

Trp677, Asp675 powraca na swoje miejsce i tworzy wi�zania wodorowe z Ser457 

i Cys 630, które stabilizuj� karbokation. W tym czasie elektrony z FAD s� transportowane 

pojedynczo na cz�steczk
 FMN. 

W ostatnim, IV etapie katalizowanej reakcji nast
puje uwolnienie NADP+ do �rodowiska 

z jednoczesn� deprotonizacj� atomu N5 w cz�steczce FAD. Wszystkie pierwotne 

wi�zania wodorowe ulegaj� odtworzeniu i reduktaza cytochromu P450 powraca do formy 

wyj�ciowej.  

 

3.7.5 Mechanizm redukcji katalizowany przez CPR 
 

Substratami dla reduktazy cytochromu P450 s�: NADPH i cz�steczka b
d�ca 

terminalnym akceptorem elektronów, a w wyniku katalizowanej reakcji powstaje NADP+ 

oraz zredukowany akceptor. Wyró�niamy dwa podstawowe mechanizmy działania 

enzymów, które wymagaj� jak w tym przypadku zwi�zania dwóch substratów: 

� Podstawienie podwójne, zwane mechanizmem Ping-Pong, w którym nie tworzy 

si
 �aden kompleks przej�ciowy, a produkt pierwszej reakcji musi opu�ci� białko, 

zanim drugi substrat zwi��e si
 ze zmodyfikowanym odpowiednio enzymem: 

�  

 

 

 

  
 

Rys. 60. Mechanizm pin-pong reakcji enzymatycznej wg.[50]. 
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� Podstawienie sekwencyjne, zwane mechanizmem Bi-Bi, w którym tworzy si
 

kompleks przej�ciowy, oba substraty s� jednocze�nie zwi�zane z enzymem, po 

czym oddysocjowuj� produkt(y): 

 
Rys. 61. Mechanizm Bi-Bi reakcji enzymatycznej wg. [50]. 

 

Okre�lenie mechanizmu działania reduktazy cytochromu P450 okazało si
 trudne, 

poniewa� istnieje cały szereg akceptorów elektronów, które mog� współpracowa� 

z enzymem. Cz�steczki te mog� ró�ni� si
 nie tylko preferencj�, co do zwi�zku 

pełni�cego funkcj
 donora elektronów (FAD b�d FMN), ale równie� ilo�ci� 

przyjmowanych ekwiwalentów. Na przykład cytochrom c jest akceptorem jednego 

ekwiwalentu jonu hydroniowego, natomiast cytochrom P450 przyjmuje dwa elektrony, 

które s� przekazywane pojedynczo. Zatem mechanizm przenoszenia elektronów 

z donora dla poszczególnych akceptorów mo�e si
 znacznie ró�ni�.  

Badania reakcji redukcji cytochromu c przez CPR wykazały, �e NADPH mo�e ł�czy� 

si
 zarówno z wolnym enzymem, jak i z jego kompleksem z akceptorem elektronów. 

Cytochrom c ma równie� zdolno�� do oddziaływania z utlenion� i zredukowan� form� 

reduktazy cytochromu P450. 

Podsumowuj�c, dwa wybrane substraty reakcji wi��� si
 z reduktaz� 

w niezale�nych i oddzielnych miejscach, tworz�c z enzymem kompleks przej�ciowy. 

Badania wykazały, �e reakcja katalizowana przez reduktaz
 zachodzi mechanizmem 

Bi-Bi, aczkolwiek szczegółowy przebieg katalizy mo�e by� znacznie bardziej 

skomplikowany [50].  

Wst
pne wyniki bada� pozwoliły zaproponowa� dwa mo�liwe mechanizmy 

przekazywania elektronów katalizowane przez reduktaz
 cytochromu P450: 

� mechanizm typu 1-3-2-1 

� mechanizm typu 2-4-3-2, 

gdzie poszczególne liczby oznaczaj� całkowit� ilo�� elektronów, które znajduj� si
 na 

obu cz�steczkach flawinowych w czasie reakcji. W obu modelach zakłada si
, �e zanim 

A B 

A 
B 

Q 
P 

P 

Q 
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nast�pi transfer elektronów z FMN na terminalny akceptor musi zaj�� tzw. reakcja 

„pocz�tkowa” z NADPH [50]. Konieczno�� zaj�cia tej reakcji nie została potwierdzona 

w kolejnych badaniach. Jednocze�nie wykazano, �e reakcja redukcji, w której 

przekazane byłyby 3 elektrony na cz�steczki flawinowe inaktywowałaby enzym, 

natomiast redukcja cztero-elektronowa jest niemo�liwa w warunkach tlenowych [50]. St�d 

wynika, �e w reakcji uczestnicz� 2 elektrony przekazane z NADPH na flawiny.  

Istniej� trzy mo�liwe stany cz�steczek: FAD i FMN w redukcji dwu-elektronowej: 

FADH2 – FMN, FADH – FMNH, FAD – FMNH2. Wykazano jednak, �e donorem 

elektronów na terminalny akceptor jest FADH – FMNH, które tworz� podwójn� form
 

semichinonow�. Mechanizm redukcji katalizowany przez reduktaz
 cytochromu P450 

przedstawiono na rys.62. Mechanizm ten bazuje na trzech podstawowych obserwacjach: 

1. Redukcja zachodzi mechanizmem dwuelektronowym, 

2. W czasie reakcji tworzy si
 podwójna forma semichinonowa: FADH. – FMNH, 

3. Semichinon FMN pełni funkcj
 dawcy elektronów na ich terminalny akceptor. 

W pierwszym etapie reakcji nast
puje zwi�zanie reduktazy cytochromu 

P450 z NADPH i utlenion� form� akceptora elektronów (Ao). Kompleks taki mo�e 

powstawa� nawet, je�li kolejne etapy reakcji nie zajd� (1). W drugim kroku nast
puje 

przekazanie dwóch ekwiwalentów jonu hydroniowego na pier�cie� izoalloksazynowy 

cz�steczki FAD. Szybko�� tego procesu jest ró�na w zale�no�ci od ródła pochodzenia 

enzymu, ale w wi
kszo�ci przypadków limituje ona szybko�� całej katalizy (2). W trzecim 

etapie zachodzi transfer elektronu na cz�steczk
 FMN, powstaje kompleks przej�ciowy 

z podwójnym układem semichinonowym (3). Elektron ten jest przekazywany nast
pnie 

z FMNH na terminalny akceptor,a etap ten zale�y od natury chemicznej akceptora oraz 

od warunków reakcji (4). Kolejne procesy, oznaczone numerami 5, 6 i 7 zachodz� 

analogicznie do procesów 2, 3 i 4, w wyniku czego nast
puje uwolnienie zredukowanej 

formy akceptora (Ar) i cz�steczki NADP+ i odtworzenie wyj�ciowej formy reduktazy 

cytochromu P450. Cały cykl mo�na okre�li� symbolem 0-2-1-0, co oznacza, �e dwa 

elektrony s� przenoszone z cz�steczki NADPH na cz�steczk
 FAD, a nast
pnie s� 

transportowane pojedynczo na cz�steczk
 FMN, a z niej na akceptor elektronów np. 

cytochrom P450. 
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Rys. 62. Mechanizm redukcji katalizowany przez reduktaz� cytochrom P450; Ao, Ar- odpowiednio, 

utleniona i zredukowana forma akceptora elektronów wg. [50]. 
 
 

3.7.6 Kompleks cytochromu P450 z reduktaz� cytochromu P450 
 

Reduktaza cytochromu P450, jak wspominałam ju� wcze�niej tworzy kompleksy 

z izoenzymami cytochromu P450, co umo�liwia szybki i bezpo�redni transport elektronów 

z NADPH na Fe3+. Transfer pierwszego ekwiwalentu jonu hydroniowego nast
puje po 

zwi�zaniu cytochromu z substratem i jest niezb
dny dla katalizowanej reakcji. Transport 

drugiego elektronu do kompleksu Fe (II)-O2 mo�e zachodzi� nie tylko bezpo�rednio 

z reduktazy cytochromu P450, ale równie� z cytochromu b5. 

Całkowita zawarto�� reduktazy w mikrosomach komórek zwierz
cych w stosunku 

do zawarto�ci izoenzymów cytochromu P450 wynosi 1:5-10. 

Badania sposobu oddziaływania mi
dzy cytochromem P450 i reduktaz� wykazały, 

�e tworz� one kompleks w stosunku 1:1 [115], na którego stabilno�� wpływa rodzaj 

cytochromu P450 oraz siła jonowa �rodowiska reakcji. Kompleks ten jest stabilizowany 

przez: 

� oddziaływania elektrostatyczne, które zapewniaj� odpowiedni� orientacj
 

białek,  

� oddziaływania hydrofobowe mi
dzy niepolarnymi aminokwasami (leucyn�, 

walin�, tryptofanem i innymi) umo�liwiaj�ce bliski kontakt mi
dzy enzymami, 

przez co ułatwiaj� transport elektronów z reduktazy na cytochrom, 

� siły van der Waalsa [116]. 
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Rys. 63. Kompleks cytochromu P450 z reduktaz� cytochromu P450 wg, [113]. 

 

Stosuj�c chemiczn� modyfikacj
 i ukierunkowan� mutagenez
 okre�lono 

aminokwasy bior�ce udział w powstawaniu kompleksu. Wykazano, �e wi�zania tworz� si
 

mi
dzy dodatnio naładowanymi resztami lizany i argininy, wchodz�cymi w skład struktury 

cytochromu, a ujemnie naładowanymi resztami kwasu asparaginowego b�d 

glutaminowego w reduktazie [116]. Wykazano, �e w strukturze CPR wyst
puj� dwie grupy 

aminokwasów, które uczestnicz� w wi�zaniu reduktazy z izoenzymami cytochromu P450, 

a w�ród nich głównie aminokwas Asp208: 

 

1. 207Asp-Asp208-Asp209, 

2. 213 Glu-Glu-Asp215. 

 

Stwierdzono, �e powy�sze aminokwasy znajduj� si
 blisko domeny wi���cej FMN, co 

ułatwia transport elektronów z koenzymu flawinowego na cytochrom.  

Powierzchnia izoenzymów cytochromu P450 odpowiedzialna za oddziaływanie 

z reduktaz� znajduje si
 w pobli�u hemowej grupy prostetycznej [117] i zawiera liczne, 

dodatnio naładowane reszty lizyny. Wykazano, �e modyfikacja chemiczna 8 reszt lizyny 

w jednym z izoenzymów cytochromu P450, CYP2B1, powoduje spadek aktywno�ci 

enzymu w 95% [118]. Dla CYP2B4 dokładnie okre�lono aminokwasy uczestnicz�ce 

w wi�zaniu reduktazy cytochromu P450. S� to: Arg 422, Arg 443 i Lys 433. 

Lys-Arg 

Oddz. 
hydrofobowe 

Siły Van der 
Waalsa 

Asp 208 
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Rys. 64. Powierzchnia CYP2B4 tworz�ca wi�zanie z CPR, grupa hemowa z cystein� oznaczona 
kolorem czerwonym [118]. 

 

Kompleks cytochromu P450 z reduktaz� indukuje zmiany konformacyjne 

w strukturze centrum aktywnego P450, co ułatwia transport elektronów na atom Fe (III) 

konieczny dla zaj�cia reakcji [118].  

W celu bli�szego poznania roli izoenzymów cytochromu P450 i wyja�nienia funkcji 

reduktazy cytochromu P450 w ostatnich latach stworzono nowy model do bada� 

enzymatycznych – myszy HRNTM z „nokautem” genu koduj�cego reduktaz
 cytochromu 

P450 w komórkach w�troby. Zwierz
ta te uzyskano za pomoc� techniki in�ynierii 

genetycznej zwanej „Cre/LoxP technology” [119,120], która pozwoliła na eliminacj
 

reduktazy tylko w komórkach w�troby. Przeprowadzone badania w 2002 r jednoznacznie 

wskazały, �e reduktaza jest konieczna dla prawidłowego rozwoju embrionalnego 

i całkowite jej usuniecie z organizmu na skutek zmiany w sekwencji genowej koduj�cej ten 

enzym, nie tylko z komórek w�troby, jest dla tych zwierz�t letalne [119]. Myszy HRNTM s� 

zdolne do �ycia i rozmna�ania, ale nie posiadaj� funcjonalnego systemu cytochromu 

P450. Izoenzymy cytochromu P450 wyst
puj�ce w komórkach w�troby s� nieaktywne. 

Natomiast obserwuje si
 znaczny wzrost poziomu białek cytochromu P450 w innych 

tkankach organizmu tj. nerkach, sercu, mózgu, co wpływa na odmienny metabolizm 

zwi�zków chemicznych. Ponadto, zwierz
ta te maj� znacznie obni�ony poziomem 

cholesterolu i trójglicerydów we krwi, chocia� w w�trobie jest on wysoki [119,120]. 

Powy�sze dane wskazuj�, �e reduktaza cytochromu P450 pozwala utrzyma� równowag
 

wewn
trzn� w organizmie i wraz z izoenzymami cytochromu P450 chroni organizm przed 

wpływem ró�nych zwi�zków chemicznych. 
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3.7.7 Wybrane reakcje reduktazy cytochromu P450 
 

 
Reduktaza cytochromu P450 katalizuje reakcje 1-elektronowej redukcji głównie 

chinonów i aldehydów, w wyniku, czego powstaj� reaktywne intermediaty, które mog� 

oddziaływa� z makromolekułami np. DNA i białkami.  
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Rys. 65. Mechanizm redukcji chinonów do semichinonów wg.[97]. 

 

W�ród substratów tego enzymu znajduj� si
 znane leki i zwi�zki 

przeciwnowotworowe tj. Mitomycyna C* (mitomycinum C), Porfiryna C*, 2,3,5,6- 

Tetrametylobenzochinon*, Witamina K3* (menadion), Tirapazamina (TPZ)* (tirapazamine), 

EO9, streptonigrin, Adriamycyna* (adriamycin) [97,121,122]. Struktury chemiczne 

niektórych z nich przedstawiłam na poni�szym rysunku. 
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Rys. 66. Struktury chemiczne wybranych substratów reduktazy cytochromu P450 [97]. 
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Wszystkie te zwi�zki nale�� do grupy proleków, czyli wyst
puj� w formie 

nieaktywnej i wymagaj� enzymatycznej aktywacji do utworzenia reaktywnych 

metabolitów, które mog� oddziaływa� z DNA [97]. 

Mitomycyna C, podobnie jak jej metylowy analog - Porfiryna C w obecno�ci 

reduktazy cytochromu P450 ulega jednoelektronowej redukcji do semichinonu, 

a nast
pnie oddziałuje z DNA powoduj�c jego alkilacj
. W obecno�ci tlenu reaktywny 

intemediat semichinonowy ulega utlenieniu do zwi�zku wyj�ciowego [121]. Reakcja ta 

decyduje o jego selektywnym działaniu w stosunku do komórek niedotlenionych, jakimi s� 

komórki nowotworowe. Mitomycyna C mo�e równie� ulega� 2-elektronowej redukcji do 

hydrochinonu w obecno�ci nast
puj�cych enzymów: DT-diaforazy, hydrogenazy 

ksantynowej, czy NADPH oksydoreduktazy chinonowej [97,123].  

Badania in vivo na ksenoprzeszczepach komórek nowotworowych u myszy 

wykazały, �e w niektórych sytuacjach wysoki poziom reduktazy cytochromu P450 

w komórkach wpływa na wzrost wra�liwo�ci tych komórek na Mitomycyn
 C. Natomiast 

niski poziom tego enzymu mo�e by� odpowiedzialny za oporno�� komórek na ten lek 

[121].  

Warto pokre�li�, i� reduktaza cytochromu P450 wyst
puje nie tylko w zdrowych 

komórkach ró�nych kluczowych organów takich jak. w�troba, jelita czy nerki, ale tak�e 

w wielu komórkach nowotworowych tj. w białaczkach, czerniakach, nowotworach piersi, 

jelit, płuc, jajnika, prostaty i nerek, przy czym poziom tego enzymu jest tam znacznie 

ni�szy, ni� w normalnych komórkach [97], co mo�e by� szczególnie wa�ne dla terapii 

przeciwnowotworowej. W komórkach nowotworu w�troby zarejestrowano ok. 1,8 razy 

wy�sz� aktywno�� reduktazy cytochromu P450, ni� w zdrowych komórkach w�troby. 

W przypadku nowotworu płuc i piersi nie obserwowano znacz�cych ró�nic w poziomie 

tego enzymu.  

Kolejnym przykładem zwi�zku o działaniu przeciwnowotworowym, który wymaga 

aktywacji w warunkach redukcyjnych jest Tirapazamina* (tirapazamine) (TPZ) [81,124]. 

Pochodna ta wykazuje aktywno�� głównie w stosunku do nowotworu piersi i płuc 

u palaczy i obecnie jest w trakcie II i III fazy bada� klinicznych, jako lek towarzysz�cy 

w terapii Cisplatyn�. Tirapazamina* podobnie, jak wspomniana powy�ej Mitomycyna C, 

ulega redukcji do reaktywnych rodników, które oddziałuj�c z DNA powoduj� p
kanie 

jednej albo obu nici tej makromolekuły. Powstaj�cy rodnik nitrozowy jest zoboj
tniany 

przez cz�steczk
 tlenu, co powoduje, �e zwi�zek ten jest aktywny tylko w warunkach 

beztlenowych dzi
ki czemu jest selektywny w działaniu. Dalsza redukcja rodników 

nitrozowych: 4-elektronowa albo 2-elektronowa prowadzi do powstania produktów 

nietoksycznych: SR4317 i SR4330 (rys. 67).  
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Rys. 67. Redukcja TPZ w obecno�ci reduktazy cytochromu P450 wg. [81]. 

 

Wykazano, �e TPZ jest bardziej selektywna w stosunku do komórek beztlenowych, 

ni� Mitomycyna C* (mitomycinum C) i ok. 1,5-3 razy bardziej aktywna ni� ten zwi�zek 

[81]. Wysoka wydajno�� ci
cia DNA przez TPZ wynika prawdopodobnie z faktu, i� 

zwi�zek ten jest redukowany w j�drze, czyli w pobli�u DNA. Jednak nieznane s� 

wszystkie enzymy, które katalizuj� przemiany TPZ do reaktywnych rodników. TPZ 

wykazuje aktywno�� w stosunku do komórek nowotworowych piersi i płuc u palaczy. 

Podobnie, jak w przypadku Mitomycyny C* (mitomycinum C) wykazano, �e komórki 

nowotworowe z podwy�szonym poziomem reduktazy cytochromu P450 s� bardziej 

wra�liwe na TPZ.  

Reduktaza cytochromu P450 bierze równie� udział w redukcji pochodnej 

2-nitroimidazolu, zwi�zku o symbolu RSU1069 (rys. 68). W warunkach beztlenowych 

zwi�zek ten jest ok.100 razy bardziej aktywny, ni� Mitomycyna C, co jest zwi�zane 

z obecno�ci� grupy azyrydynowej w ła�cuchu bocznym tego zwi�zku. Analogiem zwi�zku 

RSU1069 jest znacznie mniej toksyczna pochodna o symbolu RB6145. 
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Rys. 68. Redukcja pochodnych 2-nitroimidazolu wg [81]. 

 

Podsumowuj�c, reduktaza cytochromu P450 katalizuj�c reakcj
 1-elektronowej 

redukcji spełnia wa�n� funkcj
 w aktywacji proleków, zwi
kszaj�c ich selektywno�� 

w stosunku do komórek beztlenowych, co korzystnie wpływa na skuteczno�� stosowanej 

terapii przeciwnowotworowej.  

 

3.7.8 Nowa hipoteza na temat cyklu katalitycznego izoenzymów cytochromu 
P450 

 

Poszukuj�c informacji na temat izoenzymów cytochromu P450 i współpracuj�cej 

z nim reduktazy cytochromu P450 spotkałam si
 z now� i jeszcze niepotwierdzon� 

hipotez� dotycz�c� przemian metabolicznych katalizowanych przez te enzymy. Według 

nowej teorii propagowanej przez Kelath Murali Manoj z Uniwersytetu w Arkansas 

w USA, NADPH-zale�na reduktaza cytochromu P450 odgrywa decyduj�c� rol
 

w przemianach metabolicznych zachodz�cych w mikrosomach komórek w�troby [125]. 

Uwa�a on, i� w pierwszym etapie cyklu katalitycznego cytochromu P450 decyduj�c� rol
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odgrywa reduktaza, a nie cytochrom P450 jak si
 powszechnie uwa�a. Według tej teorii, 

reduktaza cytochromu P450 a nie białko cytochromu P450 reaguje z cz�steczk� tlenu,  

w wyniku, czego powstaj� reaktywne formy tlenu, ROS tj. jon ponadtlenkowy czy 

nadtlenek wodoru, które dopiero oddziałuj� z kompleksem izoenzymu cytochromu P450 

z substratem. Reaktywne formy tlenu s� znacznie lepiej dost
pne dla białek P450, ni� 

oboj
tna cz�steczka tlenu. Natomiast przył�czenie cz�steczki tlenu do kompleksu 

izoenzymu z substratem jak ogólnie przyj
to wymaga bardzo �cisłego oddziaływania 

białka z substratem, co przy du�ej ró�norodno�ci substratów jest trudne do osi�gni
cia. 

Badania izoenzymu CYP2C9 wykazały, �e w centrum aktywnym tego enzymu brak jest 

specjalnych miejsc wi���cych dla substratu. Ponadto, badania spektrofotometryczne 

kompleksu białka z substratem nie wykazały zmiany widma tego kompleksu. Wyniki tych 

bada� według Autora powy�szej teorii wskazuj�, �e tylko reaktywne formy tlenu np. H2O2 

generowane przez CPR mog� niezale�nie wi�za� si
 z komplesem enzym-substrat. 

Dlatego, mo�na przypuszcza�, �e w komórce ilo�� enzymu reduktazy cytochromu P450 

jest znacznie ni�sza, ni� izoenzymów cytochromu P450. 

Przedstawiony powy�ej przykład �wiadczy, i� mimo 50-letniej historii bada� nad 

rodzin� białek izoenzymu cytochromu P450 ci�gle pojawiaj� si
 nowe informacje 

wymagaj�ce potwierdzenia lub weryfikacji, co poci�ga za sobe konieczno�� prowadzenia 

dalszych bada� nad mechanizmem działania kompleksu enzymu cytochromu P450. 

 

3.8 Podsumowanie 
 

Izoenzymy cytochromu P450 to zró�nicowana grupa enzymów, która 

w kompleksie z reduktaz� cytochromu P450 odgrywa istotn� rol
 w metabolizmie 

zwi�zków endogennych, leków i ksenobiotyków. Ró�norodno�� substratów oraz bogactwo 

reakcji katalizowanych przez izoenzymy cytochromu P450 powoduje, �e enzymy te s� 

niezb
dne dla prawidłowego rozwoju ssaków. Pozwalaj� one utrzyma� wewn
trzn� 

równowag
 w organizmie, a przede wszystkim chroni� go przed szkodliwym działaniem 

nie tylko ksenobiotyków szeroko rozpowszechnionych w naszym �yciu codziennym, ale 

równie� naturalnych produktów akumulowanych w organizmie [20].  

Poszerzaj�ca si
 wiedza na temat funkcjonowania enzymów w komórkach 

i w organizmie człowieka umo�liwia projektowanie struktur cz�steczek substratu lub 

inhibitora, które reaguj� w miejscu aktywnym odpowiedniego izoenzymu wpływaj�c 

jednocze�nie na przemiany metaboliczne. Wiedza ta mo�e pozwoli� cz
�ciowo rozwi�za� 

problemy farmakologii zwi�zane ze zjawiskiem dezaktywacji i interakcji leków 

w organizmie, a tak�e polimorfizmem izoenzymów cytochromu P450, co wpłynie 

korzystnie na farmakokinetyk
 leków u poszczególnych pacjentów. Zastosowanie 
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zebranej wiedzy na temat specyficzno�ci działania kompleksu tych enzymów, indukcji 

i hamowaniu ich ekspresji umo�liwi indywidualne podej�cie do pacjentów, czyli 

stosowanie optymalnych dawek leków i racjonalne planowanie terapii wielolekowej. 
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4. OMÓWIENIE WYNIKÓW 
 

4.1 Metabolizm pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny w obecno	ci 
mieszaniny enzymów mikrosomalnych 

 
 

 

 
 

Rys.69. Struktura chemiczna zwi�zków: C-1748 (Capridine β ) i C-857 (Capridine α ). 

 

Poszukuj�c ró�nic w biotransformacji zwi�zków C-857 i C-1748, ró�ni�cych si
 

w znacznym stopniu toksyczno�ci� ogóln� na zwierz
tach zbadałam przebieg ich 

przemian metabolicznych w obecno�ci mieszaniny ró�nych enzymów mikrosomalnych 

w�troby szczura. Mikrosomy s� to p
cherzyki błony retikulum endoplazmatycznego 

w komórce zawieraj�ce szereg enzymów I i II fazy metabolizmu, w tym kompleks 

monooksygenazy cytochromu P450 i NADPH - zale�nej reduktazy cytochromu P450. 

Wybrany do bada� model jest powszechnie stosowany do analizy przemian 

metabolicznych wielu leków i ksenobiotyków. Warunki prowadzenia reakcji opisałam 

szczegółowo w cz
�ci eksperymentalnej w punkcie 5.7.1. Badanie biotransformacji 

rozpocz
łam od zwi�zku referencyjnego, C-857.  

 

4.1.1 Przemiany zwi�zku C-857 (Capridine αααα) 
 

Enzymatyczn� trasformacj
 zwi�zku C-857 w obecno�ci mieszaniny enzymów 

mikrosomalnych prowadziłam przy ró�nych proporcjach zwi�zku, kofaktora NADPH 

i enzymu, co pozwoliło okre�li� optymalne warunki dla aktywacji tej pochodnej. Poni�ej 

prezentuj
 wybrane chromatogramy mieszanin reakcyjnych otrzymanych w nast
puj�cych 

warunkach: C-857: NADPH; 1:10 czyli z du�ym nadmiarem NADPH. 

 

♦ 0,2 mM C-857 

♦ 2 mM NADPH 

♦ 2 mg/ml enzymu 

♦ roztwór buforowy RM 

N

NH NO2

CH3

OH
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Przebieg reakcji opisałam w cz
�ci eksperymentalnej w punkcie 5.7.1. Otrzymane 

chromatogramy mieszanin reakcyjnych przedstawiłam na rys.70. Analiz
 mieszaniny 

reakcyjnej prowadziałam metod� HPLC. 
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-0,002

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0 5 10 15 20 25 30

Czas retencji [min]

A
bs

or
ba

nc
ja

 3
80

 n
m

 [A
U

]

 
 10 minut inkubacji 

-0,002

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0 5 10 15 20 25 30

Czas retencji [min]

A
bs

or
ba

nc
ja

 3
80

 n
m

 [A
U

]

 
 30 minut inkubacji 

-0,002

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0 5 10 15 20 25 30

Czas retencji [min] 

A
bs

or
ba

nc
ja

 3
80

 n
m

 [A
U

]

 
Rys.70. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej po 0, 10 i 30 minutach inkubacji; 0,2 mM  

C-857, 2 mM NADPH 2 mg/ml enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby 
szczurów. 

 

Analiza powy�szych oraz innych chromatogramów (dane nie prezentowane) 

wskazuje, �e zwi�zek C-857 jest bardzo podatny na przemiany enzymatyczne, 

a stopie� przereagowania substratu zale�y od st
�enia NADPH i czasu inkubacji. 

Biotransformacja zwi�zku C-857 prowadzi do powstania 6 głównych produktów. 
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Godnym uwagi jest fakt, �e po dłu�szym czasie inkubacji intensywno�� pików trzech 

produktów: P3, P4 i P5 obni�ała si
, co �wiadczy o ich niskiej stabilno�ci. 

W dalszym etapie pracy badałam przemiany zwi�zku C-857 w obecno�ci 

szczurzych enzymów mikrosomalnych otrzymanych po podaniu zwierz
tom 

nast
puj�cych zwi�zków: metylocholantrenu, fenobarbitalu, dexametazonu i kwasu 

clofibrylowego. Enzymy te odpowiednio wykazuj� podwy�szon� ekspresj
 izoenzymów 

z rodzin: CYP1A, CYP2B, CYP3A i CYP4A. Celem powy�szego etapu pracy bada� 

było zbadanie, które rodziny izoenzymów P450 maj� istotne znaczenie dla przemian 

metabolicznych pochodnej C-857. Wybrane chromatogramy mieszanin reakcyjnych 

przedstawiłam na rys. 71. 
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B)    CYP3A start reakcji 

-0,001

0,001

0,003

0,005

0 5 10 15 20 25 30

Czas retencji (min)

A
bs

or
ba

nc
ja

 3
80

 n
m

 [A
U

]

 

 10 minut inkubacji 

-0,001

0,001

0,003

0,005

0 5 10 15 20 25 30

Czas retencji [min]

A
bs

or
ba

nc
ja

 3
80

 n
m

 [A
U

]

 
 30 minut inkubacji 

-0,001

0,001

0,003

0,005

0 5 10 15 20 25 30
Czas retencji [min]

A
bs

or
ba

nc
ja

 3
80

 n
m

 [A
U

]

 
Rys.71. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej 0,2 mM C-857, 2 mM NADPH, 2 mg/ml 

enzymów mikrosomalnych o nadekspresji wybranych rodzin izoenzymów cytochromu P450 
wyizolowanych z komórek w�troby szczura, 10 minut reakcji A ) CYP1A, B ) CYP3A. 

 

Wykazałam, �e ogólny charakter przemian zwi�zku C-857 oraz ilo�� powstaj�cych 

produktów jest podobny, niezale�nie od tego, która rodzina izoenzymów cytochromu P450 

przewa�ała w mieszaninie enzymów mikrosomalnych. Ró�nice dotyczyły szybko�ci 

przemiany substratu. Enzymy mikrosomalne z podwy�szonym poziomem izoenzymów 

z rodziny CYP3A indukowały najwy�sz� szybko�� tej przemiany. Obserwacja ta jest 

zgodna z ogóln� wiedz�, wskazuj�c�, �e ta grupa izoenzymów cytochromu P450 bierze 
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udział w metabolizmie wielu leków. Bezpo�rednio po zmieszaniu reagentów mo�na było 

ju� obserwowa� powstawanie produktów P3a P4a i P6a. Podobnie jak poprzednio trudny 

do jednoznacznego wyja�nienia jest fakt niskiej intensywno�ci pików niektórych 

produktów przy równoczesnym wysokim stopniu przereagowania substratu oraz obni�anie 

si
 st
�enia produktów wraz z upływem czasu reakcji. Mo�na przypuszcza�, �e 

powstaj�ce reaktywne metabolity szybko wi��� si
 na powierzchni białek 

mikrosomalnych, których st
�enie w mieszaninie jest wysokie. 

 

Podsumowuj�c badania przemian wobec enzymów mikrosomalnych, wykazałam, 

�e zwi�zek C-857 jest wra�liwy na biotransformacj
 w obecno�ci wszystkich badanych 

enzymów mikrosomalnych, co prowadzi do powstania 6 głównych metabolitów. Produkty 

te maj� bardzo zró�nicowane widma UV-VIS (przedstawione na rys.72) �wiadcz�ce 

o istotnych zmianach w strukturze chromoforu cz�steczki, które zaszły w trakcie 

przemiany substratu do jego metabolitów. 
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Rys.72. Widma UV-VIS produktów metabolizmu zwi�zku C-857 wobec enzymów mikrosomalnych 
wyizolowanych z komórek w�troby szczura. 

 

4.1.2 Przebieg przemian zwi�zku C-1748 (Capridine �) 
 

 Kontynuuj�c badania enzymatycznej transformacji pochodnych 1-nitroakrydyny 

wobec enzymów mikrosomalnych badałam przemiany zwi�zku C-1748, który wykazywał 

ni�sz�, ni� zwi�zek C-857 toksyczno�� ogóln� i został wyselekcjonowany do I fazy bada� 

klinicznych. Badania te miały na celu, z jednej strony porównanie reaktywno�ci zwi�zków 

C-857 i C-1748 w aspekcie ich zró�nicowanej toksyczno�ci, z drugiej za� strony, 
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wyodr
bnienie grup izoenzymów cytochromu P450 odpowiedzialnych za te przemiany. 

Zbadałam kinetyk
 reakcji biotransformacji pochodnej C-1748 w obecno�ci mieszaniny 

enzymów mikrosomalnych, a nast
pnie poszukiwałam ró�nic w tej biotransformacji 

w obecno�ci enzymów mikrosomalnych o podwy�szonej ekspresji wybranych rodzin 

izoenzymów P450. Wybrane chromatogramy mieszanin reakcyjnych przedstawiłam na 

rys.73 i rys.74. 

Mieszanina enzymów mikrosomalnych 
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Rys.73. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej w zale�no�ci od czasu inkubacji 0,2 mM 

C-1748, 2 mM NADPH, 2 mg/ml mieszaniny enzymów mikrosomalnych wyizolowanych 
z komórek w�troby szczura. 

 

Analiza powy�szych chromatogramów wskazuje, �e zwi�zek C-1748 jest znacznie 

słabiej podatny na przemiany enzymatyczne, ni� pochodna C-857. Po 10 minutach 

trwania reakcji powstaj� tylko 4 główne metabolity, a stopie� przereagowania jest 

znacznie ni�szy, ni� dla zwi�zku C-857. 
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A)     CYP1A start reakcji 
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B)     CYP4A start reakcji 
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Rys.74. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej 0,2 mM C-1748, 2 mM NADPH, 2 mg/ml 

enzymów o nadekspresji wybranych rodzin izoenzymów cytochromu P450 wyizolowanych 
 z komórek w�troby szczura, 10 minut reakcji A ) CYP1A, B ) CYP4A. 
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Mo�na zauwa�y�, �e zwi�zek C-1748 jest znacznie bardziej reaktywny 

w obecno�ci enzymów mikrosomalnych z podwy�szonym poziomem wybranych rodzin 

izoenzymów cytochromu P450, ni� wobec mieszaniny ró�nych enzymów mikrosomalnych. 

Ponadto wykazałam, �e zwi�zek C-1748 jest znacznie bardziej podatny na przemiany 

enzymatyczne w obecno�ci CYP4A, ni� CYP1A (rys. 74) oraz CYP2B  

i CYP3A (wynik nieprzedstawiony). Jednak niezale�nie od rodzaju rodziny izoenzymów 

cytochromu podczas biotransformacji zwi�zku C-1748 powstaj� 4 wspólne produkty, 

z których P3’=P3a’ powstaje w najwy�szym st
�eniu. Warto zauwa�y�, �e powstaj�ce 

produkty maj� zmienion� w stosunku do substratu struktur
 chemiczn� chromoforu 

akrydynowego, o czym �wiadcz� przedstawione na rys.75 zró�nicowane widma UV-VIS 

wykonane dla poszczególnych pików chromatograficznych. 

-0,01

0

0,01

0,02

0,03

0,04

250 300 350 400 450 500 550

Czas retencji [min]

A
bs

or
ba

nc
ja

 [A
U

]

P1' 14,1

S 16,6

P2' 23,3

P3' 25,3

P5' 26,7

 
 

Rys.75. Widma UV-VIS metabolitów zwi�zku C-1748 powstaj�ce w obecno�ci mieszaniny enzymów 
mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby szczura. 

 

Ogólnie, porównuj�c reaktywno�� zwi�zków C-857 i C-1748 wobec enzymów 

mikrosomalnych, wykazałam, �e ostatni z nich ma ni�sz� podatno�� na przemiany 

enzymatyczne zarówno ze wzgl
du na szybko�� przemiany substratu, jak i ilo�ci 

metabolitów. W obecno�ci białek mikrosomalnych z podwy�szonym poziomem wybranych 

rodzin izoenzymów cytochromu P450 obserwujemy wy�sz� reaktywno�� zwi�zku C-1748, 

ale w dalszym ci�gu jest ona ni�sza, ni� w przypadku pochodnej C-857.  

 

 

4.1.3 Przebieg reakcji Ledakrinu wobec frakcji enzymów mikrosomalnych 
indukowanych w w�trobie szczurów 

 

Kontynuuj�c badania nad biotransformacj� nowej generacji pochodnych 

1-nitroakrydyny postanowiłam tak�e porówna� reaktywno�� Ledakrinu w obecno�ci 
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enzymów mikrosomalnych o podwy�szonej ekspresji wybranych rodzin izoenzymów 

cytochromu P450 tj. CYP1A, CYP2B, CYP3A i CYP4A, gdy� jak wspomniano we wst
pie 

przemiany metaboliczne Ledakrinu wobec mieszaniny enzymów mikrosomalnych 

zbadane zostały wcze�niej [21,22]. 

Optymalne warunki prowadzenia reakcji biotransformacji Ledakrinu były 

nast
puj�ce:  

♦ 1 mM Ledakrin:  

♦ 4 mM NADPH  

♦ 2 mg/ml enzymu  

♦ roztwór buforowy RM 

 

Przebieg reakcji opisałam w cz
�ci eksperymentalnej w punkcie 5.7.1. Badania 

przemian Ledakrinu rozpocz
łam od obserwacji zmian ilo�ci metabolitów powstaj�cych 

w obecno�ci białek o wy�szym st
�eniu izoenzymów z rodziny CYP1A. Obraz przebiegu 

tej reakcji przedstawiłam na rys.75A. Umie�ciłam tam poza „klasycznymi” 

chromatogramami równie� tzw. obrazy poziomicowe, gdzie na osi y przedstawiona jest 

długo�� fali, a intensywno�� pików chromatograficznych pokazana jest w postaci 

poziomic. Skład mieszaniny otrzymanej po reakcji Ledakrinu z pozostałymi enzymami 

mikrosomalnymi z podwy�szonym poziomem izoenzymów cytochromu P450 

przedstawiłam w dalszych cz
�ciach rys.76. 
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 60 minut inkubacji 
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C ) CYP3A  start reakcji 
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D ) CYP4A start reakcji 
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 60 minut inkubacji 
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Rys.76. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej 1 mM Ledakrin, 4  mM NADPH, 2 mg/ml 

enzymów o nadekspresji wybranych rodzin izoenzymów cytochromu P450 wyizolowanych z 
komórek w�troby szczura, 60 minut reakcji: A ) CYP1A, B ) CYP2B, C ) CYP3A i D ) CYP4A. 

 

Jak wynika z przedstawionych chromatogramów Ledakrin jest wra�liwy na 

przemiany metaboliczne wobec wszystkich frakcji enzymów mikrosomalnych tj. CYP1A, 

CYP2B, CYP3A i CYP4A, w wyniku czego powstaje wiele metabolitów o zró�nicowanych 

widmach UV-VIS. Tempo przemian Ledakrinu zale�y jednak od rodzaju izoenzymu. 

Najwy�szy stopie� przereagowania substratu obserwujemy w przypadku CYP3A. Po 60 

minutach reakcji przereagowuje prawie cały substrat, ale st
�enie powstaj�cych 

produktów jest ni�sze, ni� obserwowane przy słabszym przereagowaniu substratu. 

Podobny obraz wyst
pował wcze�niej podczas metabolizmu C-857, ale w przypadku 

przemian Ledakrinu wobec CYP3A „znikanie” metabolitów z chromatogramów jest prawie 

całkowite. 

Charakterystyczne dla enzymatycznej aktywacji Ledakrinu s� produkty 

absorbuj�ce �wiatło przy długo�ci fali 600 nm. Powstaj� one w obecno�ci wszystkich 

badanych rodzin izoenzymów, a w szczególno�ci wobec rodziny CYP1A i CYP2B. 
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4.2 Badanie produktów przemian pochodnych 1-nitroakrydyny 
w modelowym układzie redukcji chemicznej w obecno	ci 
ditiotreitolu (DTT) 

 

Przeprowadzone dotychczas badania enzymatycznej aktywacji wybranych 

pochodnych 1-nitroakrydyny w obecno�ci ró�nych enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z w�troby szczura pozwoliły stwierdzi�, �e zwi�zek C-1748 jest mniej 

podatny na przemiany enzymatyczne, ni� jego metylowy analog, pochodna C-857, 

a powstaj�ce metabolity s� bardziej stabilne. 

Celem dalszego etapu bada� była identyfikacja powstaj�cych produktów. Niskie 

st
�enie w mieszaninie reakcyjnej metabolitów po inkubacji z enzymami mikrosomalnymi 

uniemo�liwiło badania ich struktur w tych warunkach. Podj
łam wi
c prób
 okre�lenia 

struktur chemicznych produktów redukcji badanych pochodnych 1-nitroakrydyny  

w układzie modelowym w obecno�ci chemicznego czynnika redukcyjnego, jakim jest 

ditiotreitol (DTT). Zwi�zek ten stosowany był wcze�niej w badaniach nad wi�zaniem si
 

Ledakrinu do DNA metod� 32P-postlabeling. Wykazano wówczas, �e po reakcji z DTT 

powstawały takie same addukty z DNA, jak w obecno�ci enzymów mikrosomalnych [21]. 

Wynik ten pozwolił przypuszcza�, �e niektóre produkty przemiany otrzymane z DTT b
d� 

identyczne jak te powstaj�ce w obecno�ci enzymów mikrosomalnych. Badania 

chemicznej transformacji pochodnych 1-nitroakrydyny w układzie modelowym 

rozpocz
łam od porównania reaktywno�ci zwi�zków C-857 i C-1748 w obecno�ci DTT. 

Zastosowałam identyczne warunki prowadzenia reakcji, jak opisane wcze�niej dla 

Ledakrinu [22]. 

♦ 1 mM C-857 lub C-1748 

♦ 20 mM DTT 

♦ roztwór buforowy Tris-HCl 

Sposób post
powania opisałam w cz
�ci eksperymentalnej w punkcie 5.7.2.1. Podatno�� 

badanych zwi�zków na chemiczn� redukcj
 w obecno�ci DTT przedstawiłam w postaci 

histogramu obrazuj�cego stopie� przereagowania substratu po 10 i 20 minutach inkubacji 

w tych samych warunkach reakcji. Stopie� przereagowania obliczyłam w oparciu o wzór 

(1): 
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Gdzie:  

 P - stopie� przereagowania zwi�zku [%] 

 P10 - pole powierzchni pod pikiem substratu po 10 minutach reakcji 

 P20 - pole powierzchni pod pikiem substratu po 20 minutach reakcji 

 P0 - pole powierzchni pod pikiem substratu na starcie reakcji 

 
 

Otrzymane wyniki przedstawione na rys. 77 wskazuj� wyranie, �e C-1748 jest 

wobec DTT, podobnie jak wobec enzymów mikrosomalnych znacznie słabiej reaktywny, 

ni� jego analog bez grupy metylowej. 
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Rys.77. Stopie� przereagowania C-857 i C-1748 w obecno�ci DTT; 1 mM C-857 i C-1748, 20 mM 

DTT. 

 

 

4.2.1 Okre	lenie struktur wybranych produktów zwi�zku C-857 z DTT 
 

 Zmierzaj�c do znalezienia optymalnych warunków prowadzenia reakcji, w których 

powstawałoby maksymalnie du�o produktów okre�liłam wpływ czasu inkubacji na proces 

przemian zwi�zku C-857. Otrzymane chromatogramy mieszanin reakcyjnych dla 

pochodnej C-857 przedstawiłam na rys.78. 
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 120 minut inkubacji 
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Rys.78. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej po 30, 60 i 120 minutach inkubacji 

 0,1 mM C-857, 2 mM DTT. 

 

Transformacja zwi�zku C-857 w obecno�ci DTT prowadzi do powstania wielu 

ró�norodnych produktów, w tym 7 głównych. Ich widma UV-VIS przedstawione na rys.79 

wskazuj� na obecno�� zwi�zków o zmienionej strukturze chromoforu, przy czym wa�ny 

jest fakt, �e kilka widm produktów jest identycznych z otrzymanymi wcze�niej po 

biotransformacji badanego zwi�zku w obecno�ci enzymów mikrosomalnych. 
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Rys.79. Widmo UV-VIS substratu C-857 i jego produktów powstaj�cych w obecno�ci DTT po 120 
minutach inkubacji. 
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Podejmuj�c prób
 okre�lenia struktur chemicznych niektórych produktów przemian 

zwi�zku C-857 powstaj�cych w obecno�ci DTT zastosowałam kilka technik 

identyfikacyjnych tj. HPLC-ESI-MS, MS/MS, a tak�e w przypadku trwałych produktów 

spektroskopi
 MS o wysokiej rozdzielczo�ci „High Resolution” – HR-MS. W wyniku 

analizy ESI-MS otrzymujemy jony masowe o ładunku dodatnim m/z = M+1, m/z = M+2, 

a technika MS/MS, jony fragmentacyjne jonów molekularnych M+1. Natomiast HR-MS 

pozwala okre�li� skład elementarny zwi�zku. Na rys.80 przedstawiłam chromatogram 

mieszaniny reakcyjnej, na podstawie którego okre�liłam widma ESI-MS powstaj�cych 

produktów.  
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Rys.80. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej analizowanej technik� ESI-MS po 120 

minutach inkubacji;0,1 mM C-857, 2 mM DTT. 
 

♦ Analiza MS piku substratu S 
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Rys.81. Widmo masowe piku substratu S przy czasie retencji 15,9 min.  
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Rys.82. Widmo fragmentacyjne jonu substratu, m/z = 284. 
 

Tabela 3. Jony fragmentacyjne jonu substratu m/z =284. 

Jon fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego 

Fragment 

odchodz�cy 

267,3 M - 17 OH 

237,2 M - 47 HNO2 

221,2 M - 63 NO2, OH 

 

Intensywny jon w widmie masowym piku substratu przedstawiony na rys. 81 to jon 

m/z = 284, co odpowiada warto�ci M+1 dla substratu. Widmo fragmentacyjne dla jonu 

m/z = 284 przedstawia rys.82. Otrzymane jony fragmentacyjne zwi�zku C-857 zestawiłam 

w tabeli 3. Główny jon fragmentacyjny m/z =237,2 mo�e powstawa� przez odszczepienie 

od substratu cz�steczki HNO2, co wskazuje na obecno�� grupy nitrowej. Warto�� jonu 

m/z = 221,2 jest o 63 jednostki [M– 46-17] ni�sza od m/z substratu, co sugeruje, �e 

prawdopodobnie odchodzi: grupa NO2 z pier�cienia akrydyny oraz podstawnik OH 

z ła�cucha alkiloaminowego. Odszczepienie grupy OH zostało potwierdzne poprzez 

obecno�� jonu masowego m/z = 267,3 [M-17]. 

Obserwowane na chromatogramie (rys. 80) produkty redukcji zwi�zku C-857 

mo�na podzieli� na dwie grupy ró�ni�ce si
 polarno�ci� i stabilno�ci�. Nietrwałe 

metabolity (D1-D4) powstaj�ce w niskim st
�eniu oraz bardziej stabilne produkty 

przemian D5-D7, wyst
puj�ce w wy�szym st
�eniu, które udało si
 wyizolowa� 

z mieszaniny reakcyjnej.  
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♦ Analiza struktury produktu zawartego w piku D5. 

 

Jednym z wyró�niaj�cych si
 intensywno�ci� produktów transformacji zwi�zku 

C-857 jest produkt reprezentowany przez pik o czasie retencji ok. 26,5 min. Jego widmo 

UV-VIS przedstawione na rys.83 wskazuje na struktur
 o istotnie zmienionym układzie 

sprz
�onych wi�za� podwójnych, co mo�e wskazywa� na zmiany struktury w s�siedztwie 

grupy nitrowej. 
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Rys.83. Widmo UV-VIS produktu D5 powstaj�cego przy czasie retencji 26,5 min. 
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Rys.84. Widmo ESI-MS piku D5 przy czasie retencji 26,5 min.  
 

Widmo masowe piku o czasie retencji 26,5min zawiera główny jon masowy 

m/z = 404,3 (rys.84). Warto�� ta jest o 120 jednostek wy�sza od jonu masowego 
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substratu, ale na podstawie prostych oblicze� trudno zaproponowa� struktur
 tego 

metabolitu. Wykonano zatem, widmo fragmentacyjne (rys. 85), a propozycj
 interpretacji 

tej fragmentacji przedstawiono w tab.4. 
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Rys.85. Widmo fragmentacyjne jonu molekularnego m/z =404,3.  
 

Tabela.4. Jony masowe powstaj�ce podczas fragmentacji produktu D5, m/z = 404,3. 
 

Jon 

fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego 
Fragment odchodz�cy 

359,1 M - 44 CH2CHOH 

284,1 M - 120 CH2COHCHOHCH2SH 

251,2 M - 153 SCHCHOHCHOHCH2SH (DTT) 

239,2 
M - 165 

[-121 - 44 ] 

CH2COHCHOHCH2SH 

+ CH2CHOH 

207,1 
M - 197 

[-153 - 44 ] 

SCHCHOHCHOHCH2SH (DTT) 

+ CH2CHOH 

 

W widmie ESI-MS oprócz jonu molekularnego [M+1] wyst
puje te� jon [M+2], co 

mo�e �wiadczy� o obecno�ci atomu siarki w cz�steczce, a zatem o przył�czonej 

cz�steczce DTT. Spo�ród 5 głównych jonów fragmentacyjnych zestawionych w tabeli 4 

dwa stanowi� siln� przesłank
, �e jest to produkt z przył�czon� cz�steczk� DTT. 

Wskazuj� one na odszczepienie całej cz�steczki DTT, m/z = 251,2 [M-153], b�d jej 

fragmentu bez atomu siarki, m/z= 284,1 [M-120]. Obecno�� ła�cucha alkiloaminowego 

sugeruje natomiast jon: m/z = 359,1 [M-44]. Ponadto dwa jony m/z =239,2 i m/z= 207,1 
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mo�na zaproponowa� jako wynik odszczepienia dodatkowo cz�steczki DTT albo jego 

fragmentu, jak przedstawiłam w tabeli 4. 

Powy�sze wyniki wyranie wskazuj� na struktur
 produktu i z zachowanym 

ła�cuchem bocznymi przył�czon� do pier�cienia akrydyny cz�steczk� DTT. Nie ma 

natomiast prostej przesłanki dotycz�cej podstawnika w pozycji 1. Mas
 jonu 

molekularnego m/z =404,5 porównano z warto�ciami m/z produktów przemian Ledakrinu 

z DTT, których struktury okre�lono za pomoc� widm NMR [22]. Uwzgl
dniaj�c ró�nice 

masy ła�cucha bocznego ledakrinu i C-857 jon m/z = 404,5 otrzymany dla C-857 jest 

analogiczny do otrzymanego jonu m/z = 445 dla metabolitu Ledakrinu, którego struktur
 

przedstawiłam na rys. 86A. Jest to struktura, w której powstaje nowy heterocykliczny 

pier�cie� dihydropyrazolowy. Atom azotu grupy nitrowej utworzył wi�zanie z drugim 

atomem azotu nale��cym do ła�cucha bocznego cz�steczki C-857. Wobec tego na 

rys. 86B przedstawiono proponowany dla produktu D5 wzór strukturalny wraz 

prawdopodobn� fragmentacj� tej cz�steczki. 
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Rys.86. Struktury produktów przemian: A ) Ledakrinu, [22]; P2 m/z =445; B )C-857, D5 

 m/z =404,3 wraz z mo�liw� fragmentacj�. 
 

Przedstawiona powy�ej struktura chemiczna produktu D5 (rys. 86) została 

potwierdzona za pomoc� widma wysokorozdzielczej spektroskopii masowej otrzymanego 

dla wyizolowanej z mieszaniny reakcyjnej (w warunkach chromatografii półpreparatywnej) 

frakcji piku produktu D5. Wyniki przedstawiłam w tabeli 5. Potwierdziły one zgodno�� 
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zmierzonej masy cz�steczkowej produktu o zaproponowanej strukturze z mas� zakładan� 

na podstawie proponowanego wzoru sumarycznego z dopuszczalnym bł
dem oznaczenia 

4,3 ppm. Graniczna warto�� bł
du oznaczenia masy cz�steczkowej badego zwi�zku 

wynosi 10 ppm [147]. 

 

Tabela.5. Wyniki analizy HR-MS produktu D5, m/z = 404,1. 

 Masa 

cz�steczki 

zmierzona 

[Da] 

Masa 

cz�steczki 

obliczona 

[Da] 

Bł�d 

oznaczenia 

[mDa] 

Bł�d 

oznaczenia 

[ppm] 

Wzór 

sumaryczny 

Zgodno�� 

izotopowa 

1 404,11145 404,11155 -0,1017 -0,2517 C5H14N19S2 0,994448 

2 404,11145 404,11021 1,2356 3,0575 C4H18N1504S2 0,990968 

3 404,11145 404,1129 -1,4498 -3,5876 C8H22N9O6S32 0,994796 

4 404,11145 404,10971 1,7382 4,3012 C19H22N303S2 0,998829 

5 404,11145 40411374 -2,2845 -5,6532 C9H18N13O2S2 0,994899 

 

 

♦ Analiza struktury produktu zawartego w piku D6 

 

Bardzo charakterystycznym produktem przemian redukcyjnych zwi�zku C-857 jest 

produkt P6. Jego widmo UV-VIS zawiera wyrane pasmo przy ok. 325 nm (rys. 87). 

HPLC-MS piku P6 wykazało obecno�� dwóch jonów masowych: bardziej intensywnego 

m/z =211 oraz mniej intensywnego m/z =240,8, co przedstawia rys.88. Obecno�� tych 

jonów masowych wskazuje na metabolity, które ze wzgl
du na bardzo zbli�one czasy 

retencji trudno było od siebie oddzieli� podczas analizy HPLC. Spo�ród tych jonów to jon 

m/z = 211 był w przewadze i był trwały. Widmo masowe wyizolowanej w warunkach 

chromatografii preparatywnej frakcji piku D6 zawierało intensywny jon masowy m/z = 211. 

Struktur
 tego produktu zaproponowano wst
pnie na podstawie trzech przesłanek 

tj. charakterystycznego widma UV-VIS, warto�ci jonu masowego m/z = 211 oraz widma 

fragmentacyjnego MS/MS (rys. 89), które były identyczne, jak widma 1-aminoakrydonu 

otrzymanego w wyniku syntezy chemicznej. 
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Rys.87. Widmo UV-VIS produktu D6 wyizolowanego z mieszaniny reakcyjnej w warunkach 
chromatografii półpreparatywnej. 
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Rys.88. Widmo masowe piku D6 przy czasie retencji 27,5 min.  
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Rys.89. Widmo fragmentacyjne jonu molekularnego m/z =211,0. 
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Rys.90. Widmo fragmentacyjne jonu molekularnego m/z =241,0. 
 

Ponadto widmo HR-MS frakcji chromatograficznej piku D6 (tabela 6) wykazało obecno�� 

cz�steczki o identycznym wzorze sumarycznym i masie cz�steczkowej, co przedstawiłam 

w tabeli 6. 

 

Tabela.6. Wyniki analizy HR–MS produktu D6, m/z = 211. 

 

Masa 

cz�steczki 

zmierzona 

[Da] 

Masa 

cz�steczki 

obliczona 

[Da] 

Bł�d 

oznaczenia 

[mDa] 

Bł�d 

oznaczenia 

[ppm] 

Wzór 

sumaryczny 

Zgodno�� 

izotopowa 

1 211,08751 211.08659 0,9205 4,3607 C13H11N2O 

 

0,995948 

 

 

 

Dla produktu D6 wykonane te� zostało widmo H1 NMR oraz eksperymenty NOESY. 

Warto�ci przesuni
� chemicznych poszczególnych protonów przedstawione w tabeli 7 

potwierdzaj� obecno�� grupy aminowej w pozycji 1. Wykorzystanie eksperymentów NOE 

pozwoliło przyporz�dkowa� sygnały nale��ce do protonów 4 i 5 oraz potwierdzi� brak 

ła�cucha bocznego w pozycji 9 pier�cienia akrydyny. 
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Tabela 7. Warto�ci przesuni�� chemicznych dla Ledakrinu i zwi�zku C-857 uzyskane podczas 
eksperymentu H1 NMR  

Przesuniecie chemiczne 

(ppm) Proton/grupa 

1-amino-9-akrydon C-857 

2 6,26 8,26 

3 7,25 8,28 

4 6,44 8,12 

5 7,37 7,85 

6 7,61 7,98 

7 7,14 7,63 

8 8,1 8,56 

10 11,3 11,8 

 

7

6

5

8

N 4

3

2

1

NH2O

H
10  

Rys.91. Struktura chemiczna produktu D6, 1-amino-9-nitroakrydonu. 

Przeprowadzone eksperymenty NMR potwierdziły, �e wyizolowany przeze mnie produkt 

D6 ma struktur
 1-aminoakrydonu. Jest to pochodna zwi�zku C-857, która powstała po 

całkowitej redukcji grupy nitrowej w pozycji 1 pier�cienia akrydyny do grupy aminowej 

i odszczepieniu aminoalkilowego ła�cucha bocznego. Z wcze�niejszych bada� produktów 

redukcji Ledakrinu, w�ród których równie� znajduje si
 ten produkt, wiadomo �e atom 

tlenu w pozycji 9 pier�cienia akrydyny pochodzi z grupy nitrowej znajduj�cej si
 w pozycji 

1 pier�cienia akrydyny, a nie z cz�steczki wody [21,22]. Wskazuje to na wpływ 

oddziaływa� pomi
dzy podstawnikami w pozycji 9 i 1 na przebieg transformacji tych 

zwi�zków, co zaobserwowano te� np. dla omówionego wcze�niej produktu P5 

z dodatkowym pier�cieniem dihydropyrazolowym. 
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♦ Analiza struktury produktu zawartego w piku D7 
 

Widmo UV-VIS obu produktów D6 i D7 s� zbli�one do siebie (rys.92). Główny jon 

masowy tego piku przedstawiony na rys. 93 ma warto�� m/z = 363,3 i jest ona wy�sza 

o 152 od warto�ci m/z poprzedniego produktu D6 [211+152]. Wyniki te wskazuj� na 

mo�liwo�� struktury 1-aminoakrydonu z przył�czon� cz�steczk� DTT, co obrazuje 

rysunek 95. 
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Rys.92. Widmo UV-VIS produktów: D6 (23,3min) i D7 (29 min). 
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Rys.93. Widmo masowe piku D7 przy czasie retencji 29 min m/z =363,3. 
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Rys.94. Widmo fragmentacyjne jonu molekularnego m/z =363,3.  
 

Natomiast przedstawione na rys. 94 widmo fragmentacyjne jonu m/z =363 zawiera 

dwa charakterystyczne jony masowe m/z = 243 oraz m/z=211. Ró�nice mi
dzy tymi 

jonami, a jonem M+1 wynosz� odpowiednio: [363-243=120] i [363-211=153], co wskazuje 

na odszczepienie cz�steczki DTT (tab. 8) obecnej w strukturze D7. Proponowana 

struktura chemiczna produktu D7 została potwierdzona analiz� HR–MS (tab. 9). Ró�nica 

mi
dzy warto�ci� zmierzon� i obliczon� na podstawie propozycji wzoru sumarycznego 

wynosi 4,03 ppm. Próby izolacji tego metabolitu w celu pełnej identyfikacji struktury 

chemicznej przy pomocy techniki NMR nie powiodły si
. 

 
Tabela 8. Jony masowe powstaj�ce podczas fragmentacji jonu molekularnego m/z = 363,3.  
 

Jon 

fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego 
Fragment odchodz�cy 

243,2 M – 120/121 CH2COHCHOHCH2SH 

211,2 M – 153 SCHCHOHCHOHCH2SH (DTT) 
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Rys.95. Struktura produktu D7, m/z =363,3 wraz z fragmentacj�. 

 
 
Tabela 9. Wyniki analizy HR-MS produktu D7, m/z =363,1. 
 
 Masa 

cz�steczki 

zmierzona 

[Da] 

Masa 

cz�steczki 

obliczona 

[Da] 

Bł�d 

oznaczenia 

[mDa] 

Bł�d 

oznaczenia 

[ppm] 

Wzór 

sumaryczny 

Zgodno	
 

izotopowa 

1 363,0817 363,08048 1,2227 3,3675 C13H15N8OS2 0,987861 

2 363,0817 363,08316 -1,4627 -4,0286 C17H19N2O3S2 0,986689 

3 363,0817 363,08367 -1,9653 -5,4128 C2H15N14O4S2 0,975247 

4 363,0817 363,07914 2,56 7,0507 C12H19N4O5S2 0,985308 

5 363,0817 363,0850 -3,3026 -9,096 C3H11N18S2 0,981478 

 

 

Na podstawie prezentowanych powy�ej bada� okre�liłam struktury chemiczne 

trzech produktów reakcji C-857 wobec DTT tj.: D5, D6 i D7. Poni�ej przedstawi
 próby 

zaproponowania struktur chemicznych dla pozostałych produktów: D1-D4 

obserwowanych podczas redukcji zwi�zku C-857 z DTT. 

 

 

4.2.2 Analiza HPLC z detekcj� widm UV-VIS i ESI-MS dla pozostałych 
produktów 

 

Produkty D1-D4 w przeciwie�stwie do omówionych powy�ej produktów: D5-D7 

wyst
powały w niskich st
�eniach i były nietrwałe, co znacznie utrudniło ich identyfikacj
. 

W tych przypadkach propozycja struktury była oparta tylko na analizie HPLC-ESI-MS oraz 

MS/MS. 
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♦ Analiza struktury produktu zawartego w piku D1 
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Rys.96. Widmo masowe piku D1 przy czasie retencji 12,5 min.  
 

Analiza widma masowego piku D1 wykazała obecno�� kilku jonów masowych 

o warto�ci m/z < 200 oraz jon m/z = 422,5. Ostatnia warto�� jest znacznie wy�sza od m/z 

dla substratu i sugeruje, �e jon ten pochodzi od produktu przył�czenia cz�steczki 

ditiotreitolu do pier�cienia akrydyny. Obecno�� jonu M+2 potwierdza obecno�� atomu 

siarki w cz�steczce. Przedstawione na rys. 97 widmo UV-VIS produktu D1 ró�ni si
 

nieznacznie od widma substratu, co wskazuje na ograniczone zmiany w strukturze 

chromoforu mog�ce by� wynikiem: podstawienia atomu wodoru w pier�cieniu grup� 

o niskiej elektroujemno�ci lub zmiany wła�ciwo�ci podstawnika np. grupy nitrowej. 
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Rys.97. Widmo UV-VIS produktu D1 powstaj�cego przy czasie retencji 12,5 min. 
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Wydaje si
, i� zwi�zek D1 jest prawdopodobnie produktem przył�czenia cz�steczki 

DTT do pier�cienia akrydyny zaktywowanego metabolizowan� grup� nitrow�. Gdyby było 

to podstawienie w niezmienionej cz�steczce C-857, m/z powinno by� równe 436. Skoro 

m/z = 422,5, czyli [436-14], to prawdopodobny jest brak w cz�steczce jednego atomu 

tlenu z przył�czeniem 2 protonów, czyli produkt o zredukowanej grupie nitrowej do 

hydroksyloaminowej, NHOH.  
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Rys.98. Widmo fragmentacyjne D1, m/z = 422,0.  
 

Powy�sze przypuszczenia znajduj� swoje potwierdzenie w analizie jonów 

fragmentacyjnych produktu D1 (rys.98), które wraz z interpretacj� warto�ci odpowiednich 

jonów fragmentacyjnych zebrano w tabeli 10. 

 

Tabela.10. Jony masowe powstaj�ce podczas fragmentacji jonu molekularnego, m/z = 422,5  
 

Jon 

fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego 
Fragment odchodz�cy 

404,1 M - 18 H2O 

388,0 M - 34 H2S 

374,0 M - 48 CH3SH 

284,0 
M - 138 

[-121-17] 

CH2COHCHOHCH2SH 

+ OH 

252,0 
M - 170 

[-153 - 17] 

SCHCHOHCHOHCH2SH (DTT) 

+ OH 
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Cech� charakterystyczn� widma fragmentacyjnego produktu D1 jest intensywny 

pik jonu [M-18] wskazuj�cy na odszczepienie cz�steczki H2O. Fakt ten wraz z nisk� 

trwało�ci� frakcji tego piku stanowi� siln� przesłank
, �e produkt D1 posiada podstawnik 

hydroksyloaminy w pozycji 1 pier�cienia akrydyny. Natomiast pozostałe jony sugeruj�ce 

odszczepienie ró�nych fragmentów zawieraj�cych atom siarki tj. H2S [m/z =388], czy 

cz�steczki DTT wraz z OH [m/z =252] lub DTT pozbawionego atomu siarki [m/z = 284] 

wyranie wskazuje na struktur
 akrydyny z przył�czon� do pier�cienia cz�steczk� DTT 

(rys.99). 
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Rys.99. Proponowana struktura chemiczna produktu D1, m/z =422,0. 

 

♦ Analiza strukturalna produktu zawartego w piku D2 

 
Redukcja zwi�zku C-857 prowadzi te� do powstania piku D2 o czasie retencji 14,2 

min. W widmie ESI-MS tego piku pojawiaj� si
 trzy charakterystyczne jony masowe: 

m/z = 422,6 m/z =269,8 i m/z = 253,9 (rys. 100). 
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Rys.100. Widmo masowe piku D2 przy czasie retencji 14,2 min. 
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Mo�na przyj��, �e warto�� pierwszego z jonów, m/z =422,6 odpowiada strukturze 

produktu D1, który równie� wyst
puje w piku D2. Warto�� ta jest o 153 jednostki wy�sza 

od m/z =269,6, a ta z kolei o 16 jednostek wy�sza od warto�ci masy m/z = 253,9. Proste 

zale�no�ci liczbowe oraz proporcje intensywno�ci tych trzech jonów masowych sugeruj�, 

�e pik D2 mo�e powstawa� z produktu D1. Równie� badania kinetyki reakcji redukcji 

zwi�zku C-857 wobec DTT wykazały spadek st
�enia produktu D1 i wzrost intensywno�ci 

piku D2 (rys. 78). Jon m/z = 269,8 ma warto�� o 16 a jon m/z = 253,9 o 30 jednostek 

ni�sz� od warto�ci m/z substratu, co wskazuje, �e mo�e powstawa� produkt pozbawiony 

jednego albo dwóch atomów tlenu z dodatkowymi atomami wodoru [M-16+2] [M-32+2], 

a wi
c cz�steczka o zredukowanej grupie nitrowej odpowiednio do NHOH i NH2, jak 

przedstawiłam na rys.102. 
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Rys.101. Widmo fragmentacyjne produktu D2, m/z = 253,9.  
 
 
Tabela 11. Jon masowy powstaj�cy podczas fragmentacji jonu molekularnego m/z = 253,9. 
 
 

Jon 

fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego 
Fragment odchodz�cy 

211,0 M - 43 CH2CHNH2 

 
 
Charakterystyczna jest warto�� jonu fragmentacyjnego m/z = 211, co mo�na wyrazi� jako 

M-43, a nie M-44, co z kolei wskazuje, �e fragmentem odchodz�cym jest nie CH2CHOH, 

a - CH2CHNH2.  
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Rys.102. Proponowane struktury produktu D2, m/z =253,9  i m/z = 269,8. 

 

Niskie st
�enie i nietrwało�� produktu D2, a przede wszystkim brak syntetycznego 

wzorca uniemo�liwiło udowodnienie proponowanej struktury chemicznej za pomoc� 

innych technik identyfikacyjnych jak: HR-MS, czy NMR. 

 
♦ Analiza strukturalna produktu zawartego w piku D3 
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Rys.103. Widmo masowe piku D3 przy czasie retencji 16,5 min.  
 

Kolejnym pikiem chromatograficznym, który poddałam analizie ESI-MS jest pik D3 

o czasie retencji ok. 16,5 min. Pik tego produktu podobnie jak D1 i D2 ma nisk� 

intensywno�� i jest nietrwały, co uniemo�liwiło jego izolacj
 i utrudniło identyfikacj
 pełnej 

struktury chemicznej produktu. Warto�� jonu masowego wynosi m/z = 406,5 i jest wy�sza 

o 123 od warto�ci jonu masowego substratu i o 2 jednostki wy�sza od opisanego 

wcze�niej jonu masowego produktu D5 m/z = 404,5. Istnieje wi
c du�e 

prawdopodobie�stwo, �e produkt D3 zawiera w porównaniu z D5 dwa dodatkowe atomy 

wodoru i podobnie, jak metabolit D5 cz�steczk
 DTT.  
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Na podstawie tych informacji dla produktu D3 zaproponowałam struktur
 z grup� 

aminow� i przył�czon� cz�steczk� DTT, któr� przedstawiłam na rysunku 105. 
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Rys.104. Widmo fragmentacyjne produktu D3, m/z = 406,5. 
 
 
 
Tabela 12. Jony masowe powstaj�ce podczas fragmentacji jonu molekularnego m/z = 406,5. 
 

Jon 

fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego Fragment odchodz�cy 

362,9 M - 43 CH2CH NH2 

286,1 M – 120/121 CH2COHCHOHCH2SH 

243,2 
163 

[-120/121 - 43]  

CH2COHCHOHCH2SH 

CH2CHNH2 

211,2 
195 

[-153 – 43] 

SCHCHOHCHOHCH2SH (DTT) 

CH2CH NH2 

 
 

Widmo piku D3 zawiera oprócz jonu M+1 m/z 406,5 tak�e jon [M+2], m/z = 408,5, 

a tym samym wskazuje na obecno�� atomu siarki w analizowanej cz�steczce. Jon 

masowy m/z = 286 [M-120], wskazuje jak opisałam poprzednio, na p
kanie wi�zania 

mi
dzy atomem siarki i w
gla i odszczepianie od pier�cienia akrydyny cz�steczki DTT 

pozbawionej atomu siarki (tab. 12). Podobnie powstaje jon m/z = 243 [M–120-43], przy 

czym zachodzi dodatkowa fragmentacja ła�cucha aminoalkilowego [M-43], ale jak dla 

piku D2, atom tlenu pozostaje w cz�steczce. Z kolei warto�� m/z = 211 powstaje po 

odj
ciu od masy substratu warto�ci 153 i 42 czyli nast
puje fragmentacja całej cz�steczki 

DTT, jak przedstawiłam wcze�niej w tab. 10 i ła�cucha bocznego w sposób opisany 

poni�ej. Zwraca uwag�, �e jony m/z = 362,9 243,2 i 211,2 maj� w przeciwie�stwie do 
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m/z = 286 warto�� nieparzyst�, czyli w sfragmentowanej cz�steczce znajduje si
 parzysta 

liczba atomów azotu, co �wiadczy o odej�ciu fragmentu ła�cucha z grup� aminow�, a nie 

hydroksylow�. Mo�na przypuszcza�, �e jest to wynikiem przegrupowania ła�cucha 

bocznego podczas fragmentacji [M–43]. Na rys. 105 przedstawiłam struktur
 chemiczn� 

wraz z mo�liw� fragmentacj� produktu D3. 

 

OH
NH2

N

NH

S
OH

OH
S H

44

121

153

43

 
Rys.105. Proponowana struktura produktu D3, m/z =406,5. 

 

 
Przeprowadzone badania kinetyki reakcji zwi�zku C-857 z DTT wykazały 

zale�no�� mi
dzy ilo�ci� produktu D3 i produktu D5 (rys. 78). Ilo�� produktu D3 maleje 

kosztem powstaj�cego produktu D5 oraz innych produktów metabolizmu, co sugeruje, �e 

metabolit D3 ulega dalszej reakcji tworz�c produkt D5 z utworzeniem wi�zania mi
dzy 

atomami azotu w pozycji 1 i 9. 

 

 
♦ Analiza strukturalna produktu zawartego w piku D4 

 

Na chromatogramie obrazuj�cym przemiany C-857 o czasie retencji ok. 25 min 

zaobserwowałam dla słabo intensywnego piku D4 jon masowy m/z = 252. Warto��  

m/z = 252 jest o 2 jednostki, czyli o dwa protony ni�sza od warto�ci jonu masowego 

produktu D2 m/z = 254. Ponadto porównanie jonów masowych dwóch wyst
puj�cych 

blisko siebie produktów D4 (m/z =252) i D5 (m/z = 404) wykazało ró�nic
 152 jednostek, 

co wyranie wskazuje na ró�nic
 o cz�steczk
 DTT.  
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Rys.106. Widmo masowe piku D4 o czasie retencji 25 min. 
 

 

Podobna do produktu D5 fragmentacja cz�steczki (rys.85), podczas której 

odszczepiany jest cały ła�cuch boczny [M-45] wskazuje wyranie, �e produkt D4 ma 

struktur
 analogiczn� do D5, ale pozbawion� nukleofilowego podstawnika DTT (rys.108). 

Analiza jonów fragmentacyjnych przedstawiona w tabeli 13 potwierdza obecno�� 

ła�cucha bocznego. 
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Rys.107. Widmo fragmentacyjne produktu D4 m/z =251,9. 
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Tabela 13. Jony masowe powstaj�ce podczas fragmentacji jonu molekularnego m/z = 251,9. 
 

Jon 

fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego Fragment odchodz�cy 

234,0 M - 17 OH 

207,0 M - 44 CH2CH2OH 

 
 

OH
N

N

N

H

4417

 
Rys.108. Proponowana struktura produktu D4, m/z =251,9. 

 

 

 

Podsumowuj�c wykazałam, �e transformacja zwi�zku C-857 w obecno�ci DTT 

prowadzi do powstania licznej grupy produktów, o zró�nicowanej trwało�ci, których 

struktury chemiczne przedstawiłam w tabeli 14. 
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Tabela 14. Produkty chemicznej transformacji zwi�zku C-857 powstaj�ce w obecno�ci ( DTT ). 
 

  m/z struktura 

 

Substrat 284 

N

NO2NH
OH

 

D1 422,5 

OH
NH

N

NH

OH

S H
S

OH

OH  

D2 253,9 

N

NH2NH
OH

 

D3 406,5 
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Na podstawie zaproponowanych struktur 7 produktów mo�na stwierdzi�, �e 

wszystkie one poza produktem D1, dla którego prawdopodobna jest obecno�� grupy 

hydroksyloaminowej maj� zredukowan� grup
 nitrow� albo do pochodnej aminowej 

(D2 i D3), albo do cyklicznej struktury dihydropyrazoloakrydyny (D4 i D5). Z całej gamy 

produktów redukcji zwi�zku C-857 najtrwalsze s� pochodne akrydonu (D6 i D7). Zarówno 

nietrwałe pochodne 1-aminoakrydyny oraz trwalsze, z pier�cieniem dihydropyrozolowym, 

jak i pochodne 1-aminoakrydonu zawieraj� w cz�steczce ugrupowanie DTT, b
d�ce 

wynikiem ataku nukleofilowego tego zwi�zku na zaaktywowan� cz�steczk
 

1-nitroakrydyny. Nasuwa si
 pytanie, jaka jest sekwencja tych zdarze�, co zostanie 

przedyskutowane w dalszej cz
�ci pracy. 

 

4.2.3 Barwny produkt redukcji zwi�zku C-857 
 

Spo�ród produktów chemicznej redukcji C-857 w obecno�ci DTT przedstawionych 

na rys. 78, zwraca uwag
 mało intensywny szeroki pik o czasie retencji ok. 35 min  

i dodatkowym maksimum absorpcji powy�ej 600 nm. Warto podkre�li�, i� podobne 

produkty, czyli absorbuj�ce �wiatło powy�ej 600 nm obserwowane były tak�e podczas 

przemian Ledakrinu (dane niepublikowane). Poza tym w przypadkach obu zwi�zków 

obserwowałam szarofioletowe zabarwienie roztworu zarówno po reakcji z DTT, jak 

i w obecno�ci enzymów mikrosomalnych. Aby wyja�ni� powy�sze fakty przeprowadziłam 

analiz
 przemian redukcyjnych w skali półpreparatywnej. W wyniku reakcji zwi�zku C-857 

z DTT w tych warunkach z mieszaniny reakcyjnej wytr�cił si
 szaro-fioletowy osad. 

Okazał si
 on bardzo trudno rozpuszczalny w wodzie i w wielu rozpuszczalnikach 

organicznych takich jak: metanol, aceton czy chloroform, co znacznie utrudniało jego 

analiz
. Poszukuj�c dobrego rozpuszczalnika dla tej substancji wykazałam, �e 

rozpuszcza si
 ona cz
�ciowo w dichlorku metylenu i DMSO. Wobec powy�szego barwny 

osad z mieszaniny reakcyjnej rozpu�ciłam w roztworze dichlorku metylenu z metanolem 

(1:2) i analizowałam spektrofotometrycznie, a uzyskane widmo przedstawiłam na rys. 109. 
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Rys.109. Widmo UV-VIS osadu rozpuszczonego w dichlorku metylenu. 

 

W kolejnym etapie przeprowadziłam analiz
 chromatograficzn� tego roztworu, 

a uzyskany chromatogram przedstawiłam na rys. 110. 
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Rys.110. Chromatogram osadu otrzymanego z mieszaniny reakcyjnej zwi�zku C-857 z DTT, 
rozpuszczonego w roztworze dichlorku metylenu z metanolem (1:2); 1 mM C-857, 20 mM DTT, 
60 minut. 
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Niezale�nie od rodzaju stosowanego rozpuszczalnika, na chromatogramie oprócz 

poszukiwanych niebieskich produktów widoczne były znane i opisane powy�ej główne 

produkty redukcji zwi�zku C-857 np. D4, D5, D6. Analiza MS tak przygotowanych 

roztworów równie� nie wykazała obecno�ci nowych produktów przemian zwi�zku C-857.  

Przeprowadzone analizy spektrofotometryczne i chromatograficzne nie pozwoliły 

ostatecznie rozstrzygn�� kwestii sk�d pochodzi produkt absorbuj�cy �wiatło powy�ej 600 

nm. By� mo�e jego niska intensywno�� na chromatogramie wynika z jego zdolno�ci do 

sorbcji na kolumnie chromatograficznej. Najbardziej prawdopodobnym wydaje si
 jednak, 

�e niebieskie, czasem intensywne zabarwienie roztworu, którego widmo UV-VIS udało si
 

zarejestrowa� pochodzi od tworz�cych si
 kompleksów np. typu „charge transfer” 

(z przeniesieniem ładunku) pomi
dzy produktami redukcji badanego nitrozwi�zku. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.4 Produkty reakcji zwi�zku C-1748 
 

Wst
pne badania wykazały, �e zwi�zek C-1748 znacznie trudniej ulega 

transformacji w obecno�ci DTT, ni� C-857 (rys. 111). Opis przebiegu reakcji oraz 

stosowane warunki zostały opisane w cz
�ci eksperymentalnej w punkcie 5.7.2. Badaj�c 

kinetyk
 tej przemiany zaobserwowałam, �e dopiero po znacznie wydłu�onym czasie 

inkubacji mieszaniny reakcyjnej tzn. po 14 czy 17 godzinach powstaje pi
� głównych 

metabolitów, z których tylko trzy: D3’, D4’ i D5’ wyst
puj� w wysokim st
�eniu. Produkty 

te s� znacznie bardziej trwałe od pozostałych i ich zawarto�� w mieszaninie reakcyjnej 

wzrasta wraz z wydłu�aniem czasu inkubacji.  
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C-1748 60 minut inkubacji 
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Rys. 111. Chromatogram mieszaniny reakcyjnej w zale�no�ci od czasu inkubacji: C-1748 1 mM, 

DTT 20 mM A ) 60 minut inkubacji, B ) 12h inkubacji, C ) 14h inkubacji. 
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Analiza widm UV-VIS otrzymanych produktów wykazała, �e redukcja prowadzi do 

powstania kilku zró�nicowanych pod wzgl
dem struktury produktów, które wydaj� si
 by� 

podobne do metabolitów zwi�zku C-1748 powstaj�cych w obecno�ci mieszaniny 

enzymów mikrosomalnych np. D3’ = P3’ 
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Rys. 112. Widmo UV-VIS produktów przemian C-1748 wobec DTT. 

 

Wobec powy�szego podj
łam prób
 izolacji produktów chemicznej transformacji 

zwi�zku C-1748 i identyfikacji ich struktury chemicznej stosuj�c metody wymienione 

wcze�niej podczas opisu bada� reakcji C-857 z DTT.  

 

♦ Analiza MS piku substratu C-1748 

 

Widmo masowe piku substratu zawiera jeden intensywny jon masowy 

odpowiadaj�cy masie cz�steczkowej badanego zwi�zku powi
kszonej o 1 (S +1), 

m/z = 298 (rys.113). 
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Rys. 113. Widmo ESI-MS i struktura chemiczna substratu m/z = 298. 
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Fragmentacja jonu zwi�zku C-1748, m/z=298 zachodzi trudniej, ni� w przypadku 

pochodnej C-857 i prowadzi do powstania kilku intensywnych jonów masowych. Widmo 

fragmentacyjne zostało przedstawione na rys. 114, natomiast w tabeli 14 zestawiłam 

wyniki fragmentacji w porównaniu z otrzymanymi wcze�niej dla zwi�zku C-857. 

Interpretacj
 strukturaln� przedstawiłam w tabeli 14. 
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Rys. 114. Widmo fragmentacyjne jonu zwi�zku C-1748, m/z = 298. 

 

Analiza warto�ci uzyskanych jonów masowych wykazała, �e mimo obecno�ci 

grupy metylowej przebieg fragmentacji zwi�zku C-1748 jest identyczny dla obu badanych 

pochodnych 1-nitroakrydyny. Fragmenty odchodz�ce s� charakterystyczne dla grupy 

nitrowej i ła�cucha alkiloaminowego, czyli kluczowych elementów struktury odgrywaj�cych 

istotn� rol
 w przemianach metabolicznych tych zwi�zków.  

 
Tabela 15. Jony fragmentacyjne zwi�zków: C-857, m/z = 284 i C-1748, m/z =298. 

 
C-857 

[M+1]+=284 

C-1748 

[M+1]+=298 

formuła (m/z) 
Fragment 

odchodz�cy 
(m/z) 

Fragment 

odchodz�cy 

M - 17 267,3 OH 281,1 OH 

M - 47 237,2 HNO2 251,1 HNO2 

M -63 221,1 
NO2 + OH 

[HNO3] 
235,1 

NO2 + OH 

[HNO3] 

M-90 194 NO2 + CH2CHOH 208 NO2 + CH2CHOH 
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Rys. 115. Struktura chemiczna C-1748, m/z=298 wraz z fragmentacj�. 

 

Identyfikacj
 powstaj�cych produktów redukcji zwi�zku C-1748 rozpocz
łam od 

stabilnego produktu D4’, który powstawał w najwy�szym st
�eniu.  

 

 

♦ Analiza strukturalna produktu zawartego w piku D4’ 

 

Widmo masowe piku D4’ wykonane podczas analizy chromatograficznej 

HPLC-ESI-MS zawierało dwa wyrane jony masowe m/z = 254,8 i m/z = 224,8. Analiza 

porównawcza widm UV-VIS oraz ESI-MS wskazywała, �e mog� to by� dwa zwi�zki 

zidentyfikowane podczas reakcji redukcji pochodnej C-857: 1-nitroakrydon 

i 1-aminoakrydon. Nieznaczne ró�nice we wła�ciwo�ciach tych produktów powoduj�, �e 

niemo�liwy był ich podział chromatograficzny. 

-0,01

0,01

0,03

0,05

0,07

0,09

0,11

240 290 340 390 440 490 540 590

Długo	
 fali [nm]

A
bs

or
ba

nc
ja

 [A
U

]

D4' 27,7

 
Rys. 116. Widmo UV-VIS produktu D4’, m/z 254,8, o czasie retencji 27,7 min. 
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Rys. 117. Widmo masowe piku D4’ czas retencji. 27,7 min. 

 

Widmo masowe wykonane z wyizolowanej w warunkach preparatywnych frakcji 

piku D4 wykazało obecno�� jonu masowego, m/z = 254,8. Widmo fragmentacyjne zawiera 

jeden główny jon masowy m/z =209 i kilka jonów o bardzo małej intensywno�ci (rys.118 

i tabela15). 
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Rys. 118. Widmo fragmentacyjne zwi�zku produktu D4’, m/z = 255.0 

 

Tabela 16. Jon masowy powstaj�cy podczas fragmentacji produktu D4’, m/z = 255,0. 
 

Jon 

fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego 

Fragment 

odchodz�cy 

209,0 M - 46 NO2 
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Jon masowy m/z = 209 powstaje przez odszczepienie fragmentu o masie 46 

jednostek, co mo�e by� zwi�zane z odej�ciem charakterystycznego elementu struktury, 

cz�steczki NO2. Dowodem proponowanej struktury przedstawionej na rys. 119 jest 

zgodno�� widm MS i MS/MS wyizolowanego produktu ze wzorcem otrzymanym na 

drodze chemicznej syntezy. Wzór sumaryczny produktu D4 został te� potwierdzony za 

pomoc� wysokorozdzielczej spektrometrii mas, HR-MS, której wyniki prezentuj
 

w tab. 16. 1-nitro-4-metyloakrydon jest prawdopodobnie produktem reakcji hydrolizy 

ła�cucha bocznego, który obserwowany jest w mieszaninie reakcyjnej z powodu długiego 

czasu inkubacji zwi�zku z cz�steczk� DTT. 

 

Tabela 16. Wyniki analizy HR-MS produktu D4’, m/z = 255,0. 
 

 Masa 

cz�steczki 

zmierzona 

[Da] 

Masa 

cz�steczki 

obliczona 

[Da] 

Bł�d 

oznaczenia 

[mDa] 

Bł�d 

oznaczenia 

[ppm] 

Wzór 

sumaryczny 

Zgodno�� 

izotopowa 

1 255,07685 255,07642 0,4312 1,6905 C14H11N2O3 0,999513 

2 255,07685 255,07826 -1,4087 -5,5226 H3N18 0,992848 
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Rys. 119. Struktura produktu D4’ o czasie retencji ok. 28 min, m/z = 255,0 wraz z mo�liw� 
fragmentacj�. 

 
 

Dla pozostałych produktów przemian nie mogłam przeprowadzi� analizy 

wyizolowanych frakcji. W tych przypadkach otrzymałam widma ESI-MS pików mieszaniny 

reakcyjnej. 
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♦ Analiza ESI-MS piku D3’ 
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Rys. 120. Widmo ESI-MS piku D3’ o czasie retencji ok. 25,5 min. 

 

Widmo masowe intensywnego piku D3’ powstaj�cego o czasie retencji 25,5 minuty 

zawiera główny jon m/z = 279,8 i mało intensywny jon m/z = 222,1. Pierwsza warto�� jest 

o 18 jednostek ni�sza od jonu masowego substratu C-1748 [M-18], co mogłoby 

odpowiada� odszczepieniu cz�steczki wody w ła�cuchu bocznym. W celu 

zaproponowania struktury produktu D3’ przeprowadziłam szerok� analiz
 struktur 

okre�lonych wcze�niej dla produktów metabolizmu Ledakrinu [22]. Kilka z nich zawierało 

zamkni
ty pier�cie� pomi
dzy atomami azotu w pozycji 1 i 9 pier�cienia akrydyny. 

Struktury te wraz z odpowiednimi warto�ciami jonów masowych m/z przedstawiłam na 

rys.121. Na tej podstawie przyj
łam wst
pnie, �e struktura produktu D3’ powstaj�ca 

w wyniku przemiany C-1748 mo�e równie� posiada� dodatkowy analogiczny pier�cie�. 

Wskazuje na to porównanie warto�ci m/z = 279,8 i warto�ci m/z = 307 odpowiadaj�cej po 

uwzgl
dnieniu ró�nic strukturalnych (ła�cuch boczny i grupa CH3) produktowi Ledakrinu 

(rys. 121). Proponowan� struktur
 produktu D3’przedstawiłam na rys. 122.  
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Rys. 121. Struktury chemiczne (A) produktów redukcji Ledakrinu z SnCL2,, (B ) metabolitu 

Ledakrinu zidentyfikowanego po inkubacji z enzymami mikrosomalnymi wg. [21, 22]. 
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Rys. 122. Proponowana struktura chemiczna dla produktu C-1748 z DTT, D3’ o warto�ci 

m/z = 279,8.  
 

Widmo fragmentacyjne produktu D3’ m/z = 279,8, (rys. 123, tab. 17), wskazuje na 

fragmentacj
 w obr
bie ła�cucha alkiloaminowego (m/z = 236,0, m/z = 208,0) oraz na 

obecno�� dodatkowego atomu w
gla (m/z = 208,0). Potwierdza to powy�sz� propozycj
, 

i� D3’ mo�e by� produktem powstaj�cym poprzez zamkni
cie pier�cienia 

sze�cioczłonowego przez dwa zaaktywowane atomy azotu w pozycji 1 i 9 (rys. 122), jak 

przedstawiono powy�ej na rys. 121 dla Ledakrinu. 
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Rys. 123. Widmo fragmentacyjne produktu D3’, m/z = 279,8. 

 
 
Tabela 17. Jony masowe powstaj�ce podczas fragmentacji produktu D3’,m/z = 279,8. 
 

Jon 

fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego 

Fragment 

odchodz�cy 

262,0 M - 17 OH 

236,0 M - 44 OHCHCH2 

208,0 M - 72 CH2CHOH CO 

 

♦ Analiza ESI-MS piku D1’ 
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Rys. 124. Widmo ESI-MS piku D1’ o czasie retencji ok. 12,8 min. 
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Pik D1 charakteryzował si
 nisk� intensywno�ci�, jego widmo MS zawiera 

intensywny jon masowy m/z = 267,9. Warto�� tego jonu jest ni�sza od warto�ci 

m/z substratu o 30 jednostek, czyli mo�e odpowiada� produktowi pozbawionemu dwóch 

atomów tlenu z dodatkowymi atomami wodoru. Przyj
łam, wst
pnie, �e jest to cz�steczka 

z całkowicie zredukowan� grup� nitrow� (rys.126). Widmo fragmentacyjne jonu 

m/z=267,9 (rys. 125) wykazało obecno�� kilku jonów o małej intensywno�ci i jednego 

głównego m/z = 225,0, (M-43), który jest wspólny dla fragmentacji tego produktu oraz jego 

analogu pozbawionego grupy metylowej w pozycji 4 powstaj�cego w wyniku redukcji 

zwi�zku C-857 rys. 101 i tab. 11. 
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Rys. 125. Widmo fragmentacyjne produktu D1’, m/z = 267,9. 

 
Tabela.18. Jony masowe powstaj�ce podczas fragmentacji produktu D1’,m/z = 267,9. 
 
 

Jon 

fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego 

Fragment 

odchodz�cy 

225,0 M - 43 CH2CHNH2 

249,9 M - 17 OH 

 
Tak jak w przypadku m/z = 211 dla C-857 warto�� m/z = 225,0 �wiadcz�ca 

o parzystej liczbie atomów azotu w jonie fragmentacyjnym wskazuje na fragmentacj
 

w ła�cuchu hydroksyetyloaminowym z odej�ciem fragmentu zawieraj�cego atom azotu, 

a nie tlenu, czyli CH2CHNH2. Jon masowy m/z = 249,9 mógł powstawa� 

w wyniku rozpadu wi�zania mi
dzy atomem w
gla i grup� hydroksylow�. Wyniki te 

potwierdzaj� obecno�� ła�cucha bocznego w proponowanej strukturze D1’ (rys. 126). 
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Rys. 126. Prawdopodobna struktura produktu D1’ o czasie retencji ok. 12,8 min, m/z = 267,9 wraz 
proponowan� fragmentacj�. 

 
 

♦ Analiza ESI-MS piku D5’ 

 

Ostatni pik, jaki poddałam analizie HPLC-MS to pik D5’. Główny jon masowy 

obecny w widmie MS piku D5’ to m/z = 377,0.  
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Rys. 127. Widmo ESI-MS piku D5’ o czasie retencji ok. 32 min. 

 

 

Cenn� wskazówk
 dla identyfikacji tego produktu, stanowiło widmo fragmentacyjne 

i obecne na nim charakterystyczne jony m/z = 225,0 oraz m/z = 255,0, których 

interpretacj
 przedstawiłam w tabeli 19. 
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Rys. 128. Widmo fragmentacyjne produktu D5’ o czasie retencji ok. 25 min. 

 

Tabela 19. Jony masowe powstaj�ce podczas fragmentacji produktu D7’, m/z = 377,0. 
 

Jon 

fragmentacyjny 

(m/z) 

Równanie jonu 

fragmentacyjnego 
Fragment odchodz�cy 

255,0 M – 122/121 CH2CHOHCHOHCH2SH 

225,0 M - 153 
SCHCHOHCHOHCH2SH 

(DTT) 

 

Wskazuj� one na odszczepienie odpowiednio całej cz�steczki DTT, [M - 153] b�d 

jej fragmentu bez atomu siarki, m/z = 255,0 [M-122]. Jon fragmentacyjny m/z = 225,0 jest 

identyczny z jonem masowym cz�steczki 1-aminoakrydonu, dlatego dla D5’ proponuj
 

struktur
 przedstawion� na rys. 129. 
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Rys. 129. Prawdopodobna struktura produktu D7’ czas retencji ok. 32 min, m/z = 377,0 wraz 

z proponowan� fragmentacj�. 
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Reasumuj�c, transformacja zwi�zku C-1748 w obecno�ci DTT zachodzi znacznie 

trudniej, ni� w przypadku pochodnej C-857 i prowadzi do powstania mniejszej liczby 

produktów. Spo�ród czterech zidentyfikowanych produktów przemian zwi�zku C-1748 

tylko jeden produkt jest wspólny dla przemian obu badanych pochodnych 1-nitroakrydyny. 

Jest to produkt z całkowicie zredukowan� grup� nitrow� do aminowej i zachowanym 

ła�cuchem bocznym: D2 = D1’. Inny, analogiczny w strukturze chemicznej do produktu D7 

zwi�zku C-857 to produkt D5’. Jest to 1-amino-4-metyloakrydon z cz�steczk� DTT. Nowy 

produkt powstaj�cy w wyniku redukcji zwi�zku C-1748 w obecno�ci DTT to produkt D3’ 

zawieraj�cy dodatkowy pier�cie� sze�cioczłonowy, chocia� w przypadku C-857 

powstawał produkt z pi
cioczłonowym pier�cieniem. Struktura chemiczna D5’ wskazuje, 

na istotn� rol
 metylowego podstawnika w pozycji 4 pier�cienia akrydyny, którego 

obecno�� znacznie obni�a reaktywno�� zwi�zku C-1748 i utrudnia reakcj
 nukleofilowego 

podstawienia cz�steczk� DTT, gdy� obserwujemy tylko jeden taki produkt, D5’. 

Charakterystycznym produktem przemian zwi�zku C-1748 wyst
puj�cym w wysokim 

st
�eniu jest 1-nitro-4-metyloakrydon, D4’, który powstaje w wyniku reakcji hydrolizy 

zwi�zku podczas jego długiej inkubacji, a nie za� z udziałem czynnika redukcyjnego. 

Podczas przemian zwi�zku C-1748 powstaje tak�e w bardzo niskim st
�eniu 

1-amino-4-metyloakrydon, który jest analogiem 1-aminoakrydonu, charakterystycznego 

produktu przemian zwi�zku C-857. Główne produkty przemian zwi�zku C-1748 

powstaj�ce obecno�ci DTT przedstawiłam w tabeli 20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Omówienie wyników - C-857 z DTT  
 

 119 

Tabela 20. Produkty chemicznej transformacji zwi�zku C-1748 powstaj�ce w obecno�ci DTT. 
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4.3 Identyfikacja produktów metabolizmu pochodnych C-857 
i C-1748 wobec enzymów mikrosomalnych wyizolowanych 
z komórek w�troby szczurów 

 
 

W dalszym etapie bada�, na podstawie zdobytej wiedzy o produktach chemicznej 

redukcji podj
łam prób
 okre�lenia struktur chemicznych niektórych metabolitów 

zwi�zków C-857 i C-1748 powstaj�cych w omówionych wcze�niej reakcjach enzymów 

mikrosomalnych komórek w�troby szczura (rozdział 4.1.). W tym celu wykonałam widma 

ESI-MS poszczególnych pików chromatograficznych.  
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Rys. 130. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej po 10 minutach inkubacji; 

0,2 mM C-857, 2 mM NADPH 2 mg/ml enzymu. 
 

4.3.1 Metabolity zwi�zku C-857 
 

 

Produkt P1 powstaj�cy podczas enzymatycznej transformacji zwi�zku C-857 ma 

widmo UV-VIS zbli�one do widma produktu D2 powstaj�cego w obecno�ci DTT rys.131. 

Widmo masowe tego metabolitu zawiera jon m/z = 254,8, co wskazuje na produkt ze 

zredukowan� całkowicie grup
 nitrow� (rys. 132). 
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Rys.131. Porównanie widm UV-VIS produktów przemian metabolicznych zwi�zku C-857 

w obecno�ci mieszaniny enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby szczura, 
P1 i w obecno�ci DTT, D2. 
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Rys.132. Proponowana struktura produktu P1 m/z =254,8. 
 

 

Na chromatogramie obrazuj�cym przemiany C-857 przy czasie retencji ok.17 min 

zaobserwowałam dla intensywnego piku P3 dwa jony masowe m/z = 303,9 i m/z = 266,0. 

Warto�� pierwszego z nich jest wy�sza o 20 od piku substratu, co trudno było 

zinterpretowa� na podstawie prostych przelicze�. Struktur
 dla produktu o jonie masowym 

m/z=266,0, zaproponowałam na podstawie dodatkowych dwóch przesłanek: 

charakterystycznego widma UV-VIS tego produktu (rys. 134) i znajomo�ci opisanych 

wcze�niej produktów przemian redukcyjnych pochodnych 1-nitroakrydyny (rys. 121 i 122). 

Prawdopodobn� dla niego struktur
 chemiczn� przedstawiałam na rys. 135. 
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Rys.133. Widmo ESI-MS piku P3 o czasie retencji 18 min. 
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Rys.134. Porównanie widm UV-VIS produktu przemian zwi�zku C-857 w obecno�ci enzymów 
mikrosomalnych, P3 i produktu redukcji zwi�zku C-1748 z DTT, D3’. 
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Rys.135. Proponowana struktura produktu P3, m/z =266,0. 
 

♦ Analiza ESI-MS piku P5 

 

Analiza widma masowego piku P5 o czasie retencji 21 minut przedstawiona na 

rys.137 wykazała obecno�� dwóch głównych jonów masowych o warto�ci m/z = 221,8 

oraz m/z = 206,0. 
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Rys.136. Widmo ESI-MS piku P5 o czasie retencji ok 21min.  
 

Widmo UV-VIS produktu P5 jest zbli�one do widma produktu P3 omówionego 

powy�ej, co mo�e �wiadczy� o zbli�onej do P3 strukturze chemicznej. Ró�nica warto�ci 

mi
dzy jonem m/z = 266,0 (rys. 133) i jonem m/z = 221,8 wynosi 44, co odpowiada 

fragmentacji ła�cucha bocznego i sugeruje, �e produkt P5 pozbawiony jest tego elementu 

struktury. Na podstawie powy�szych danych dla produktu P5 zaproponowałam struktur
 

chemiczn� przedstawion� na rys. 137. 
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Rys.137. Proponowana struktura chemiczna produktu P5, m/z =221,8. 
 

 

♦ Analiza ESI-MS piku P6 

 

Ostatni pik chromatograficzny, jaki poddałam analizie HPLC-MS to pik P6 o czasie 

retencji 24,3 min. W widmie ESI-MS na rys. 138 tego piku zwraca uwag
 intensywny jon 

masowy: m/z = 211. Warto�� ta odpowiada strukturze 1-aminoakrydonu, który powstawał 

tak�e podczas przemian Ledakrinu oraz zwi�zku C-857 wobec DTT i którego struktur
 

okre�lono wcze�niej (rys. 91). 
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Rys.138. Widmo masowe piku P6 o czasie retencji 24,3 min. 
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Rys.139. Proponowana struktura chemiczna produktu P6, m/z =210,9. 
 

 

Biotransformacja zwi�zku C-857 w obecno�ci mieszaniny enzymów 

mikrosomalnych oraz frakcji enzymów o podwy�szonej ekspresji wybranych rodzin 

cytochromu P450 daje identyczne produkty. Metabolizm zwi�zku C-857 w obecno�ci 

enzymów mikrosomalnych przebiega nieco inaczej, ni� w obecno�ci chemicznego 

czynnika redukuj�cego – ditiotreitolu. Tylko dwa z sze�ciu metabolitów powstaj�cych 

w obecno�ci mieszaniny enzymów mikrosomalnych s� identyczne, jak produkty 

chemicznej redukcji zwi�zku C-857. S� to: produkt P1 ze zredukowan� grup� nitrow� do 

aminowej oraz 1-aminoakrydon. Podczas enzymatycznej transformacji pochodnej C-857 

powstaj� tak�e dwa inne produkty ni� z DTT zawieraj�ce w swej strukturze pier�cie� 

sze�cioczłonowy. S� to: produkt P3 i jego analog pozbawiony ła�cucha bocznego. 

Produkt o strukturze identycznej z P3 powstawał ju� wcze�niej podczas enzymatycznych 

przemian Ledakrinu [22]. 
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Tabela 21. Produkty metabolizmu zwi�zku C-857 powstaj�ce pod wpływem enzymów 
mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby szczurów.  
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4.3.2 Metabolity zwi�zku C-1748 
 

Jak wykazałam wcze�niej w punkcie 4.1.2 biotransformacja zwi�zku C-1748 

w obecno�ci szczurzych enzymów mikrosomalnych zachodzi łatwiej ni� w obecno�ci DTT, 

ale trudniej, ni� przemiany pochodnej C-857 w tych samych warunkach. W obecno�ci 

enzymów mikrosomalnych powstaj� 4 główne metabolity zwi�zku C-1748. 
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Rys.140. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej 0,2 mM C-1748, 2 mM NADPH, 

2 mg/ml mieszaniny enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby szczura. 
 

Na podstawie wyników bada� struktur produktów chemicznej redukcji pochodnych  

1-nitroakrydyny z DTT przeprowadziłam analiz
 struktur chemicznych metabolitów 

powstaj�cych wobec czynników enzymatycznych. 

 

♦ Analiza ESI-MS piku P1’ 
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Rys.141. Widmo ESI-MS piku P1’, o czasie retencji 12 min. 
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Widmo ESI-MS piku P1’ to mieszanina dwóch produktów, których nie udało si
 

podzieli� w warunkach chromatograficznych. Główny jony masowy obserwowany 

w tym widmie MS ma warto�� m/z = 268,0, co mo�na zapisa� jako: (S+1-30). 

Zale�no�� ta oraz znajomo�� produktów redukcji zwi�zku C-1748 w obecno�ci 

ditiotreitolu (pik D1’, rozdz.4.2.4.) pozwala zaproponowa� dla produktu P1 struktur
 

chemiczn� przedstawion� na rys. 142. 

N

NH2NH

CH3

OH

 
Rys.142. Proponowana struktura chemiczna dla piku P1’ m/z = 268,0. 

 

♦ Analiza ESI-MS piku P3’. 

 

Analiza widma masowego piku P3’ wykazała obecno�� dwóch jonów 

masowych: intensywnego jonu m/z = 280 oraz jonu m/z = 318,0. Warto�� m/z 

pierwszego z jonów jest o 18 ni�sza od jonu masowego substratu C1748 (S+1-18). 

Drugi jon masowy m/z = 318,0 mo�na przestawi� za pomoc� zale�no�ci (S+1+20). 

Podobne zale�no�ci liczbowe uzyskałam w przypadku produktu D3’ powstałego w 

wyniku redukcji C-1748 w obecno�ci ditiotreitolu oraz produktu P3 dla pochodnej C-857 

w obecno�ci mieszaniny enzymów mikrosomalnych. Powy�sze fakty sugeruj�, i� 

produkt P3’ mo�e mie� struktur
 chemiczn� przedstawion� na rys. 145, czyli zawiera 

dodatkowy sze�cioczłonowy pier�cie�. Nale�y doda�, �e spo�ród czterech metabolitów 

zwi�zku C-1748 powstaj�cych wobec mieszaniny enzymów mikrosomalnych, produkt 

P3’ powstaje w najwy�szym st
�eniu.  
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Rys.143. Widmo ESI-MS piku P3’ o czasie retencji 21min. 
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Rys.144. Proponowana struktura chemiczna produktu P3’ m/z = 280,0. 

 

♦ Analiza ESI-MS piku P4’. 
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Rys.145. Widmo ESI-MS piku P4’, czas retencji 22 min. 

 

Charakterystyczny jon masowy m/z = 225,0 wyst
puj�cy w widmie masowym piku 

P4’ oraz jego widmo UV-VIS wskazuj�, �e podobnie jak w przypadku chemicznej redukcji 

zwi�zku w obecno�ci enzymów równie� w tym przypadku powstaje 

1-amino-4-metylo-9-akrydon.  

N

O

CH3

NH2

 
Rys.146. Proponowana struktura chemiczna produktu P4’, m/z = 225,0. 
 

Reasumuj�c, przemiany metaboliczne zwi�zku C-1748 w obecno�ci chemicznego 

czynnika redukuj�cego, ditiotreitolu oraz w obecno�ci enzymów mikrosomalnych 

prowadz� do powstania 4 głównych metabolitów, z których trzy P1’, P3’ oraz P4’ s� 

analogiczne do produktów przemian C-857, co przedstawiłam tabeli 22. Dodatkowo 

podczas przemian zwi�zku C-857. W obecno�ci enzymów mikrosomalnych w wyniku 
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biotransformacji zwi�zku C-857 powstały produkty P1 i P5 (tab. 21), z których P5 ma 

struktur
 cykliczn� identyczn� jak metabolit P3’ pochodnej C-1748. 

 

Tabela 22. Produkty metabolizmu zwi�zku C-1748 powstaj�ce w obecno�ci mieszaniny enzymów 
mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby szczura. 
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4.4 Badanie przemian metabolicznych zwi�zków C-857 i C-1748 
obserwowanych pod wpływem ró�nych enzymów 
mikrosomalnych w�troby człowieka 

 

D���c do poznania metabolizmu zwi�zków C-857 i C-1748 zachodz�cych 

w organizmie człowieka zbadałam transformacj
 tych pochodnych w obecno�ci 

wybranych enzymów mikrosomalnych pochodzenia ludzkiego tj. frakcji enzymów 

mikrosomalnych w�troby, rekombinantowej reduktazy cytochromu P450 oraz wybranych 

rekombinantowych izoenzymów cytochromu P450, które charakteryzowały si
 dodatkowo 

ró�nym poziomem koekspresji reduktazy cytochromu P450.  

 

 

4.4.1 C-857 wobec enzymów mikrosomalnych 
 

Badania przemian metabolicznych zwi�zku C-857 wobec ludzkich enzymów 

mikrosomalnych prowadziłam w takich samych warunkach, jak reakcj
 z enzymami 

mikrosomalnymi wyizolowanymi z komórek w�troby szczura (cz
�� eksperymentalna, 

punkt 5.7.3.). Analiz
 HPLC badanej przemiany prowadzon� w optymalnych warunkach 

reakcji przedstawiłam na rys.147. 
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Rys. 147. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej w zale�no�ci od czasu inkubacji 0,2 mM 

C-857, 2 mM NADPH, 2 mg/ml frakcji mikrosomalnej wyizolowanej z w�troby człowieka. 
 

Wykazałam, �e charakter reakcji biotransformacji zwi�zku C-857 pod wpływem 

ludzkich enzymów mikrosomalnych jest podobny do obserwowanego wobec enzymów 

mikrosomalnych wyizolowanych z w�troby szczura (rys.70). Jednocze�nie stopie� 

przereagowania (Ss) i st
�enie powstaj�cych produktów (C) ró�ni� si
 nieco po inkubacji 

z enzymami mikrosomalnymi wyizolowanymi z komórek w�troby szczura, (MS), 

od tych obserwowanych dla enzymów wyizolowanych z komórek w�troby szczura, którym 

wcze�niej podawano zwi�zki podwy�szaj�ce ekspresj
 enzymów cytochromu P450 – (E), 

a tak�e ludzkich enzymów mikrosomalnych, (ML). Ró�nice te mo�na opisa� nast
puj�cymi 

równaniami: 

Ss (E) ~Ss (ML) > Ss (MS) 
 

C (MS) >C (ML) ~ C (E) 
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St
�enie produktów powstaj�cych w reakcji z ludzkimi enzymami mikrosomalnymi 

jest ni�sze, ni� wobec mieszaniny szczurzych enzymów mikrosomalnych, ale zbli�one do 

st
�enia produktów w obecno�ci szczurzych izoenzymów z rodziny: CYP1A, CYP2B, 

CYP3A i CYP4A. 

Na podstawie porównania widm UV-VIS oraz ESI-MS wykazałam, �e cztery 

powstaj�ce produkty s� identyczne z produktami powstaj�cymi wcze�niej wobec ró�nych 

szczurzych enzymów mikrosomalnych. Ich struktury chemiczne przedstawiłam na rys. 

148. 
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Rys. 148. Struktury chemiczne produktów przemian zwi�zku C-857 wobec ludzkich enzymów 

mikrosomalnych. 
 
 

4.4.2 C-857 wobec reduktazy cytochromu P450, CPR 
 

W sytuacji, gdy nie zaobserwowałam istotnych ró�nic mi
dzy produktami 

powstaj�cymi po inkubacji zwi�zku C-857 ze szczurzymi białkami mikrosomalnymi 

o podwy�szonej ekspresji wybranych rodzin izoenzymów cytochromu P450 postanowiłam 

zbada�, jak� rol
 odgrywa w tych przemianach enzym współpracuj�cy z kompleksem 

monooksygenazy cytochromu P450, NADPH-zale�na reduktaza cytochromu P450. Dzi
ki 

uprzejmo�ci prof. C.R. Wolfa z Biomedical Research Centre, Uniwersytetu w Dundee 

otrzymali�my rekombinantow� u E. coli ludzk� reduktaz
 cytochromu P450. Badania te 

były cz
�ci� pracy magisterskiej Pani Karoliny Jagiełło. 

Przeprowadzone wst
pnie badania spektrofotometryczne (cz
�� eksperymentalna 

rozdz. 5.7.4.1.), których wyniki przedstawione na rys. 149 pozwoliły wybra� warunki 

reakcji: 
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Rys. 149. Widmo absorpcyjne mieszaniny reakcyjnej zwi�zku C-857 z CPR; 0,2 mM C-857, 1 mM 

NADPH. 
 
Optymalne warunki reakcji to: 
 

♦ 0,2 mM C-857 

♦ 1 mM NADPH 

♦ 5 �l reduktazy cytochromu P450 o st
�eniu 1 U/1 �l  

♦ roztwór buforowy, RCPR o pH 7,4  

 

 

4.4.2.1 Przemiany metaboliczne wobec CPR 
 

Chromatogramy mieszanin reakcyjnych otrzymanych według opisu w cz
�ci 

eksperymentalnej w punkcie 5.7.4.2. przedstawiłam na rys. 150. 
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10 minut inkubacji
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Rys. 150. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej zale�no�ci od czasu; 0,2 mM C-857, 

0,8 mM NADPH, 0,5 �l CPR po 0, 10 i 20 minutach inkubacji. 
 

 

Przemiany metaboliczne zwi�zku w obecno�ci reduktazy prowadz� do powstania 7 

głównych metabolitów o bardzo zró�nicowanych widmach UV-VIS (rys. 151). 
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Rys. 151. Widma UV-VIS substratu i produktów przemian metabolicznych zwi�zku C-857 
w obecno�ci CPR. 
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4.4.2.2 Reduktaza cytochromu P450, a enzymy mikrosomalne w metabolizmie 
pochodnej C-857 

 

Otrzymane powy�ej wyniki przemian metabolicznych pochodnej C-857 

w obecno�ci reduktazy cytochromu P450 porównałam z biotransformacj� zwi�zku wobec 

ludzkich enzymów mikrosomalnych. Chromatograficzne obrazy tych reakcji przedstawiłam 

na rys.152. Wskazały one, �e reakcja biotransformacji badanego zwi�zku przebiega 

bardzo podobnie w obu przypadkach. Czasy retencji pików produktów zwi�zku C-857 

powstaj�cych w obeco�ci enzymów mikrosomalnych i reduktazy cytochromu P450 

okazały si
 by� bardzo zbli�one. W celu potwierdzenia identyczno�ci struktury tych 

metabolitów porównałam ich widma absorpcyjne, co przedstawiłam na rys. 153. 
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Rys. 152. Porównanie przebiegu przemian metabolicznych pochodnej C-857 po 10 minutach 

inkubacji wobec: A ) ludzkich enzymów mikrosomalnych, 0,2 mM C-857, 2 mM NADPH, 
2mg/ml białka B ) CPR 0,2 mM C-857, 0,8 mM NADPH, 1 �l CPR.. 
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E ) R6/M6 
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F ) R7/M7 
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Rys. 153. Porównanie widm UV-VIS wybranych produktów aktywacji C-857w obecno�ci CPR 

i ludzkich enzymów mikrosomalnych A) R1/M1; B ) R2/M2; C ) R3/M3;D ) R4/M4; 
E ) R6/M6; F ) R7/M7. 

 

Przedstawiona analiza widm UV-VIS porównywanych pików chromatograficznych 

wskazuje jednoznacznie, �e sze�� produktów metabolizmu pochodnej C-857 

powstaj�cych z udziałem reduktazy obserwowano równie� podczas przemian tego 

zwi�zku w obecno�ci ludzkich enzymów mikrosomalnych. Struktury chemiczne trzech 

z tych produktów: R1, R3, R7 przedstawiłam wcze�niej w rozdziale 4.4.1. 

 

4.4.3 Biotransformacja zwi�zku C-857 wobec rekombinantowych izoform 
cytochromu P450: CYP1A2, CYP2C19, CYP3A4 

 

Prowadzone dotychczas badania udowodniły, �e pochodna C-857 jest niemal 

w identyczny sposób metabolizowana zarówno przez mieszanin
 enzymów 

mikrosomalnych zawieraj�cych cytochromy P450, jak i ludzk� rekombinantow� NADPH-

zale�n� reduktaz
 cytochromu P450. Poszukuj�c wi
c, selektywno�ci w metabolizmie 

C-857 w nast
pnym etapie pracy porównałam dotychczasowe wyniki z wynikami 

transformacji enzymatycznej tego zwi�zku w obecno�ci ludzkich rekombinantowych 
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u E. coli izoenzymów cytochromu P450: 1A2, 2C19 oraz 3A4. Izoenzymy te dodatkowo 

charakteryzowały si
 niskim (L) lub wysokim (H) poziomem koekspresji genu reduktazy 

cytochromu P450. Wobec wyników przedstawionych powy�ej mo�na było spodziewa� si
, 

�e wyizolowane izoenzymy P450 b
d� słabiej indukowały przemiany zwi�zku C-857 przy 

obni�onej ekspresji reduktazy cytochromu P450. Analiz
 HPLC mieszanin reakcyjnych dla 

zwi�zku C-857 inkubowanego z izoenzymami cytochromu P450 przedstawiłam na 

rysunku 154. 
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Rys. 154. Chromatograficzny obraz metabolizmu zwi�zku C-857 wobec izoenzymów cytochromu 
P450 z ró�nym poziomem koekspresji CPR: A ) CYP1A2; B ) CYP2C19; C) CYP3A4-wykres 
liniowy; D ) CYP3A4 –wykres poziomicowy; 0,2 mM C-857, 2 mM NADPH, 50 pmol enzymu. 
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Wskazuje ona, �e zwi�zek C-857 jest wra�liwy na przemiany w obecno�ci 

wszystkich wybranych izoenzymów cytochromu P450, jednak stopie� przereagowania 

substratu oraz st
�enie powstaj�cych produktów s� silnie okre�lone przez rodzaj 

izoenzymu P450 i poziom reduktazy P450. Wyranie tylko dwa spo�ród badanych 

enzymów s� zaanga�owane w transformacj
 zwi�zku C-857: CYP2C19 i CYP3A4, co 

ilustruje rys 154. Izoenzym CYP1A2 metabolizuje zwi�zek C-857 tylko w niewielkim 

stopniu. Ponadto reduktaza z nim współpracuj�ca wywiera znacznie słabszy wpływ na 

aktywno�� izoenzymu CYP1A2, ni� w przypadku reakcji katalizowanych przez pozostałe 

izoenzymy. (rys.155). 
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Rys. 155. Stopie� przereagowania zwi�zku C-857 wobec izoenzymów cytochromu P450 

z wysokim poziomem koekspresji CPR, 0,2 mM C-1748, 2 mM NADPH, 200 pmol,90min 
 
 

Po inkubacji pochodnej C-857 z izoenzymem CYP2C19 powstaj� 4 główne 

metabolity: C2, C3, C4 i C7 natomiast w obecno�ci CYP3A4 powstaje ich a� 6. 

Odpowiednie widma UV-VIS przedstawiłam na rys. 156. 
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Rys. 156. Widma UV-VIS substratu i produktów przemian zwi�zku C-857 wobec CYP2C19 

o wysokim poziomie koekspresji reduktazy cytochromu P450. 
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Na podstawie analizy widm UV-VIS oraz ESI-MS wykazałam, �e niezale�nie od 

stosowanego izoenzymu cytochromu P450 biotransformacja zwi�zku C-857 prowadzi do 

powstania trzech wspólnych produktów: C2, C3, C7, których widma UV-VIS 

i proponowane struktury chemiczne przedstawiłam poni�ej na rys. 157. W przypadku 

metabolitu C2 nie zaproponowałam struktury chemicznej. Analiza ESI-MS piku tego 

produktu wykazała obecno�� jonu m/z = 300. Warto�� ta jest o 16 jednostek wy�sza od 

masy substratu, co sugeruje obecno�� dodatkowego atomu tlenu w cz�steczce tego 

metabolitu. Produkty te obserwowałam ju� wcze�niej podczas reakcji zwi�zku C-857 

z reduktaz� cytochromu P450 oraz z ró�nymi enzymami mikrosomalnymi. Dodatkowy 

produkt powstaj�cy podczas przemian zwi�zku C-857 z izoenzymem CYP3A4 to 

przedstawiony na rys. 158 1-nitroakrydon, który powstawał ju� wcze�niej podczas reakcji 

chemicznej redukcji tej pochodnej C-857 w obecno�ci DTT. 

 

C2 

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

250 300 350 400 450 500 550

Długo	
 fali nm

A
bs

or
ba

nc
ja

 [A
U

]

M

CPR

CYP H i L

 
C3 

-0,001

0,009

0,019

0,029

250 300 350 400 450 500 550

Długo	
 fali nm

A
bs

or
ba

nc
ja

 [A
U

]

M

CPR

CYP H i L

 
 

 

N

NN

H

OH

 



Omówienie wyników  
 

 141 

C7 
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Rys. 157. Widmo UV-VIS i prawdopodobna struktura chemiczna produktów: C2, C3, C7. 
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Rys. 158. Widmo UV-VIS produktu C7a, 1-nitroakrydonu. 

 

 

Podsumowuj�c wyniki bada� przeprowadzonych w tym etapie pracy wykazałam, 

�e CYP1A2 ma słabszy wpływ na przemiany zwi�zku C-857, ni� izoenzym: CYP2C19 

a szczególnie CYP3A4.  
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4.4.4 Przemiany zwi�zku C-1748 (Capridine �) wobec ludzkich enzymów 
mikrosomalnych 

 
Analiza chromatograficzna przemian metabolicznych zwi�zku C-1748 

zachodz�cych w obecno�ci mieszaniny ludzkich enzymów mikrosomalnych 

przedstawiłam na poni�szym rysunku.  

C-1748 start reakcji 

-0,002

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0 5 10 15 20 25 30
Czas retencji [min]

A
bs

or
ba

nc
ja

 3
80

 n
m

 [A
U

]

 
 10 minut inkubacji 

-0,002

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0 5 10 15 20 25 30
Czas retencji [min]

A
bs

or
ba

nc
ja

 3
80

 n
m

 [A
U

]

 
  30 minut inkubacji 

-0,002

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0 5 10 15 20 25 30
Czas retencji [min]

A
bs

or
ba

nc
ja

 3
80

 n
m

 [A
U

]

 
Rys. 159. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej po 0, 10 i 30 minutach inkubacji 

0,2 mM C-1748, 2 mM NADPH, 2 mg/ml frakcji ludzkich enzymów mikrosomalnych. 
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Wyniki wskazuj�, �e transformacja zwi�zku C-1748 w obecno�ci ludzkich enzymów 

mikrosomalnych zachodzi podobnie do przemian w obecno�ci enzymów wyizolowanych 

z komórek w�troby szczurów (rys.73) i znacznie słabiej, ni� transformacja zwi�zku C-857 

w tych samych warunkach. Podczas przemian zwi�zku C-1748 wobec ludzkich enzymów 

mikrosomalnych powstaj� trzy główne produkty, z których najwy�sze st
�enie maj� dwa 

metabolity: produkt M3’ z dodatkowym pier�cieniem sze�cioczłonowym utworzonym przez 

dwa atomy azotu w pozycji 1 i 9 pier�cienia akrydyny i produkt M4’,  

1-aminoakrydon. Trzeci produkt M1’ ma zredukowan� grup
 nitrow� i powstaje w bardzo 

niskim st
�eniu. 

 

4.4.5 C-1748 wobec reduktazy cytochromu P450 (CPR) 
 

Poszukuj�c selektywno�ci w metabolizmie zwi�zku C-1748 w porównaniu 

z pochodn� C-857 podobnie, jak w przypadku zwi�zku C-857 zbadałam biotransformacj
 

pochodnej C-1748 wobec reduktazy cytochromu P450. Po wst
pnych próbach 

z zastosowaniem metody spektrofotometrycznej (rys. 160) okre�liłam warunki 

prowadzenia tej reakcji:  

♦ 0,2 mM C-1748 

♦ 1mM NADPH 

♦ 10 �l reduktazy cytochromu P450 o st
�eniu 1 U/1 �l 

♦ roztwór buforowy RCPR o pH 7,4  
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Rys. 160. Widmo absorbcyjne mieszaniny reakcyjnej zwi�zku C-1748 z CPR; 

0,2 mM C-1748, 2 mM NADPH, 10 µl CPR. 
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4.4.5.1 Przemiany metaboliczne zwi�zku C-1748 wobec CPR 
 

 Przedstawiona poni�ej na rys. 161 analiza chromatograficzna przemian 

metabolicznych C-1748 potwierdziła ni�sz� wra�liwo�� tego zwi�zku na enzymatyczn� 

biotransformacj
 z CPR, w porównaniu z pochodn� C-857.  
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Rys. 161. Chromatograficzny obraz mieszaniny reakcyjnej w zale�no�ci od czasu inkubacji; 0,2 

mM C-1748, 1 mM NADPH, 2 �l CPR. 
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Przemiany metaboliczne pochodnej C-1748 w obecno�ci reduktazy prowadz� do 

powstania 5 metabolitów, przy czym zdecydowanie przewa�a jeden z nich, produkt R3’ 

o strukturze z dodatkowym sze�cioczłonowym pier�cieniem.  
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Rys. 162. Widma UV-VIS substratu i produktów przemian metabolicznych zwi�zku  
C-1748 w obecno�ci CPR.. 

 

4.4.5.2 Reduktaza cytochromu P450, a enzymy mikrosomalne w metabolizmie 
pochodnej C-1748 

 

W kolejnym etapie pracy porównałam przemiany metaboliczne zwi�zku C-1748 

wobec CPR z biotransformacj� tego zwi�zku wobec frakcji ludzkich enzymów 

mikrosmalnych, co przedstawiłam na rys. 164. 
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B)  CPR 
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Rys. 163. Porównanie przebiegu przemian metabolicznych pochodnej C-1748 wobec: A ) ludzkich 

enzymów mikrosomalnych, 0,2 mM C-1748, 2 mM NADPH, 2mg/ml białka, 10 minut inkubacji 
B ) CPR 0,2 mM C-1748, 1mM NADPH, 2 �l CPR, 10 minut inkubacji. 

 

Wykazałam, �e zwi�zek C-1748 w porównywalnych warunkach jest bardziej 

reaktywny w obecno�ci CPR, ni� w obecno�ci ludzkich enzymów mikrosomalnych, 

chocia� w obu przypadkach powstaj� trzy główne produkty R1’, R3’ i R4’. Porównuj�c 

widma UV-VIS metabolitów zwi�zku C-1748 powstaj�cych wobec ludzkich enzymów 

mikrosomalnych i reduktazy stwierdziłam, �e tylko dwa z nich s� wspólne (rys. 164). S� 

to: produkt z dodatkowym pier�cieniem sze�cioczłonowym, R3’ i 1-aminoakrydon, R4’. 

Podczas inkubacji zwi�zku C-1748 z CPR powstaje nowy produkt R1’, który nie powstaje 

w obecno�ci enzymów mikrosomalnych, a jego maximum widma UV-VIS jest przesuni
te 

w kierunku fal krótszych w stosunku do widma substratu. 
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B) R4’/M4’ 
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Rys. 164. Porównanie widm UV-VIS produktów aktywacji C-1748 w obecno�ci CPR 

i ludzkich enzymów mikrosomalnych; A ) produkt R’3/M3’, B ) produkt R4’/M4’. 
 

4.4.6 Zwi�zek C-1748 (Capridine �) wobec wybranych izoform cytochromu 
P450: CYP1A2, CYP2C19, CYP3A4 

 

Wykazałam dotychczas, ze pochodna C-1748 ulega przemianie w obecno�ci 

mieszaniny enzymów mikrosomalnych, zawieraj�cych m.in. izoenzymy cytochromu P450 

i współpracuj�c� z nimi reduktaz
 cytochromu P450. 

Kontynuuj�c badania metabolizmu zwi�zku C-1748 przeprowadziłam analiz
 

transformacji tej pochodnej w obecno�ci pojedynczych izoenzymów cytochromu P450 

z wysokim i niskim poziomem koekspresji reduktazy. Były to ludzkie rekombinantowe 

izoenzymy cytochromu P450, CYP1A2, CYP2C19, CYP3A4. Reakcje te prowadziłam przy 

4-krotnie wy�szym st
�eniu enzymu, ni� w przypadku zwi�zku C-857. Chromatogramy 

mieszanin reakcyjnych przedstawiłam na rysunku 165. 
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Rys. 165. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych zwi�zku C-1748 po 90 minutach 
inkubacji wobec izoenzymów cytochromu P450 z wysokim i niskim poziomem koekspresji CPR: 
A ) CYP1A2; B ) CYP2C19; C) CYP3A4-wykres liniowy; D ) CYP3A4 –wykres poziomicowy; 
0,2 mM C-857, 2 mM NADPH, 200 pmoli. 

 
 

Zwi�zek C-1748 wykazywał bardzo nisk� w porównaniu z C-857 podatno�� na 

przemiany enzymatyczne w obecno�ci izoenzymów cytochromu P450, przy czym 

selektywno�� tych zwi�zków była bardzo zbli�ona. Izoenzym CYP2C19 najsilniej 

metabolizował zwi�zek C-1748 natomiast CYP1A2 najsłabiej. Podwy�szony poziom 

koekspresji reduktazy istotnie podwy�szał reaktywno�� zwi�zku C-1748 wobec tych 

eznymów. W badanej reakcji powstawał jeden metabolit, C3’. Jego widmo UV-VIS jest 

C3’ 

C3’ 
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identyczne z widmami metabolitów zwi�zku C-1748 powstaj�cymi wobec CPR i enzymów 

mikrosomalnych, co przedstawiłam na rys. 166.  
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Rys. 166. Widmo UV-VIS wspólnego metabolitu C3’ powstaj�cego w wyniku przemian zwi�zku  

C-1748 w obecno�ci: izoenzymów cytochromu P450, CPR i enzymów mikrosomalnych. 
 

4.4.7 Biotransformacja pochodnych 1-nitroakrydyny wobec ludzkich 
enzymów mikrosomalnych z zastosowaniem tzw. Reaction 
Phenotyping Kit, RPK 
 

Celem tego etapu pracy była kolejna próba uchwycenia selektywno�ci działania 

izoenzymów cytochromu P450, które s� odpowiedzialne za metabolizm badanych przeze 

mnie pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny. Dla realizacji tego zadania zastosowano tzw. 

Reaction phenotyping Kit, (RPK). Badania te były cz
�ci� pracy magisterskiej Pani 

Agnieszki Chrapkowskiej [141]. RPK to zbiór próbek enzymów mikrosomalnych w�troby, 

pobranych od ró�nych pacjentów, przy czym ka�da próbka ma oznaczon� zawarto�� 

izoenzymów P450 oraz kilku innych wa�nych enzymów metabolizuj�cych ksenobiotyki. 

Stosowany zestaw RPK zawierał szesna�cie próbek ró�nych izoenzymów (oznaczonych 

jako H [nr]) pobranych od ró�nych dawców oraz próbk
 b
d�c� mieszanin� wszystkich 

analizowanych enzymów (MIX), która charakteryzowała „ przeci
tnego pacjenta”. RPK 

i zawierała szczegółowe informacje na temat dawców tych enzymów, co przedstawilam 

poni�ej w tabeli 24. 

 

Tabela 23 Przykładowe informacje na temat dawców enzymów mikrosomalnych zawartych 
w RPK. 

Obecno�� wirusów 
Płe� Wiek Rasa 

Przyczyna 

�mierci CMV HIV HTLV-1 
Palacz 

Stosowane 

leki 

 

L 
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Poza tym próbki enzymów zostały starannie wyselekcjonowane tak, aby 

zminimalizowa� wzajemne korelacje wyst
puj�ce pomi
dzy zawarto�ci� poszczególnych 

izoenzymów cytochromu P450, a w konsekwencji unikn�� wyników pozornych czy 

znacznie odbiegaj�cych od pozostałych warto�ci w zbiorze danych. Wymienione zjawiska 

mogłyby utrudnia� analiz
 korelacyjn�, któr� nale�y przeprowadza�, aby otrzyma� wynik 

mówi�cy o roli poszczególnych izoenzymów P450 i innych enzymów w metabolizmie 

badanego zwi�zku. 

 

4.4.7.1 Badanie przemian zwi�zku C-857 i C-1748 wobec RPK 
 

Na rysunku 167 przedstawiono dwa wybrane przykłady analizy chromatograficznej 

przemiany C-857 w obecno�ci 17-tu próbek ludzkich enzymów zawartych w RPK. 

Przykłady dotycz� najni�szego i najwy�szego stopnia przereagowania zwi�zku  

C-857 wobec tych enzymów po 10 minutach inkubacji. 
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Rys. 167. Chromatograficzny obraz transformacji zwi�zku C-857 wobec enzymów mikrosomalnych 

komórek w�troby człowieka; 0,2 mM C-857, 2 mM NADPH, 2 mg/ml enzymu; 10 minut 
inkubacji; (A – seria H0093, B – seria H0191). 
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Biotransformacja zwi�zku C-857 w obecno�ci wszystkich badanych próbek 

enzymów mikrosomalnych prowadzi do powstania siedmiu wspólnych produktów, 

ró�ni�cych si
 st
�eniem w poszczególnych reakcjach. Wszystkie te produkty 

obserwowano wcze�niej w obecno�ci mieszaniny enzymów mikrosomalnych. Wykazano, 

�e produkt RP3 powstaj�cy w najwy�szym st
�eniu to metabolit z dodatkowym 

pier�cieniem sze�cioczłonowym. 

Analogicznie do zwi�zku C-857 zbadano transformacj
 zwi�zku C-1748, przy czym 

rys. 168 przedstawia analiz
 po dłu�szym czasie inkubacji, czyli po 30 minutach 
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Rys. 168. Chromatograficzny obraz metabolicznej transformacji zwi�zku C-1748 wobec frakcji 

mikrosomów komórek w�troby człowieka 0,2 mM C-1748, 2 mM NADPH, 2 mg/ml białka; 30 
minut inkubacji; (A – seria H0113, B – seria H0023). 

 

W przypadku zwi�zku C-1748 we wszystkich badanych reakcjach powstawało pi
� 

produktów, które okazały si
 by� identyczne z metabolitami powstaj�cymi w obecno�ci 

mieszaniny enzymów mikrosomalnych. W najwy�szym st
�eniu powstawał produkt RP3’ 

z dodatkowym pier�cieniem sze�cioczłonowym. 

Najni�szy stopie� 

przemiany substratu 

Najwy�szy stopie� 

przemiany substratu 

A
bs

or
ba

nc
ja

 3
80

 n
m

 [A
U

] 
A

bs
or

ba
nc

ja
 3

80
 n

m
 [A

U
] 

Czas retencji [min] 

RP1’ 

S’ 

RP2’ 

RP3’ 

RP4’ 

RP5‘ 

RP1’ S’ 
RP2’ 

RP3’ 

RP4’ 

RP5‘ 

30 minut inkubacji 



Omówienie wyników  
 

 152 

Ponadto okre�lono stopie� przereagowania zwi�zków C-857 i C-1748 w obecno�ci 

17-tu badanych próbek enzymów mikrosomalnych i otrzymane warto�ci przedstawiłam na 

rys. 169. 
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Rys. 169. Stopie� przereagowania zwi�zków A) C-857 B) C-1748 pod wpływem enzymów 

mikrosomalnych komórek w�troby człowieka pochodz�cych z ró�nych serii RPK, I seria zółta - 
1mg białka, 10 minut reakcji, II seria niebieska - 2mg białka, 30 minut reakcji wg. [141]. 

 

Na obydwu cz
�ciach rysunku 169 rzuca si
 w oczy fakt braku istotnych ró�nic 

pomi
dzy metabolizmem poszczególnych próbek enzymów szczególnie dla zwi�zku 

C-857. Stopie� przemiany C-857 wynosił od 60% - 95% i był nieznacznie wy�szy, ni� 

w przypadku pochodnej C-1748, dla której wynosił 53% do 93%. Znaj�c ilo�ciowy stopie� 

przemiany zwi�zków C-857 i C-1748 oraz korzystaj�c z doł�czonej do RPK tabeli 

zawarto�ci poszczególnych izoenzymów cytochromu P450 w próbkach (zał�cznik 1) 

oszacowano za pomoc� metody regresji, które izoenzymy maj� najwi
kszy udział 

w metabolizmie badanych pochodnych [141]. Przed przyst�pieniem do analizy regresyjnej 

enzymy zawarte w RPK podzielono na dwa zestawy:  

� Zestaw I: b5, izoeznymy P450, CPR, FMO. 
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� Zestaw II: CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, 

CYP2E1, CYP3A4/5, CYP4A11 

Poza tym dane te cz
�ciowo odpowiednio przetransformowano. Obliczenia regresyjne 

wykonano za pomoc� programu komputerowego REGR, który słu�y do wyznaczania 

współczynników regresji równania metod� najmniejszych kwadratów. Dzi
ki zastosowaniu 

algorytmu metody odrzucania mo�liwy był wybór zmiennych modelu w taki sposób, aby 

wszystkie zmienne wyst
puj�ce w ostatecznej postaci równania były statystycznie istotne. 

Przeprowadzono kilka serii oblicze� i poni�ej przedstawiono wyniki dla jednej z nich 

kolejno dla zwi�zku C-857 i C-1748. 

 

� C-857 

Dane zestawu I 

 
 
Tab.24. Współczynniki korelacji pomi�dzy stopniem przemiany y%, a zawarto�ci� wybranych 
enzymów mikrosomalnych. 
 
 b5 P450 CPR FMO 
y % 0,074 0,238 0,287 -0,406 

 

Tab 25. Rozwi�zanie równania regresji. 

 

Nazwa zmiennej Współczynnik Odchylenie Istotno	
 
 
wyraz wolny 

FMO 

P450 

 
80 

-22 

41 

 
11,4706 

14,6479 

31,0694 

 
13,0601 

1,1676 

0,7247 

Odchylenie standardowe zmiennej zale�nej: 7,6239 

Warto�� testu F: 6,2610 

Współczynnik determinacji: 0,4906 

Współczynnik korelacji: 0,7005 

 

Wyniki analizy korelacji (tab. 24) wskazały, �e spo�ród 4 wymienionych enzymów 

wpływ na zdolno�� przemiany zwi�zku C-857 maj� reduktaza i cytochrom P450. Jednak 

współczynniki korelacji były bardzo niskie. Natomiast istotne równanie regresji otrzymano 

dla udziału izoenzymów cytochromu P450 i FMO, przy czym ujemna warto�� 

współczynnika w tym równaniu wskazuje na hamuj�cy wpływ FMO. Współczynnik 

korelacji równania regresji jest niski i powy�sze wnioski nale�y traktowa� ostro�nie. 
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Dane zestawu II 
 

Tab. 26. Współczynniki korelacji pomi�dzy stopniem przemiany, Y %, a zawarto�ci� wybranego 
izoenzymu P450. 
 

 1A2 2A6 2B6 2C8 2C9 2C19 2D6 2 E1 3A4/5 4A11 
y % -0,554 0,122 0,419 0,364 0,301 0,317 0,092 0,014 0,264 -0,333 

 

Analiza korelacji wzgl
dem 10 izoenzymów P450 prowadzi do wniosku, �e na 

metabolizm C-857 najsilniejszy wpływ maj� izoenzymy z podgrupy 2: CYP2B6, CYP2C8, 

ale w tym przypadku tak�e współczynniki korelacji s� niskie i nie udało si
 otrzyma� 

istotnego równania regresji (tab.26). 

� C-1748   

Dane zestawu I (10 minut inkubacji) 

 
 
Tab.27. Współczynniki korelacji pomi�dzy stopniem przemiany, Y %, a zawarto�ci� wybranych 
enzymów mikrosomalnych. 
 

 b5 P450 CPR FMO 
y % 0,320 0,530 0,117 0,391 

 

Tab. 28. Rozwi�zanie równania regresji. 

Nazwa zmiennej Współczynnik Odchylenie Istotno	
 
 
wyraz wolny 

P450 

 
76 

24 

 
9,8161 

22,4192 

 
14,5678 

0,1917 

Odchylenie standardowe zmiennej zale�nej: 6,7428 

Warto�� testu F: 5,4587 

Współczynnik determinacji: 0,2805 

Współczynnik korelacji: 0,5296 

 

Obliczone współczynniki korelacji i równanie regresji wskazuje, �e w przypadku 

C-1748 rola cytochromów P450 w metabolizmie jest wyraniejsza, ni� to okre�lono 

wcze�niej dla C-857 (tab.24 i tab.27) 

Dane zestawu II 

 
 
Tab.29. Współczynniki korelacji pomi�dzy stopniem przemiany, Y %, a zawarto�ci� wybranego 
izoenzymu P450. 
 
 1A2 2A6 2B6 2C8 2C9 2C19 2D6 2 E1 3A4/5 4A11 

y % 0,246 0,108 0,128 0,242 0,520 0,271 0,001 -0,404 0,499 0,481 
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Tab.30. Rozwi�zanie równania regresji. 
 

Nazwa zmiennej Współczynnik Odchylenie Istotno	
 
 
wyraz wolny 

CYP2C9 

CYP2A6 

CYP2E1 

CYP4A11 

 
78 

10 

-5 

-9 

3 

 
9,3909 

3,3701 

4,5153 

4,1470 

2,5428 

 
16,2226 

4,5595 

0,6089 

3,0824 

1,1100 

 

Odchylenie standardowe zmiennej zale�nej: 3,2409 

Warto�� testu F: 18,3070 

Współczynnik determinacji: 0,8694 

Współczynnik korelacji: 0,9324 

 

W powy�szym przypadku współczynniki korelacji i równanie regresji wskazuj� 

głównie na udział w metabolizmie zwi�zku C-1748 nast
puj�cych izoenzymów: CYP2C9, 

CYP3A4/5 i CYP4A11(tab. 29). 

Podsumowuj�c badania z zestawem ludzkich enzymów mikrosomalnych 

wykazałam, �e pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny wykazuj� bardzo nisk� selektywno�� 

wobec enzymów mikrosomalnych, a szczególnie wobec izoenzymów P450 zawartych 

w RPK. W przemianach zwi�zków C-857 i C-1748 istotn� rol
 odgrywaj� CYP2B6, 

CYP2C8, CYP2C9 i CYP4A11. Metabolizm zwi�zku C-1748 wykazywał wy�sz� 

selektywno�� wobec wymienionych izoenzymów, ni� pochodna C-857. 
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4.5 Biotransformacja zwi�zków C-857 i C-1748 wobec enzymów 
mikrosomalnych wyizolowanych z w�troby myszy o obni�onym 
poziomie ekspresji genu NADPH-zale�nej reduktazy cytochromu 
P450 

 

Kontynuuj�c badania nad wyja�nieniem roli izoenzymów cytochromu P450 oraz 

reduktazy z nimi współpracuj�cej w przemianach zwi�zku C-857 zbadałam przebieg 

reakcji biotransformacji tego zwi�zku wobec enzymów mikrosomalnych wyizolowanych 

z komórek w�troby myszy o prawidłowym poziomie ekspresji genu NADPH-zale�nej 

reduktazy cytochromu P450 (myszy WT) i komórek z nokautem tego genu (myszy HRN). 

Wyizolowane ze zwierz�t w�troby otrzymałam w ramach współpracy z dr Colinem 

Hendersonem z Biomedical Research Centre w Dundee, Szkocja. Myszy typu HRN 

pozbawione genu koduj�cego reduktaz
 w komórkach w�troby uzyskano w laboratorium 

Prof. Wolfa metod� in�ynierii genetycznej, za pomoc� techniki zw. „Cre/LoxP technology”, 

która pozwoliła na eliminacj
 tego enzymu tylko w komórkach w�troby [119,120]. Obecnie 

jest to jedyny dost
pny model zwierz
cy z nokautem reduktazy cytochromu P450, który 

stosuje si
 do badania roli izoenzymów cytochromu P450 w komórkach. 

 

4.5.1 Transformacja C-857  
 

Na rysunku 170 przedstawiłam i porównałam zdolno�� do biotransformacji 

pochodnej C-857 wobec enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby 

myszy dzikiego typu, (WT), czyli zawieraj�cych reduktaz
 cytochromu P450 oraz 

enzymów mikrosomalnych z nokautem genu koduj�cego ten enzym, (HRN).  
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Rys. 170. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych zwi�zku C-857 w obeno�ci frakcji 

mikrosomalnej komórek w�troby myszy typu dzikiego WT i z nokautem genu reduktazy, HRN: 
0,2 mM C-857, 2 mM NADPH, 2 mg/ml białka. 

 

Otrzymane wst
pnie wyniki bada�, wskazały, �e przemiany metaboliczne zwi�zku  

C-857 w obecno�ci mysich enzymów mikrosomalnych zachodz� wolniej w porównaniu 

z biotransformacj� wobec szczurzych i ludzkich enzymów mikrosomalnych. Natomiast 

brak reduktazy znacznie obni�ył stopie� przereagowania badanego zwi�zku, co 

przedstawiłam na rys. 171. 

 

C-857

WT 10 min

HNR 10 min

WT 30 min

HNR 30min

0

20

40

60

80

100

S
to

pi
e�

 p
rz

er
ea

go
w

an
ia

 
su

bs
tr

at
u 

[%
]

 
Rys. 171. Stopie� przereagowania zwi�zku C-857 w obecno�ci enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby myszy WT i HRN.  
 

W wyniku transformacji enzymatycznej zwi�zku C-857 wobec mysich enzymów 

mikrosomalnych powstaj� dwa główne produkty, których widma UV-VIS 

i ESI-MS s� identyczne jak widma produktów otrzymanych wcze�niej podczas 

enzymatycznych przemian tego zwi�zku wobec mieszaniny ludzkich enzymów 

mikrosomalnych oraz izoenzymów cytochromu P450. Produkty te to: N3, z dodatkowym 

pier�cieniem sze�cioczłonowym utworzonym przez dwa atomy azotu w pozycji 1 i 9 

pier�cienia akrydyny oraz 1-aminoakrydon, N7, co przedstawiłam na rysunku 172. 
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Rys. 172. Struktury chemiczne głównych produktów przemian zwi�zku C-857 powstaj�ce 
w obecno�ci mysich enzymów mikrosomalnych. 

 

4.5.2 Transformacja C-1748  
 

Przebieg reakcji biotransformacji zwi�zku C-1748 wobec enzymów 

mikrosomalnych wyizolowanych z myszy typu WT i HNR przestawiłam na rys.173. 
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Rys. 173. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych zwi�zku C-1748 w obecno�ci 

enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy WT i HRN: 
0,2 mM C-1748, 2 mM NADPH, 2 mg/ml białka. 

 

Podobnie jak C-857 zwi�zek C-1748 jest mniej podatny na przemiany 

enzymatyczne w obecno�ci mysich enzymów mikrosomalnych. Brak reduktazy 

cytochromu P450 we frakcji mikrosomalnej wpłyn
ła na obni�enie reaktywno�ci badanych 

zwi�zków, co w przypadku zwi�zku C-1748 widoczne jest szczególnie ju� po 10 minutach 

N3’ 
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trwania reakcji, natomiast w przypadku C-857 dopiero po 30 minutach inkubacji. (rys. 

174). 
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Rys. 174. Stopie� przereagowania zwi�zku C-1748 wobec mysich enzymów mikrosomalnych typu 

dzikiego WT i HRN. 
 

 

W reakcji biotransformacji zwi�zku C-1748 powstaj� dwa główne metabolity i kilka 

o bardzo niskim st
�eniu. Intensywny pik na chromatogramie reprezentuje wspólny 

produkt, charakterystyczny dla przemian zwi�zku C-1748 powstaj�cy we wszystkich 

badanych dotychczas układach modelowych. Jest to produkt z dodatkowym pier�cieniem 

sze�cioczłonowym, N3’.  
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Rys. 175. Widmo UV-VIS i struktura chemiczna produktu przemian zwi�zku C-1748, N3’, 

wspólnego dla prowadzonych przemian enzymatycznych tego zwi�zku. 
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4.5.2.1 Eliminacja zwi�zku C-1748 z organizmu myszy o normalnym, WT 
i obni�onym poziomie reduktazy P450 

 

Dzi
ki uprzejmo�ci dr Colina Hendersona w laboratorium Biomedical Research 

Centre w Dundee w Szkocji przeprowadzono analiz
 eliminacji zwi�zku C-1748 z krwi 

myszy o prawidłowym poziomie reduktazy i u myszy z nokautem genu koduj�cego ten 

enzym w komórkach w�troby, myszy HRN. Badanym zwierz
tom podano 50 mg zwi�zku 

C-1748 (Capridine 	) na kg masy ciała, po czym pobrano krew i zbadano tempo eliminacji 

badanego zwi�zku w czasie tzn. po 20, 40, 60 minutach a tak�e po 2, 4 i 6 godzinach. 

Otrzymane wyniki eliminacji zwi�zku C-1748 przedstawiono na rys. 176. 
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Rys. 176. Eliminacja zwi�zku C-1748 z krwi myszy WT i HRN, dawka zwi�zku 50mg/kg. 

 

Zwi�zek C-1748 jest bardzo szybko usuwany z krwi, jego st
�enie gwałtownie 

spada ju� po godzinie od podania dawki. Proces ten zachodzi szybciej u zwierz�t typu 

dzikiego, WT, ni� u osobników pozbawionych reduktazy cytochromu P450 w komórkach 

w�troby, HRN. Wynik ten wskazuje, �e izoenzymy cytochromu P450 w w�trobie wraz 

reduktaz� P450 s� istotne nie tylko dla aktywacji tego zwi�zku, ale równie� dla jego 

metabolizmu detoksykacyjnego, pozwalaj�cego na jego eliminacj
 z organizmu. 
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4.6 Wpływ struktury chemicznej 1-nitroakrydyn na przemiany 
metaboliczne w wybranych układach enzymatycznych 

 

Przedmiotem niniejszego etapu pracy były cztery pochodne 

9-amino-1-nitroakrydyny, których struktury przedstawiono poni�ej (rys. 177). Wszystkie te 

zwi�zki zawieraj� grup
 nitrow� w pozycji 1 oraz ła�cuch alkiloaminowy w pozycji 9 

pier�cienia akrydyny, które jak wykazano wcze�niej s� kluczowe dla aktywno�ci 

biologicznej tych zwi�zków [133]. Dwa z nich posiadaj� dodatkowo grup
 metylow� 

w pozycji 4 pier�cienia akrydyny, która ma wpływ na obni�enie toksyczno�ci ogólnej tych 

pochodnych [15]. 

N

NO2NH
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CH3

CH3
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CH3
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Ledakrin (C-283) C-857

C-450 C-1748  
Rys. 177. Struktury chemiczne pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny.  

 

Przedstawione w poprzednich rozdziałach badania przemian metabolicznych 

zwi�zku C-857 i C-1748 w obecno�ci chemicznego czynnika redukuj�cego, DTT, 

enzymów mikrosomalnych, a tak�e NADPH - zale�nej reduktazy cytochromu P450 

wykazały, �e nale��cy do nowej generacji pochodnych 1-nitroakrydyny, zwi�zek C-1748 

jest znacznie mniej reaktywny, ni� jego analog pozbawiony grupy metylowej w pozycji 4 

pier�cienia akrydyny. Uzyskane wyniki sugeruj� zatem, �e biotransformacja badanych 

zwi�zków zale�y od ich struktury chemicznej.  

Omawiane pochodne 1-nitroakrydyny mo�na podzieli� na trzy pary zwi�zków: 

♦ pochodne z ła�cuchem dimetyloaminopropyloaminowym 

Ledakrin 

C-450 

♦ pochodne z ła�cuchem hydroksyetyloaminowym 

C-857 

C-1748 
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♦ pochodne z dodatkowym podstawnikiem metylowym w pozycji 4 

C-1748  

C-450 

 

Celem prezentowanego etapu bada� jest okre�lenie wpływu struktury ła�cucha 

bocznego i obecno�ci grupy metylowej w pozycji 4 pier�cienia akrydyny na zdolno�� do 

metabolizmu tej grupy zwi�zków. Przemiany czterech wymienionych pochodnych 

9-amino-1-nitroakrydyny zbadano w obecno�ci rekombinantowych izoenzymów 

cytochromu P450 z ró�nym poziomem koekspresji reduktazy cytochromu P450 oraz 

w obecno�ci enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy. W celu 

porównania reaktywno�ci badanych zwi�zków powtórzono niektóre badania 

przeprowadzone wcze�niej, aby zachowa� identyczne warunki badanych transformacji. 

W niniejszym rozdziale prezentuj
 tylko wybrane chromatogramy. 

 

4.6.1 Biotransformacja Ledakrinu w obecno	ci izoenzymów cytochomu 
P450 z ró�nym poziomem koekspresji reduktazy cytochromu P450 

 

Reakcj
 biotransformacji ledakrinu w obecno�ci rekombinantowych izoenzymów 

cytochromu P450 prowadziłam w warunkach ustalonych wcze�niej dla pochodnej C-857 

i opisanych w cz
�ci eksperymentalnej w punkcie 5.7.5. Przebieg reakcji analizowałam 

metod� HPLC, a uzyskane chromatogramy mieszanin reakcyjnych zostały przedstawione 

na rys.178. 
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B) 
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Rys. 178. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych Ledakrinu po 20 minutach inkubacji 

w obecno�ci izoenzymów cytochromu P450 z wysokim, H i niskim, L poziomem koekspresji 
CPR; 0,2 mM ledakrin, 2 mM NADPH, 50 pmol enzymu: A ) CYP1A2; B ) CYP2C19;C) 
CYP3A4-wykres liniowy; D ) CYP3A4-wykres poziomicowy. 

 

W biotransformacji Ledakrinu uczestnicz� głównie dwa izoenzymy: CYP2C19 

i CYP3A4. CYP1A2 najsłabiej metabolizuje Ledakrin, a przebieg tego procesu w znacznie 

mniejszym stopniu zale�y od poziomu reduktazy z nim współpracuj�cej, ni� w przypadku 

dwóch pozostałych izoenzymów. 

Jak wskazuj� powy�sze chromatogramy Ledakrin, podobnie jak zwi�zek C-857 

jest znacznie bardziej podatny na przemiany metaboliczne w obecno�ci izoenzymów 

z wysokim poziomem reduktazy cytochromu P450, ni� z niskim poziomem tego enzymu. 
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W reakcji powstaj� 4 główne produkty, których najni�sze st
�enie powstaje w obecno�ci 

izoenzymu CYP1A2. Produkt CL4 nie powstaje w obecno�ci izoenzymów z niskim 

poziomem koekspresji reduktazy P450.  

Zarejestrowane i przedstawione na rys 180 widma UV-VIS produktów wraz 

z analiz� widm ESI-MS mieszaniny reakcyjnej pozwoliły stwierdzi� obecno�� trzech 

głównych produktów zidentyfikowanych we wcze�niejszych badaniach przemian 

Ledakrinu [21,22]. 
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Rys. 179. Widma UV-VIS produktów przemian Ledakrinu powstaj�cych w obecno�ci 

rekombinantowych izoenzymów cytochromu P450 z wysokim poziomem CPR. 
 

 

Nale�� do nich produkt CL3 o jonie masowym m/z = 307,0 i strukturze zawieraj�cej 

dodatkowy pier�cie� sze�cioczłonowy, produkt CL4 o jonie masowym m/z = 293,0 

i strukturze z pier�cieniem pi
cioczłonowym, a tak�e produkt CL7 o jonie m/z= 210,9, czyli 

1-aminoakrydon.  
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Rys. 180. Struktury chemiczne produktów przemian metabolicznych Ledakrinu: CL3, CL4 i CL7, 

powstaj�cych w obecno�ci rekombinantowych izoenzymów cytochromu P450. 
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Nowy produkt metabolizmu Ledakrinu powstaj�cy w tych reakcjach, 

a niepowstaj�cy w obecno�ci szczurzych enzymów mikrosomalnych to produkt CL2. 

Analiza ESI-MS tego metabolitu wykazała obecno�� jonu m/z = 341,0. Warto�� ta jest o 

16 jednostek wy�sza od masy substratu, co sugeruje obecno�� dodatkowego atomu 

tlenu. Jednak na podstawie tej informacji trudno jest zaproponowa� struktur
 chemiczn� 

dla tego produktu. Warto zaznaczy�, i� podobny metabolit powstawał tak�e podczas 

przemiany zwi�zku C-857 w obecno�ci izoenzymów cytochromu P450. 

 

4.6.2 Przemiany metaboliczne Ledakrinu w obecno	ci mysich enzymów 
mikrosomalnych o normalnej, WT i obni�onej, HRN, ekspresji genu 
NADPH – reduktazy cytochromu P450. 

 

W kolejnym etapie pracy zbadałam biotransformacj
 Ledakrinu w obecno�ci 

enzymów mikrosomalnych: wyizolowanych z komórek w�troby myszy dzikiego typu (WT) 

oraz z nokautem genu koduj�cego reduktaz
 cytochromu P450, (HNR). 

Reakcj
 biotransformacji prowadziłam w warunkach ustalonych wcze�niej dla 

zwi�zku C-857 i C-1748 (cz
�� eksperymentalna, punkt 5.7.7.3), a uzyskane 

chromatogramy przedstawiłam na rys. 180. 
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Rys. 181. Chromatograficzny obraz przemian metabolicznych Ledakrinu w obecno�ci enzymów 
mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy WT i HRN: 0,2 mM Ledakrin, 2 mM 
NADPH, 2mg/ml białka. 
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Wykazałam, wi
c �e Ledakrin jest bardziej podatny na przemiany w obecno�ci 

enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z myszy dzikiego typu (WT), ni� w obecno�ci 

enzymów wyizolowanych z komórek w�troby pozbawionych genu koduj�cego reduktaz
 

cytochromu P450, (HNR). Trzy produkty powstaj�ce w tej reakcji: NL3, NL4 i NL7 maj� 

identyczne widma UV-VIS i ESI-MS, jak produkty Ledakrinu powstaj�ce w obecno�ci 

innych enzymów metabolizuj�cych (rys. 182). Struktury chemiczne tych produktów 

przedstawiłam powy�ej na rys. 180. W obecno�ci mysich enzymów mikrosomalnych nie 

powstaje produkt CL2 natomiast pojawia si
 nowy metabolit NL1 o widmie UV-VIS 

zbli�onym do substratu.  
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Rys. 182. Widma UV-VIS Ledakrinu i jego metabolitów powstaj�cych w obecno�ci enzymów 

mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy WT i HRN. 
 

Porównuj�c przemiany Ledakrinu wobec izoenzymów cytochromu P450 

i enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy warto zauwa�y�, 

�e główny metabolit Ledakrinu, o strukturze z dodatkowym pier�cieniem 

sze�cioczłonowym nie powstaje zarówno w obecno�ci izoenzymów z niskim poziomem 

koekspresji reduktazy, jak i w obecno�ci enzymów mikrosomalnych wyizolowanych 

z komórek watroby mszy z nokautem tego białka. Mo�na wysun�� wniosek, �e utworzenie 

sze�cioczłonowego pier�cienia (CL3 = NL3 rys. 180) wymaga obecno�ci reduktazy 

cytochromu P450. 

 
 

4.6.3 Metabolizm zwi�zku C-450 w obecno	ci ludzkich rekombinantowych 
izoenzymów CYP1A2, 2C19 i CYP3A4 
 
Zwi�zek C-450 jest analogiem Ledakrinu, który zawiera dodatkow� grup
 

metylow� w pozycji 4 pier�cienia akrydyny. 
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Rys. 183. Struktury chemiczne Ledakrinu i zwi�zku C-450. 
 

Analiz
 chromatograficzn� mieszanin reakcyjnych otrzymanych po biotransformacji 

pochodnej C-450 wobec wybranych rekombinantowych izoenzymów cytochromu P450 

przedstawiłam na rysunku 185. 
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D) 
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Rys. 184. Obraz chromatograficzny przemian metabolicznych zwi�zku C-450 po 20 minutach 

inkubacji w obecno�ci izoenzymów cytochromu P450 z wysokim i niskim poziomem koekspresji 
CPR P450:0,2 mM C-450, 2 mM NADPH, 50 pmol enzymu: A ) CYP1A2; B ) CYP2C19- 
wykres liniowy, C) CY2C19-wykres poziomicowy; D ) CYP3A4. 

 

Porównuj�c przemiany zwi�zku C-450 wobec trzech wybranych izoenzymów 

wykazałam, �e inaczej, jak w przypadku Ledakrinu tylko izoenzym CYP2C19 w istotnym 

stopniu metabolizuje ten zwi�zek. W odró�nieniu od Ledakrinu w reakcji zwi�zku C-450 

katalizowanej przez izoenzymy powstaj� tylko dwa produkty: CL3’ i CL8. Zwi�zek C-450 

wydaje si
 by�, zatem bardziej selektywny wobec wybranych izoenzymów cytochromu 

P450, ni� jego analog pozbawiony grupy metylowej.  

Na podstawie analizy widm UV-VIS i ESI-MS (rys. 185) dla otrzymanych pików 

produktów CL3’ i CL8 oraz zdobytej wcze�niej wiedzy o metabolitach Ledakrinu 

przypuszczam, �e w badanych reakcjach powstaje produkt CL3’ charakterystyczny dla 

przemian 9-amino-1-nitroakrydyn, czyli posiadaj�cy dodatkowy pier�cie� sze�cioczłonowy 

utworzony przez dwa atomy azotu w pozycji 1 i 9 pier�cienia akrydyny.  

 

-0,001

0,004

0,009

0,014

0,019

0,024

0,029

250 300 350 400 450 500 550

Długo	
 fali [nm]

A
bs

or
ba

nc
ja

 [A
U

]

S
CL3'  20,3

 
Rys. 185. Widmo UV-VIS substratu i produktu przemian zwi�zku C-450 powstaj�cego wobec 

rekombinantowych izoenzymów cytochromu P450 wraz z proponowan� struktur� chemiczn� 
głównego produktu. 
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4.6.4 Przemiany metaboliczne zwi�zku C-450 w obecno	ci enzymów 
mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy WT i HRN 
 

Analiza chromatograficzna mieszaniny otrzymanej po biotransformacji pochodnej  

C-450 w obecno�ci enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy 

typu dzikiego oraz z nokautem genu koduj�cego NADPH - zale�n� reduktaz
 cytochromu 

P450 przedstawiłam na rysunku 186.  
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Rys. 186. Chromatograficzny obraz metabolizmu zwi�zku C-450 w obecno�ci enzymów 

mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy WT i HRN: 0,2 mM C-857, 2 mM 
NADPH, 2 mg/ml białka, 30 minut inkubacji. 

 

Na podstawie przedstawionych powy�ej chromatogramów mo�na stwierdzi�, �e 

brak reduktazy znacznie obni�a stopie� przereagowania substratu i st
�enie jednego 

z powstaj�cych metabolitów, NL3 natomiast st
�enie NL1 ro�nie przy braku reduktazy. Na 

podstawie porównania widm ESI-MS oraz widm UV-VIS (rys. 187) mo�na przypuszcza�, 

�e jeden z metabolitów to produkt z dodatkowym atomem tlenu, NL1’, drugi natomiast 

o czasie retencji ok. 21,7 min. to znany wcze�niej produkt z dodatkowym pier�cieniem 

sze�cioczłonowym, NL3’. Zwraca uwag
 fakt, �e metabolit NL1’ posiadaj�cy 

prawdopodobnie w cz�steczce dodatkowy atom tlenu powstaje w wysokim st
�eniu 

NL1’ 

NL3’ 
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wobec enzymów pozbawionych reduktazy P450. Natomiast podobnie jak poprzednio brak 

reduktazy we frakcji mikrosomalnej utrudnia powstawanie produktu 

z dodatkowym sze�cioczłonowym pier�cieniem, NL3. Tak, wi
c podobnie, jak w przypadku 

pary zwi�zków C-857 i C-1748 metabolizm pochodnej C-450 jest bardziej selektywny 

wobec izoenzymów P450 i reduktazy cytochromu P450, ni� jego analogu bez grupy 

metylowej. 

 

-0,02

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

250 300 350 400 450 500 550

Długo	
 fali [nm]

A
bs

or
ba

nc
ja

 [A
U

]

S
 NL1' 17,8
NL3' 21,8

 
Rys. 187. Widmo UV-VIS substratu i dwóch głównych produktów przemian zwi�zku C-450 wobec 

mieszaniny mysich enzymów mikrosomalnych WT i HRN.  
 

 

4.6.5 Podsumowanie. Rola struktury ła�cucha bocznego 
 

Dla bezpo�redniego okre�lenia wpływu struktury ła�cucha bocznego na 

biotransformacj
 pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny w obecno�ci badanych enzymów 

porównano przemiany tych zwi�zków parami w identycznych warunkach reakcji Pierwsza 

para to: Ledakrin i zwi�zek C-857 o strukturach przedstawionych na rys. 188. 
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Rys. 188. Struktury pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny. 

 
Na rys. 189 porównałam wybrane chromatogramy mieszanin reakcyjnych 

Ledakrinu i zwi�zku C-857 w obecno�ci izoenzymów cytochromu P450 natomiast na rys. 

189 w obecno�ci mysich enzymów mikrosomalnych WT i HRN. 
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A) Ledakrin 
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B) C-857 
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Rys. 189. Chromatogramy mieszanin reakcyjnych A) Ledakrinu i B) zwi�zku C-857 wobec  
CYP3A4, 0,2 mM zwi�zek, 2 mM NADPH, 50 pmoli enzymu, 20 minut reakcji.  

 

 

Porównuj�c powy�sze chromatogramy mo�na wysun�� wniosek, i� zwi�zek C-857 

jest bardziej podatny na biotransformacj
, ni� Ledakrin, szczególnie w obecno�ci 

enzymów z wysokim poziomem koekspresji reduktazy P450. W obecno�ci mysich 

enzymów mikrosomalnych relacje te s� odwrócone. Ledakrin jest bardziej reaktywny, ni� 

zwi�zek z ła�cuchem hydroksyloetyloaminowym, co przedstawia poni�szy rysunek 190. 
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A) Ledakrin 
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B) C-857 
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Rys. 190. Porównanie przemian metabolicznych A) Ledakrinu B) zwi�zku C-857 w obecno�ci 

enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy WT i HRN: 0,2 mM 
zwi�zek, 2 mM NADPH, 2 mg/ml białka. 

 

Druga para zwi�zków o ró�nym ła�cuchu bocznym to C-450 i C-1748 

i C-1748 zawieraj�ca dodatkow� grup
 metylow� w pozycji 4 pier�cienia akrydyny 

(rys. 191)  
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Rys. 191. Struktury porównywanych pochodnych 4-metylo-9-amino-1-nitroakrydyny. 

Wybrane chromatogramy mieszanin reakcyjnych tych zwi�zków w obecno�ci 

izoenzymów cytochromu P450 oraz mysich enzymów mikrosomalnych przedstawiłam na 

rysunkach 192 i 193. 
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A) C-450 
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Rys. 192. Porównanie przemian metabolicznych A) C-450 i B) zwi�zku C-1748 wobec CYP2C19, 

0,2 mM zwi�zek, 2 mM NADPH, 50 pmoli enzymu, 20  minut reakcji.  
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B) C-1748 
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Rys. 193. Porównanie przemian metabolicznych zwi�zków A)C-450 B) C-1748 w obecno�ci 

enzymów mikrosomalnych komórek w�troby myszy WT i HRN: 0,2 mM zwi�zek, 2 mM 
NADPH, 2mg/ml białka, 30 minut inkubacji. 

 

 

Spo�ród pochodnych nowej generacji zwi�zek z ła�cuchem 

dimetyloaminoetyloaminowym jest bardziej reaktywny, ni� C-1748. W przypadku przemian 

w obecno�ci izoenzymów ła�cuch hydroksyetylowy obecny w strukturze C-1748 

powoduje, �e w reakcji brak metabolitu o strukturze pier�cienia sze�cioczłonowego, CL3’. 

Natomiast podczas przemian zwi�zku katalizowanych przez enzymy mikrosomalne 

wyizolowane z komórek w�troby myszy nie powstaje produkt NL1. Czyli poza obni�eniem 

reaktywno�ci zwi�zku C-1748 wpływ ła�cucha bocznego na metabolizm badanych 

zwi�zków jest specyficzny i zale�y od zastosowanych enzymów metabolizuj�cych. 

 

 

4.6.6 Podsumowanie. Rola grupy metylowej  
 

Porównałam najpierw biotransformacj
 zwi�zków z ła�cuchem 

dimetylopropyloaminowym tj Ledakrinu i zwi�zku C-450 w obecno�ci izoenzymów 

cytochromu P450, co ilustruje rys. 194, a nast
pnie dwa zwi�zki posiadaj�ce ła�cuch 

hydroksyloetylowy. 
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Rys. 194. Chromatogramy mieszanin reakcyjnych A) Ledakrinu i B) zwi�zku C-450 wobec  
CYP2C19, 0,2 mM zwi�zek, 2 mM NADPH, 50 pmoli enzymu, 20 minut reakcji.  

 

 

 

W pierwszej parze zwi�zków obecno�� w ich strukturze chemicznej grupy 

metylowej obni�a ilo�� głównych produktów z 4 do 2. Ponadto w obu przypadkach 

obecno�� reduktazy ma bardzo istotny wpływ na powstawanie metabolitów. Znacznie 

silniej obecno�� grupy metylowej obni�a zdolno�� do metabolizmu drugiej pary zwi�zków 

C-857 i C-1748, które posiadaj� hydroksyloetyloaminowy ła�cuch boczny. 
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A) C-857 
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B) C-1748 
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Rys. 195. Chromatogramy mieszanin reakcyjnych A) zwi�zku C-857 i B) zwi�zku C1748 wobec  
CYP3A4, 0,2 mM zwi�zek, 2 mM NADPH, 50 pmoli enzymu, 20 minut reakcji.  
 

 

Mo�na, wi
c stwierdzi�, i� rola podstawnika metylowego w reaktywno�ci badanych 

pochodnych zale�y równie� od struktury ła�cucha bocznego, cho� generalnie jest to 

element struktury chemicznej hamuj�cy reaktywno��. 

 

Porównanie zdolno�ci do metabolizmu badanych zwi�zków wobec enzymów 

mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy przedstawiłam na rys. 197.  
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A) C-857 
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B) C-1748 
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Rys. 196. Chromatogramy mieszanin reakcyjnych A) Ledakrinu i B) zwi�zku C-450 C) zwi�zku 

C-857 i D) zwi�zku C-1748 wobec enzymów mikrosomalnych wyizolowanych komórek w�troby 
myszy WT i HRN, 0,2 mM zwi�zek, 2 mM NADPH, 2 mg/ml enzymu, 30 minut reakcji. 

 

 

Wykazałam, �e podobnie jak w obecno�ci izoenzymów cytochromu P450 Ledakrin 

jest bardziej reaktywny, ni� zwi�zek C-450 w obecno�ci enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby myszy. Natomiast w przypadku drugiej pary zwi�zków 

relacje te s� odwrócone.  

Na tej podstawie trudno jest, zatem wysun�� jasny wniosek na temat wpływu grupy 

metylowej na reaktywno�� badanych pochodnych w obecno�ci enzymów mikrosomalnych 

wyizolowanych z komórek w�troby myszy, co przypuszczalnie jest specyficznym efektem 

działania dla tego układu enzymatycznego. 

 

Reasumuj�c, w przypadku zwi�zków z dodatkowym podstawnikiem metylowym  

w pozycji 4 pier�cienia akrydyny powstaje znacznie mniejsza ilo�� metabolitów, ale 

o wy�szym st
�eniu, czyli zwi�zki te, chocia� mniej podatne na przemiany enzymatyczne, 

wykazuj� wy�sz� selektywno�� metabolizuj�c do wybranych metabolitów. 
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4.7 Przemiany metaboliczne pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny 
w komórkach ludzkiego nowotworu w�troby, HepG2 

 
 

Przeprowadzone dotychczas badania enzymatycznej transformacji pochodnych 

1-nitroakrydyny z zastosowaniem ró�nych układów modelowych, stosowanych 

powszechnie w tego typu badaniach tj. frakcji enzymów mikrosomalnych wyizolowanych 

z komórek w�troby szczurów i ludzi, wybranych ludzkich izoenzymów cytochromu P450 

otrzymanych na drodze rekombinacji u E coli oraz współpracuj�cej z nimi reduktazy 

cytochromu P450 pozwoliły wykaza�, �e zwi�zek C-1748 jest mniej podatny na przemiany 

enzymatyczne, ni� jego analog, pozbawiony grupy metylowej, (C-857) pochodna  

C-857, a metabolizm C-1748 prowadzi do powstania selektywnie od 1 do 3 produktów.  

W ostatnim etapie pracy zbadałam biotransformacj
 pochodnych  

9-amino-1-nitroakrydyny w jednym z miejsc ich oczekiwanego działania w terapii, 

w komórkach nowotworowych. Do bada� wybrałam komórki ludzkiego nowotworu 

w�troby, HepG2, które ze wzgl
du na obecno�� enzymów I fazy ( CYP1A, 2B6, 2C9, 2E1, 

3A4 ) i II fazy metabolizmu ( UGT, NAT, GST ) s� cz
sto stosowane w badaniach 

przemian metabolicznych wielu leków i ksenobiotyków [127,128,129]. Warto doda�, �e 

komórki Hep G2 s� przykładem komórek trudnego do terapii nowotworu w�troby. 

 

4.7.1 Badania wst�pne – cytotoksyczno	
 i opracowanie metody 
otrzymywania i izolacji metabolitów 
 

 

Badania biotransformacji pochodnych Ledakrinu oraz zwi�zków C-857 i C-1748 

w komórkach poprzedziłam okre�leniem ich aktywno�ci cytotoksycznej wobec wybranych 

komórek HepG2. Aktywno�� t� wyznaczyłam prowadz�c 72 godzinn� inkubacj
 komórek 

HepG2 ze zwi�zkiem stosuj�c metod
 opart� na zdolno�ci oksydoredukcyjnej 

mitochondriów, z wykorzystaniem barwnika MTT. Na podstawie uzyskanych wyników 

sporz�dziłam wykresy zale�no�ci zahamowania wzrostu komórek HepG2 ( % kontroli ) od 

logarytmu st
�enia, co przedstawiłam na rys. 198-200. Nast
pnie wyznaczyłam warto�ci 

EC50 dla badanych zwi�zków, czyli takie st
�enia zwi�zku, przy których proliferacja 

komórek HepG2 została zahamowana w 50%. 
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Rys. 197. Krzywa zahamowania wzrostu komórek HepG2 w wyniku 72 godzinnej inkubacji 

z Ledakrinem. Przedstawione wyniki s� �redni� z trzech niezale�nych do�wiadcze� wra 
 z odchyleniami standardowymi. 
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Rys. 198. Krzywa zahamowania wzrostu komórek HepG2 w wyniku 72 godzinnej inkubacji ze 

zwi�zkiem C-857. Przedstawione wyniki s� �redni� z dwóch niezale�nych do�wiadcze� wraz 
z odchyleniami standardowymi. 
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Rys. 199. Krzywa zahamowania wzrostu komórek HepG2 w wyniku 72 godzinnej inkubacji 

ze zwi�zkiem C-1748. Przedstawione wyniki s� �redni� z dwóch niezale�nych do�wiadcze� 
wraz z odchyleniami standardowymi. 
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W tabeli zebrałam �rednie warto�ci EC50 wraz z odchyleniami standardowym 

obliczonymi na podstawie krzywych zahamowania wzrostu komórek HepG2.  

 

Tabela 32. Parametry aktywno�ci cytotoksycznej pochodnych 1-nitroakrydyny wobec komórek 
HepG2. 
 
 Ledakrin C-857 C-1748 

EC50 

[µM] 
0,0055±0,0004 0,005±0,002 0,011±0,0003 

 

Porównuj�c uzyskan� przeze mnie warto�� EC50 dla badanych zwi�zków 

wykazałam, �e w komórkach HepG2 pochodna C-857 ma podobn� aktywno�� jak 

Ledakrin i jest 2 razy bardziej aktywna ni� zwi�zek C-1748. Badania przemian 

metabolicznych pochodnych 1-nitroakrydyny zachodz�ce w komórkach nowotworowych 

wymagały, z jednej strony okre�lenia warunków prowadzenia reakcji, czyli doboru: ilo�ci 

komórek HepG2, st
�enia zwi�zków i czasu ich inkubacji z komórkami, z drugiej za� 

strony opracowania odpowiedniej metody izolacji powstaj�cych w komórkach 

metabolitów, dzi
ki czemu mo�liwa była ich dalsza analiza za pomoc� HPLC. 

W pierwszym etapie zbadałam metabolizm Ledakrinu kieruj�c si
 jego poznan� 

wcze�niej wysok� reaktywno�ci� w stosunku do enzymów mikrosomalnych. Zwi�zek ten 

w odpowiednim st
�eniu 0,1; 1; 5 �M, które było wielokrotnie wy�sze od warto�ci EC50 

inkubowałam z 2 mln komórek HepG2 przez okres od 12, 24 i 48 godzin, a nast
pnie 

izolowałam metabolity za pomoc� dwóch metod ekstrakcji, co opisałam dokładniej 

w punkcie 5.7.8.3.: 

1. ekstrakcja za pomoc� 60% zimnego metanolu [142,143] 

2. ekstrakcja za pomoc� mieszaniny: dichlorometan-metanol CH2Cl2: CH3OH, 

w proporcjach 2:1 [144] 

Analiza chromatograficzna 17 ekstraktów komórkowych przygotowanych wg. 

podanych powy�ej metod nie wykazała obecno�ci, ani Ledakrinu, ani produktów jego 

przemian. Jedynie w jednym przypadku, po 48 godzinach inkubacji komórek HepG2 

z 5 �M roztworem Ledakrinu zaobserwowałam zmian
 barwy peletu komórek 

z bezbarwnej na �ółto-szar�, a podczas analizy HPLC jeden mało intensywny pik na 

chromatogramie.  

Wobec powy�szego zmodyfikowałam warunki inkubacji ze zwi�zkiem i ekstrakcji 

metabolitów z komórek. Zmieniłam st
�enie zwi�zku na 20 i 40 - krotnie wy�sze oraz 

skróciłam czas inkubacji komórek ze zwi�zkiem pocz�wszy od 3, 4 do 6 a nast
pnie 12 h. 

Do izolacji metabolitów z komórek zastosowałam ekstrakcj
 60% zimnym metanolem. Po 

kilku próbach wst
pnych przyj
łam przedstawione poni�ej optymalne warunki 
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prowadzenia procesu biotransformacji pochodnych 1-nitroakrydyny w komórkach HepG2 

opracowane dla obserwacji metabolitów.  

♦ 2 x106komórek hodowane na płytce Petriego 5 ml 

♦ st
�enie zwi�zku 200 �M 

♦ czas inkubacji - 3 i 4 godziny dla Ledakrinu i zwi�zku C-857 

    6 i 12 godzin dla zwi�zku C-1748 

 

4.7.2 Przemiany metaboliczne Ledakrinu  
 

Na rys. 200 przedstawiłam wybrane chromatogramy ekstraktów metanolowych 

uzyskanych z komórek HepG2 traktowanych Ledakrinem, w zale�no�ci od czasu ich 

inkubacji ze zwi�zkiem. 
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Rys. 200. Chromatogram metabolitów Ledakrinu wyizolowanych z komórek HepG2 w zale�no�ci 

od czasu inkubacji ze zwi�zkiem; A) wykres liniowy, B) 4h inkubacji-wykres poziomicowy; 0,2 
mM Ledakrin, 2x106 HepG2, * K – kontrola, komórki nie traktowane zwi�zkiem. 

 

Ledakrin bardzo szybko ulegał przemianom metabolicznym w komórkach HepG2. 

Ju� po 4 godzinach traktowania komórek zwi�zkiem zaobserwowałam w metanolowym 

ekstrakcie wysoki stopie� przereagowania substratu i wiele produktów o niskim st
�eniu. 

Stopie� przemiany zwi�zku ro�nie wraz z wydłu�aniem czasu jego inkubacji 

w komórkach, a po 12 godzinach wynosi prawie 100%. Jednocze�nie po tym czasie 

S 

S 



Omówienie wyników  
 

 184 

inkubacji zaobserwowałam jedynie �ladowe ilo�ci metabolitów, których st
�enie istotnie 

spadło w porównaniu z krótszym czasem inkubacji. Biotransformacja Ledakrinu 

w komórkach HepG2 prowadzi do powstania wielu produktów, które w wi
kszo�ci 

charakteryzuj� si
 nisk� trwało�ci�. Niezale�nie od czasu inkubacji powstaj� te same 

produkty ró�ni�ce si
 st
�eniem. Widma UV-VIS przedstawione na rys. 201 i warto�ci 

czasów retencji wskazuj�, �e co najmniej jeden z metabolitów, którego tR = 17,5 min jest 

identyczny z produktem metabolizmu Ledakrinu powstaj�cymi podczas badanych 

wcze�niej przemian enzymatycznych in vitro. 
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Rys. 201. Widma UV-VIS metabolitów Ledakrinu wyizolowanych z komórek HepG2. 
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Rys. 202. Widma UV-VIS Ledakrinu i jego metabolitu wyizolowanego z komórek HepG2 

zidentyfikowanego we wcze�niejszych badaniach enzymatycznych. 
 

Jego Widmo UV-VIS prezentowane na rys. 202 oraz wst
pne analizy ESI-MS 

(dane nieprezentowane) wskazuj�, i� jest to znany metabolit pochodnych 

9-amino-1-nitroakrydyny, który w strukturze posiada dodatkowy pier�cie� pi
cioczłonowy. 
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4.7.3 Metabolizm zwi�zku C-857 ( Capridine � ) 
 

Biotransformacj
 zwi�zku C-857 prowadziłam w identycznych warunkach,  

jak w przypadku Ledakrinu i uzyskane chromatogramy otrzymanych ekstraktów 

komórkowch przedstawiłam na rys.203. 
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Rys. 203. Chromatogram metabolitów zwi�zku C-857 wyizolowanych z komórek HepG2 

w zale�no�ci od czasu inkubacji ze zwi�zkiem; A) wykres liniowy, B) 4h inkubacji-wykres 
poziomicowy; 0,2 mM C-857, 2x106  HepG2, * K – kontrola, komórki nie traktowane 
zwi�zkiem. 

 

W badanych warunkach stopie� przereagowania zwi�zku C-857 jest nieco ni�szy, 

ni� w przypadku Ledakrinu, ale w reakcjach tych powstaje zdecydowanie wi
ksza ilo�� 

metabolitów w wy�szych st
�eniach, ni� produkty powstaj�ce podczas biotransformacji 

Ledakrinu [21,22]. Wykonane i przedstawione na rys. 204 widma UV-VIS oraz czasy 

retencji poszczególnych pików obecnych na chromatogramie wskazuj�, �e w�ród wielu 

produktów wyst
puj� tak�e metabolity charakterystyczne dla enzymatycznych przemian 

zwi�zku C-857, opisane we wcze�niejszych rozdziałach niniejszej rozprawy. Niemniej 

metabolizm w komórkach HepG2 prowadzi do powstania du�ej ilo�ci produktów 

dotychczas niezidentyfikowanych. 
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Rys. 204. Widma UV-VIS metabolitów zwi�zku C-857 wyizolowanych z komórek HepG2 
traktowanych tym zwi�zkiem. 

 

 

-0,001

0,004

0,009

0,014

0,019

0,024

0,029

0,034

0,039

250 300 350 400 450 500 550

Czas retencji [min]

A
bs

or
ba

nc
ja

  n
m

 [A
U

] 14,6

16,4

17 S

17,6

27,1

 
 
Rys. 205. Widma UV-VIS zwi�zku C-857 i kilku metabolitów wyizolowanych z komórek HepG2 

i zidentyfikowanych we wcze�niejszych badaniach. 
 

 

Wst
pna analiza widm ESI-MS (dane nieprezentowane) poszczególnych pików 

chromatograficznych oraz widm UV-VIS (rys. 204-205) wykazała obecno�� trzech 

znanych produktów. S� to: produkt ze zredukowan� grup� nitrow� do aminowej, którego 

widmo UV-VIS jest bardzo zbli�one do substratu, produkt z dodatkowym pier�cieniem 

pi
cioczłonowym oraz akrydony: 1-nitro i 1-aminoakrydon. Ostatnie z wymienionych 

metabolitów wyst
puj� jednocze�nie w jednym piku chromatograficznym. 

 

. 
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4.7.4 Przemiany zwi�zku C-1748 ( Capridine ββββ ) 
 

Poni�ej na rys. 206 przedstawiłam chromatograficzny obraz metabolitów 

metylowego analogu pochodnej C-857, zwi�zku C-1748 powstaj�cych w komórkach 

HepG2 w zale�no�ci od czasu inkubacji komórek ze zwi�zkiem. 
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Rys. 206. Chromatogram metabolitów zwi�zku C-1748 wyizolowanych z komórek HepG2 

w zale�no�ci od czasu inkubacji ze zwi�zkiem; A) wykres liniowy, B) 6h inkubacji-wykres 
poziomicowy; 0,2 mM C-1748, 2x106HepG2, * K – kontrola, komórki nie traktowane 
zwi�zkiem. 

 
Zwi�zek C-1748 jest znacznie mniej reaktywny, ni� dwie wcze�niej zbadane 

pochodne 1-nitroakrydyny. Nawet po 12 godzinach inkubacji zwi�zku w komórkach 

stopie� jego przereagowania jest niski i prowadzi do powstania pi
ciu głównych 

metabolitów: K1’, K2’, K3’, K3a’ i K4’. Zwraca uwag
 metabolit K3’, którego st
�enie 

maleje wraz z czasem trwania inkubacji, a wzrasta st
�enie s�siedniego piku K3a’. 

Natomiast st
�enie produktów K2’ i K4’ wzrastało w tym samym czasie, co sugeruje, i� 

metabolity te powstawały wolniej i nie ulegały tak szybko rozkładowi. 

Poni�ej na rys. 208 przedstawiłam widma UV-VIS poszczególnych pików 

produktów zwi�zku C-1748 obserwowanych na chromatogramie, które mo�na 

przyporz�dkowa� znanym wcze�niej produktom tego zwi�zku. 
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K4’ 
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K3a’  
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Rys. 207. Widma UV-VIS metabolitów zwi�zku C-1748 wyizolowanych z komórek HepG2 

traktowanych zwi�zkiem. 
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Rys. 208. Widma UV-VIS zwi�zku C-1748 i jego trzech metabolitów wyizolowanych z komórek 

HepG2, a zidentyfikowanych we wcze�niejszych badaniach. 
 

 

 

W komórkach HepG2 traktowanych zwi�zkiem C-1748 podobnie, jak w przypadku 

pochodnej C-857 prawdopodobnie powstaje produkt za zredukowan� grup� nitrow� do 

aminowej K1’, produkt z dodatkowym pier�cieniem sze�cioczłonowym, K2’ oraz akrydony 

K3’ i K3a’ odpowiednio 1-nitro i 1-aminoakrydon. 
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4.7.5 Obserwacje metabolitów pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny 
powstaj�cych w komórkach HepG2, przy wykorzystaniu techniki 
mikroskopii 

 

 

Przedstawione powy�ej badania wykazały, �e pochodne 1-nitroakrydyny wnikaj� 

do komórek ludzkiego nowotworu w�troby i tam ulegaj� biotransformacji tworz�c szereg 

reaktywnych metabolitów, które mog� oddziaływa� zarówno z białkami, jak 

i z DNA. 

Podczas badania biotransformacji pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny 

w komórkach HepG2 zauwa�yłam, �e ekstrakty z komórek zawieraj�ce metabolity 

badanych zwi�zków, jak i pelet komórek po inkubacji charakteryzowały si
 

zró�nicowanym zabarwieniem: pocz�wszy od szaro-fioletowej w przypadku Ledakrinu 

i zwi�zku C-857, a sko�czywszy na ró�owo-fioletowej dla zwi�zku C-1748. Ponadto 

zauwa�yłam, i� intensywno�� barwy zmieniała si
 wraz z czasem inkubacji komórek ze 

zwi�zkami. Wyniki te skłoniły mnie to do obserwacji komórek traktowanych zwi�zkiem pod 

mikroskopem. Przygotowałam, wi
c preparaty mikroskopowe komórek HepG2 po 

inkubacji z badanymi zwi�zkami. Otrzymane obrazy mikroskopowe w �wietle widzialnym 

przedstawiłam na poni�szych rysunkach (rys. 209-211). 
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Rys. 209. Obraz mikroskopowy komórek HepG2 traktowanych Ledakrinem i komórek kontrolnych 
w zale�no�ci od czasu; 200 �M Ledakrin, 2x106 komórek, mikroskop �wietlny (60X). 

 

Na otrzymanych obrazach zabarwione fragmenty cytoplazmy obserwowano ju� po 

2 i 4 godzinach inkubacji. Po 12 godzinach zabarwienie to było znacznie słabsze. 

Prawdopodobnie intensywno�� zabarwienia cytozlu jest zwiazana ze st
�eniem 

metabolitów powstaj�cych w trakcie inkubacji komórek ze zwi�zkiem. Przedstawiony na 

rys.209 obraz mikroskopowy komórek jest zgodny z analiz� chromatograficzn� ekstraktów 

komórkowych, gdzie po 12h na chromatogramach nie obserwowałam ju� metabolitów. 

Mo�na przypuszcza�, �e po dłu�szym czasie inkubacji metabolity Ledakrinu uległy 
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rozkładowi b�d zwi�zały si
 ze strukturami komórkowymi, co uniemo�liwiło ich 

ekstrakcj
. 

W kolejnym etapie pracy porównałam obrazy mikroskopowe komórek HepG2 

traktowanych zwi�zkiem C-857.  

 
kontrola 

 
C-857 1h 
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Rys. 210. Obraz mikroskopowy komórek HepG2 traktowanych zwi�zku C-857 i komórek 
kontrolnych w zale�no�ci od czasu; 200 �M C-857, 2x106 komórek, mikroskop �wietlny (60X). 

 
Mo�na zaobserwowa� na powy�szym rysunku, �e podobnie, jak w przypadku 

Ledakrinu metabolity zwi�zku C-857 s� obecne ju� po 2 godzinach inkubacji komórek ze 

zwi�zkiem i ilo�� ich wzrasta wraz z czasem inkubacji. Po 12 godzinach inkubacji 

zabarwienie cytoplazmy równie� jest słabsze. Sugeruje to obni�enie st
�enia 
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metabolitów, co jest zgodne z opisan� wcze�niej analiz� HPLC tych ekstraktów 

komórkowych (rys.203). Na przykładzie przestawionych powy�ej zdj
� preparatów 

mikroskopowych komórek (3h, 4h, 6h) wyranie wida�, i� metabolity zwi�zku C-857 

wyst
puj� na zewn�trz j�dra komórkowego. Ponadto wydaje si
, �e w przypadku zwi�zku 

C-857 metabolity zlokalizowane s� głownie wokół błony komórkowej, a nie równomiernie 

w całej komórce, jak to było w przypadku komórek traktowanych Ledakrinem. 

W ostatnim etapie bada� mikroskopowych obserwacji poddałam komórki 

nowotworowe inkubowane ze zwi�zkiem C-1748, co przedstawiłam poni�ej (rys.211). 

 
C-1748 1h 

 
C-1748 1h 

 
C-1748 3h 

 
C-1748 4h 

 
C-1748 6h 

 
C-1748 12h 

Rys. 211. Obraz mikroskopowy komórek HepG2 traktowanych zwi�zkiem C-1748 i komórek 
kontrolnych w zale�no�ci od czasu, 200 �M C-1748, 2mln komórek mikroskop �wietlny (60X). 
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Na przedstawionych powy�ej zdj
ciach mikroskopowych komórek widoczne s� 

metabolity zwi�zku C-1748 po 3 godzinach inkubacji, jednak ich st
�enie w komórkach, 

rozumiane jako intensywno�� barwy cytozolu, po tym czasie jest ni�sze, ni� w przypadku 

pozostałych pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny. St
�enie metabolitów ro�nie wraz 

z wydłu�eniem czasu inkubacji by po 12 godzinach osi�gn�� warto�� maksymaln�, co jest 

równie� skorelowane z wcze�niejszymi wynikami analizy HPLC ekstraktów komórkowych 

traktowanych zwi�zkiem C-1748. Wyniki wskazuj�, �e wysokie st
�enie metabolitów 

zwi�zku C-1748 w komórce obserwuje si
 po dłu�szym czasie inkubacji, ni� w przypadku 

dwóch wcze�niej badanych zwi�zków. 

 

Podsumowuj�c badania ostatniego etapu pracy, wykazałam, �e badane zwi�zki 

łatwo wnikaj� do komórek HepG2, gdzie s� w ró�nym stopniu metabolizowane. St
�enie 

powstaj�cych w cytoplazmie metabolitów ró�ni si
 w zale�no�ci od czasu inkubacji 

i rodzaju zwi�zku. Analiza HPLC ekstraktów komórkowych wskazuje, �e najbardziej 

reaktywny jest Ledakrin, nast
pnie zwi�zek C-857 i najsłabiej zwi�zek C-1748. Najwi
cej 

ró�norodnych metabolitów powstaje jednak w komórkach traktowanych zwi�zkiem C-857, 

co widoczne jest nie tylko w analizie HPLC ekstraktów komórkowych. Zwi�zek C-1748 

jest najmniej podatny na przemiany metaboliczne w komórkach HepG2, ale jego 

metabolity osi�gaj� najwy�sze st
�enie i s� najbardziej trwałe spo�ród wszystkich 

metabolitów badanych pochodnych 1-nitroakrydyny powstaj�cych w komórkach ludzkiego 

nowotworu w�troby, HepG2.  
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5. CZ��� EKSPERYMENTALNA 
 

5.1 Badane zwi�zki 
 

Badane zwi�zki to pochodne 9-amino-1-nitroakrydyny, które zostały 
zsyntetyzowane w Katedrze Technologii Leków i Biochemii w dwóch zespołach 
naukowych Profesora Andrzeja. Ledóchowskiego (Ledakrin, zwi�zek C-450 zwi�zek 
C-857) i póniej Profesora Jerzego Konopy (C-1748). 

 

Tabela 33. Badane zwi�zki 
� Ledakrin  Dichlorowodorek 9-(3’-dimetyloaminopropyloamino-1-nitroakrydyny 

N

NO2NHN
CH3

CH3

x 2 HCl

 

� C-857 

(Capridine �) 

Monochlorowodorek 9-(2’-hydroksyetyloamino)-1-nitroakrydyny 

N

NO2NH
OH

x HCl

 

� C-450 Dichlorowodorek 

9-(3’-dimetyloaminopropyloamino)-4-metylo-1-nitroakrydyny 

N

NO2NH

CH3

N
CH3

CH3

x 2 HCl

 
 

C-1748C 

(Capridine 	) 

Monochlorowodorek 

9-(2’-hydroksyetyloamino)-4-metylo-1-nitroakrydyny 

N

NO2NH

CH3

OH

x HCl
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5.2 Odczynniki chemiczne i kofaktory 
 
Tabela 34. Odczynniki chemiczne i kofaktory. 
� alkohol etylowy i metylowy  

CH3OH i C2H5OH 
ChemPur, Piekary �l�skie, Polska 

� alkohol metylowy, czysto�� HPLC 
CH3OH 

LAB-SCAN Analytical Sciences, 
Dublin, Irlandia 

� antybiotyki: 
       Streptomycyna 
       Penicylina G  

Serva, Heidelberg, Niemcy 

� bromek 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-
dofenylotetrazolowy, MTT 

Sigma Chemical Co., USA 

� chlorek magnezu 
       MgCl2×6H2O  

Sigma Chemical Co., USA 

� chlorek potasu 
       KCl 

Sigma Chemical Co., USA 

� dimetylosulfotlenek (DMSO) Sigma Chemicals Co, USA 
� 	-fosforan dinukleotydu 

nikotynoamidoadeninowego  
       (	-NADPH) 

Sigma Chemicals Co, USA 

� fosforan 1-zasadowy potasu 
      KH2PO4 

Polskie Odczynniki Chemiczne S.A., 
Polska 

� fosforan 2-zasadowy potasu 
       K2HPO4 

Polskie Odczynniki Chemiczne S.A., 
Polska 

� fosforan 2-zasadowy sodu 
� Na2HPO4×12H2O 

FLUKA Biochemika, Niemcy 

� kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA)-sól 
trójsodowa, Na3 

Sigma Chemical Co., USA 

� kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA)-sól 
dwusodowa, Na2 

Sigma Chemical Co., USA 

� kwas mrówkowy, czysto�� HPLC 
      HCOOH 

LAB-SCAN Analytical Sciences, 
Dublin, Irlandia 

� mrówczan amonu, czysto�� HPLC 
     HCOONH4 

AnalaR BDH Laboratory Supplies, 
Anglia 

� odczynnik Bradford Bio-Rad Niemcy 
� sacharoza Polfa, Kraków, Polska 
� Tris-HCl Sigma Chemical Co., USA 
� wodorow
glan sodu 
     NaHCO3 

Sigma Chemical Co., USA 

� woda redestylowana (R 18 M�) NANOPUR, Ultrapure Water System, 
LABO-PLUS, Warszawa 

5.3 Enzymy 
 
� Frakcja enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z w�troby szczurów o st
�eniu 

20 mg/ml, TEBU-BIO, Francja: 

Rat Liver Microsomes, R 1000. 

� Frakcja szczurzych enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek watroby 
po indukcji ró�nymi czynnikami: 20 mg/ml, TEBU-BIO, Francja. 

1. Rat Liver Microsomes, 3-methylcholanthrene – treated; R 1084. 
2. Rat Liver Microsomes, Phenobarbital – treated; R 1078. 
3. Rat Liver Microsomes, Clofibric acid – treated; R 1063. 
4. Rat Liver Microsomes, Dexamethasone – treated; R 1093. 
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� Frakcje ludzkich enzymów mikrosomalnych, 20 mg/ml, TEBU-BIO, Francja. 
Human liver microsomes – H1060. 

� Rekombinantowa ludzka NADPH – zale�na reduktaza cytochromu P450, CPR, 
EC1.6.2.4. – otrzymana dzi
ki uprzejmo�ci prof. R. C. Wolfa w ramach współpracy 
z Biomedical Research Centre, Dundee, Szkocja. 

� Inne enzymy rekombinantowe – TEBU-BIO-Francja 

 
Tabela 35. Rekombinantowe izoenzymy cytochromu P450. 

Nr Rodzaj izoenzymu st
�enie białka 
1 
2 
3 

Human CYP1A2R Bactosomes, CYP012 
Human CYP2C19R Bactosomes, CYP008 
Human CYP3A4R Bactosomes, CYP002 

2100 pmol/ml 
980 pmol/ml 
1440 pmol/ml 

4 
5 
6 

Human CYP1A2LR Bactosomes, CYP012 
Human CYP2C19LR Bactosomes, CYP025 
Human CYP3A4LR Bactosomes, CYP010 

1640 pmol/ml 
1420 pmol/ml 
1120 pmol/ml 

 
� Reaction phenotyping Kit, wersja 6, patent No. 5,478,723: 
 
Tabela.43. Próbki enzymów zawarte w Reaction Phenotyping Kit. 

1 
2 
3 
4 

H0017 
H0023 
H0026 
H0028 

5 
6 
7 
8 

H0032 
H0036 
H0041 
H0068 

9 
10 
11 
12 

H0070 
H0071 
H0093 
H0113 

13 
14 
15 
16 

H0122 
H0133 
H0162 
H0191 

17 Mixed Gender, H0610 

 

� Frakcje enzymów mikrosomalnych wyizolowane z komórek w�troby myszy  

Mysie w�troby otrzymano w ramach współpracy z Biomedical Research Centra 
z zespołem dr Colina Hendersona w Dundee, Szkocja. 
Procedura izolacji frakcji mikrosomalnej z komórek w�troby myszy oraz metoda 
oznaczenia st
�enia wyizolowanego białka została opisana w punkcie 5.7.7.2. 
St
�enie wyizolowanych frakcji białek mikrosomalnych podano w tabeli 44: 
 
Tabela. 36. St��enia enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy typu WT 
 i HRN. 

Typ frakcji mikrosomalne wyizolowanej z 

komórek w�troby myszy 

St��enie 

białka 

1. typ dziki, WT(wild-type) 11 mg/ml  

2. NADPH-reductase null, HRN 20 mg/ml 

 
� Enzym stosowany w hodowli komórek ludzkiego nowotworu w�troby: Hep G2 

Trypsyna – TRIPSIN-EDTA SOLUTION (10x) – Sigma Chemicals Co, USA 
 

5.4 Komórki ludzkiej linii nowotworu w�troby hepatoma, HepG2 
 
� Linia komórkowa 
 
Komórki otrzymano za zgod� dr A.I. Cederbauma z Departament of Pharmacology and 
Biological Chemistry, Mount Sinai Medical Center, New York, USA, za po�rednictwem 
dr hab. A. Hołowni z Akademii Medycznej w Białymstoku. 
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� Odczynniki do hodowli komórek HepG2 
 

1. Po�ywka MEM (Minimum Essential Medium) firmy Gibco (Szkocja, Anglia) 
z dodatkiem:  
- 10% płodowej surowicy bydl
cej (FBS) (Gibco, Szkocja, Anglia) inaktywowanej 

termicznie w 56oC przez 30 minut,  
- antybiotyków:  

Streptomycyny (100 mg / l po�ywki)  
Penicyliny G (100 000 j / l po�ywki) 

2. PBS, pH = 7,2 
685 mM NaCl, 7 mM KH2PO4, 40 mM Na2HPO4, 13 mM KCl, 
 

5.5 Roztwory buforowe 
 
Tabela 37. Roztwory buforowe stosowane w badaniach. 

Skład roztworu Skrót 
� roztwór do analizy HPLC - mrówczan amonu (pH 3,4)- 

3,15 g HCOONH4 rozpuszczono w 1000 ml wody,  
warto�� pH otrzymana poprzez dodanie HCOOH  

RHPLC 

� roztwór Tris-HCl do chemicznej redukcji 9-amino-1-nitroakrydyn w obecno�ci 
DTT, (pH 7,4) 

1,93 g Tris-zasady rozpuszczono w 100 ml wody,  
pH otrzymane poprzez dodanie HCl  

Tris-HCL 

� roztwór fosforanu sodowego stosowany do inkubacji z frakcj� enzymów 
mikrosomalnych (pH 7,4) 

100 mM Na2HPO4 x 7 H2O [1,78 g / 100 ml H2O]  
2 mM EDTA (Na3) [0,0716g / 100 ml roztworu] 
zmieszano z roztworem chlorku magnezu w stosunku 1:1 (v/v) 
6 mM MgCl2 x 6 H2O [0,122 g / 100 ml H2O]  

RM 

� roztwór fosforanu potasowego stosowany do inkubacji z NADPH - zale�n� 
reduktaz� cytochromu P450, CPR (pH 7,4) 

100 mM K2HPO4 i 100 mM KH2PO4 zmieszano w stosunku 1:1 (v/v) 

RCPR 

� roztwór do inkubacji z rekombinantowymi izoenzymami cytochromu P450 
(pH 7,4) 

0,303 g Tris-HCl, 0,00448 g EDTA (Na3) i 4,279 g sacharozy 
rozpuszczono w 50 ml wody 

RCYP 

� roztwóry do izolacji frakcji mikrosomalnej z komórek w�troby myszy typu WT 
i HRN 

Roztwór A  

0,1 M KH2PO4 [1,3 g /100ml],  
0,1 M K2HPO4 [1,74 g / 100ml] 
Roztwór K2HPO4 miareczkowany roztworem KH2PO4 do otrzymania 
pH 7,4 

Roztwór B : 

roztwór A rozcie�czony do obj
to�ci 1 l i dodane nast
puj�ce odczynniki: 
0,1 mM EDTA X 2 H20 (Na2) [0,037 g / 1l] 
1,15% KCl [0,0115 g / 1 l] 

Roztwór C 

0,25 M roztwór sacharozy rozpuszczony w roztworze B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



Cz��� eksperymentalna 
 

 198 

5.6 Aparatura 
 
Tabela 38. Stosowana aparatura. 
 � Aparat do chromatografii na mini kolumnach -  

VS SPE 
Supelco, USA 

 � Chromatograf HPLC 996 
-In�ektor, Rheodyne 7725i; 
-Detetektor wielodiodowy 996; 
-System kontrolny 600E 

Waters Co., USA: 

 � Chromatograf HPLC “Breeze” 
-Binary HPLC Pump, 1525; 
-In�ektor, Rheodyne 7725i; 

-Dual χ Absorbance Detector, 2487 

Waters Co., USA 

 � Chromatograf HPLC sprz
�ony ze 
spektrometrem mas LC/MSD 1100 

Agilent Technologies, USA 

 � Chromatograf Prominence LC-20, 
sprz
�ony z tandemowym spektrometrem mas 4000 
Q TRAP 
- ródło jonów – electrospray (TurboIonSpray) 
- analizator - potrójny kwadrupol/liniowa pułapka 

jonowa 

Shimadzu Co., Japonia 
 
Applied Biosystem, USA 

 � Chromatograf sprz
�ony z analizatorem masy 
cz�steczkowej zwi�zków HR Mariner 

Perseptive Biosystems, 
USA 

 � Cytowirówka „Cytofuge 2” Iris International Inc., USA 

 � Homogenizator  Weaton, USA 

 � Kolumny i prekolumny chromatograficzne typu 
faz odwróconych, Suplex pKb-100 

-analityczna, 25 X 0,46 cm 
-preparatywna, 25 X 1cm 
-prekolumna 2 cm 

Supelco, USA 
 

 � Kolumna szklana wypełniona zło�em do faz 
odwróconych typu Lichroprep TMRP-18 ( 40-63 
mikr ) Nr A1704 

Sigma Chemical Co., USA 

 � Inkubator do hodowli komórek z CO2 NUAIRE  Nuaire Inc., USA 

 � Liofilizator, Labconco Freeze Dry System 
      Lyph Lock 45 

Labconco Co. USA 

 � Licznik komórek, Coulter, Beckman Z1 Beckman Coulter, Inc., 
USA 

 � Łania wodna – FisherBrand, typ FBH 600,  Lauda, Niemcy 
 

 � Łania ultradwi
kowa-Bandelin Sonorex, RK52, 
Hf-35 k Hz, P 80-120 W 

Bandelin Eletronic, Niemcy 

 � Mikroskop fluorescencyjny Olympus BX60 Olympus America Inc., 
USA 

 � Mininikolumny SUPELCLEAN LC-18, 6 ml,  Supelco, USA 

 � pH-metr ORION, model 710A,  Orion, USA 

 � Spektrofotometr Cary Bio 300  Cary Bio, USA 

 � Spektrofotometr Thermo Spectronic, USA 

 � Spektrometr rezonansu j�drowego NMR Varian 
Unity Plus 500 MHz 

Varian Inc., USA 

 � Termoblok TB 941U W J Electronic, Polska 
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 � Waga analityczna WA 35, typ PRL TA14 Kern&Sohn GmbH, 
Niemcy 

 � Wirówka MiniSpin Eppendorf, Niemcy 

 � Wirówka CENTRIFUGE 5810  Eppendorf, Niemcy 

 � Wirówka XL-70 Ultracenrifuge,  
- rotor NVTi65, Beckman 

Beckman Inc., USA 

 � Wyci�g laminarny  
Labgard Class II laminar flow 
Biological Safety Gabinet 
Model Nu-425-300E/400E/600E 
           Nu 425-300G-400G/600G 
 

Nuaire Inc., USA 

 

5.7 Procedury 
 

5.7.1 Metabolizm pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny w obecno	ci 
enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby 
szczurów o ró�nej ekspresji izoenzymów cytochromu P450 

 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór wyj�ciowy zwi�zków: C-857 i C-1748, 100 mM [0,32 mg C-857, 0,33 mg 
C-1748 rozpuszczone w 10 �l DMSO] i rozcie�czony w wodzie redestylowanej 1:50, 
ko�cowe st
�enie zwi�zków 2 mM  

� Roztwór Ledakrinu o st
�eniu 10 mM [0,4 mg / 100 �l H2O] 
� Frakcja enzymów mikrosomalnych o st
�eniu 20 mg/ml 
� Frakcje enzymów mikrosomalnych o podwy�szonej ekspresji rodzin cytochromu P450: 

CYP1A, CYP2B, CYP3A, CYP4A 
� NADPH o st
�eniu 20 mM [16,66 mg NADPH / 1 ml roztworu buforowego, RM] 
� Roztwór buforowy, RM 
� Roztwór buforowy, RHPLC 

Mieszanina reakcyjna 

Reakcje w obecno�ci enzymów mikrosomalnych prowadzono w nast
puj�cym roztworze 
(st
�enia ko�cowe podano w nawiasach): 

Inkubacja ze zwi�zkiem C-857 i C-1748 

� 7 �l roztworu zwi�zku o st
�eniu 2 mM w roztworze fosforanowym RM (0,2 mM) 
� 7 �l NADPH o st
�eniu 20 mM, (2 mM) 
� 7 �l enzymów mikrosomalnych o st
�eniu 20 mg/ml, (2 mg/ml) 
� 49 �l roztworu MR  

Inkubacja z Ledakrinem 

� 7 �l roztworu zwi�zku o st
�eniu 10 mM w buforze fosforanowym, MR (1 mM) 
� 28 �l NADPH o st
�eniu 10 mM, (4 mM) 
� 7 �l enzymów mikrosomalnych o st
�eniu 20 mg/ml lub 

14 �l enzymów mikrosomalnych o st
�eniu 10 mg/ml (2 mg/ml) 
� 28 �l lub odpowiednio 14 �l roztworu buforowego MR 
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Przebieg do	wiadczenia 

Rozmro�one w temperaturze pokojowej enzymy mikrosomalne wprowadzono do roztworu 
o pH 7,4 i po lekkim wytrz�saniu (Vorteks) preinkubowano przez 5 minut w temperaturze 
37˚C w łani wodnej. Nast
pnie dodawano odpowiedni� ilo�� zwi�zku i NADPH. Po 
upływie okre�lonego czasu inkubacji w temperaturze 37˚C przebieg reakcji zahamowano 
dodaj�c do mieszaniny 70 �l schłodzonego metanolu. Po 10 minutach chłodzenia w łani 
z lodem roztwór wirowano przez 15 minut, przy 12 tys. obr./min. Supernatant nanoszono 
w ilo�ci 50 �l na kolumn
 Suplex pKb-100. Analiz
 chromatograficzn� prowadzono 
w układzie gradientowym przedstawionym poni�ej. Mieszanin
 analizowano natychmiast 
po wymieszaniu reagentów oraz w ró�nych odst
pach czasu. 

Analiza HPLC 

� Aparat 

1. Chromatograf HPLC 996 
2. Chromatograf HPLC „Breeze” 
3. Kolumna analityczna i prekolumna 

� Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC 

Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC mieszaniny reakcyjnej po inkubacji 
ze zwi�zkami podano w tabeli 47. Ledakrin i zwi�zek C-857 - układ gradientowy nr 1 oraz 
zwi�zek C-1748 - układ gradientowy nr 2). 

 
Tabela 39. Zmiany składu fazy ruchomej podczas przemian pochodnych 1-nitroakrydyny 
w obecno�ci enzymów mikrosomalnych. 

UKŁAD GRADIENTOWY NR 1 UKŁAD GRADIENTOWY NR 2 

Skład fazy ruchomej w % Skład fazy ruchomej w % 
Czas 
(min) Metanol 

Mrówczan 
amonu 
pH~3 

Gradient 
zmian 

Czas 
(min) Metano

l 

Mrówcza
n amonu 

pH~3 

Gradient 
zmian 

0 

25 

35 

50 

15 

95 

15 

15 

85 

5 

85 

85 

- 

6 

6 

10 

0 

25 

35 

50 

20 

95 

20 

20 

80 

5 

80 

80 

- 

6 

6 

10 

 

Detekcja pików w analizie HPLC 

Widma UV-VIS poszczególnych pików produktów rejestrowano za pomoc� chromatografu 
996 z wielodiodowym detektorem UV-VIS, co pozwoliło na wst
pn� charakterystyk
 
powstaj�cych w reakcjach metabolitów. 
Analiz
 HPLC-ESI-MS przeprowadzono w Laboratorium Chromatografii Cieczowej 
Katedry Chemii Analitycznej PG pod kierunkiem dr A. Kot-Wasik. Widma MS 
zarejestrowano na chromatografie HPLC sprz
�onym ze spektrometrem mas LC/MSD 
1100 (Agilent), co pozwoliło na wykonanie widm MS podczas analizy HPLC dla ka�dego 
piku chromatograficznego otrzymanego bezpo�rednio z mieszaniny reakcyjnej.  
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5.7.2 Redukcja chemiczna zwi�zków C-857 i C-1748 w obecno	ci 
ditiotreitolu, DTT 

 

5.7.2.1 Analiza chromatograficzna w skali analitycznej 
 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniu 100 mM [odpowiednio 0,32; 0,33 mg 
zwi�zku / 10 �l DMSO], rozcie�czony w wodzie 1:10, ko�cowe st
�enie zwi�zków 
10 mM 

� DTT o st
�eniu 20 mM [3,086 mg / 1ml roztworu Tris-HCl 
� Roztwór buforowy Tris-HCl 
� Roztwór buforowy, RHPLC 
� Metanol czysto�� HPLC 
 

Mieszanina reakcyjna 

Reakcje w obecno�ci DTT prowadzono w nast
puj�cym roztworze (st
�enia ko�cowe 
podano w nawiasach): 
� 10 �l roztworu zwi�zku o st
�eniu 10 mM w wodzie (0,1 mM) 
� 100 �l roztworu DTT w roztworze Tris-HCl (2 mM) 
� 890 �l roztworu buforowego Tris-HCl 

Przebieg do	wiadczenia 

Mieszanin
 reakcyjn� inkubowano w temperaturze 37°C w urz�dzeniu „termoblok” i po 
upływie okre�lonego czasu inkubacji 50 �l mieszaniny reakcyjnej nanoszono na kolumn
 
analityczn� i rejestrowano chromatogram. 

Analiza HPLC 

� Aparatura 

1. Chromatograf HPLC 996 
2. Kolumna analityczna i prekolumna 
3. Termoblok 

� Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC 

Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC mieszaniny reakcyjnej po inkubacji 
ze zwi�zkami: C-857 i C-1748 przedstawiono w tabeli (układ gradientowy nr 3). 

 

Tabela 40. Zmiany składu fazy ruchomej podczas przemian pochodnych 1-nitroakrydyny 
w obecno�ci DTT. 

UKŁAD GRADIENTOWY NR 3 

Skład fazy ruchomej w % 
Czas 
(min) Metanol Mrówczan 

amonu pH~3 
Krzywa 
zmian 

0 

30 

45 

50 

20 

95 

20 

20 

80 

5 

80 

80 

- 

6 

6 

10 
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5.7.2.2 Analiza chromatograficzna półpreparatywna i izolacja głównych produktów 
redukcji zwi�zków C-857 i C-1748 

 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniu 100 mM [odpowiednio 0,32; 0,33 mg 
zwi�zku / 10 �l DMSO] rozcie�czony w wodzie 1:10, ko�cowe st
�enie zwi�zków 
10 mM 

� DTT o st
�eniu 200 mM [3,086 mg / 100 �l roztworu Tris-HCl] 
� Roztwór buforowy Tris-HCl 
� Roztwór buforowy RHPLC 
� Metanol czysto�� HPLC 

Mieszanina reakcyjna 

Reakcje w obecno�ci DTT prowadzono w nast
puj�cym roztworze (st
�enia ko�cowe 
podano w nawiasach): 
� 100 �l roztworu zwi�zku o st
�eniu 10 mM w wodzie (1 mM) 
� 100 �l roztworu DTT w roztworze Tris-HCl (20 mM) 
� 800 �l roztworu Tris-HCl 

Przebieg do	wiadczenia 

Mieszanin
 reakcyjn� inkubowano w temperaturze 37°C w urz�dzeniu „termoblok” i po 
upływie okre�lonego czasu inkubacji nanoszono 500 �l mieszaniny reakcyjnej na kolumn
 
preparatywn�. Analiz
 prowadzono w układzie gradientowym nr 4, zbieraj�c jednocze�nie 
poszczególne frakcje pików chromatograficznych z kolumny HPLC. Zebrane frakcje HPLC 
odparowano, zmniejszaj�c obj
to�� próbki 2-krotnie, a nast
pnie poddano analizie 
ESI-MS, MS/MS i HR-MS. 

Analiza HPLC 

� Aparatura 

1. Chromatograf HPLC 996 
2. Kolumna preparatywna i prekolumna 
3. Termoblok 

� Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC 

Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC mieszaniny reakcyjnej po inkubacji 
ze zwi�zkami: C-857 i C-1748 – układ gradientowy nr 4. 

 

Tabela 41. Zmiany składu fazy ruchomej podczas przemian pochodnych 1-nitroakrydyny 
w obecno�ci DTT w skali półpreparatywnej. 

UKŁAD GRADIENTOWY NR 4 

Skład fazy ruchomej w % 
Czas 
(min) Metanol Mrówczan 

amonu pH~3 
Krzywa 
zmian 

 

10 

35 

45 

55 

60 

30 

80 

95 

95 

30 

30 

70 

20 

5 

5 

70 

70 

- 

6 

6 

6 

6 

10 
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5.7.2.2.1 Analiza wyizolowanych frakcji HPLC metodami spektrometrii mas 
 
Analiza ESI-MS 

Przed analiz� ESI-MS próbki rozcie�czono 2-krotnie roztworem CH3OH, a nast
pnie 
nastrzykni
to 100 �l próbki bezpo�rednio do komory jonizacyjnej. Podczas analizy 
ESI-MS otrzymujemy jony masowe dodatnie lub ujemne w zale�no�ci od struktur 
analizowanych zwi�zków. S� to jony masowe [M+1], [M+2],cz
sto [M+NH4+]. 
Analizy ESI-MS przeprowadzono w Laboratorium Chromatografii Cieczowej Katedry 
Chemii analitycznej PG pod kierunkiem Pani dr in�. Agaty Kot-Wasik (Chromatograf 
HPLC sprz
�ony ze spektrometrem mas LC/MSD 1100). 

Analiza MS/MS (spektrometria tandemowa) 

Podobnie jak w przypadku analizy ESI-MS do analizy MS/MS zastosowano próbki 
rozcie�czone 5-krotnie metanolem i otrzymano widma fragmentacyjne badanych 
produktów. Badania te przeprowadzono w ramach współpracy z zespołem Prof. Witolda 
Danikiewicza w Laboratorium Spektrometrii Mas Instytutu Chemii Organicznej PAN 
w Warszawie. 

 

Analiza wysokorozdzielczej spektrometrii mass, HR-MS (High Resolution Mass 
Spectrometry) 

Wzór sumaryczny analizowanej substancji obliczano na podstawie wyniku pomiaru masy 
cz�steczkowej powstaj�cych jonów z dokładno�ci� do 5 miejsc znacz�cych. Uzyskany 
wynik porównano z mas� ustalon� na podstawie tablic Beynon i Williams dost
pnych 
w oprogramowaniu chromatografu typu sprz
�onego z analizatorem masy cz�steczkowej, 
HR Mariner. Warto�� ró�nicy mi
dzy warto�ci� zmierzon� i obliczon� mieszcz�ca si
 
w dopuszczalnym zakresie bł
du oznaczenia (±10 ppm) pozwoliła przyj�� uzyskany wynik 
analizy za poprawny. Badania te przeprowadzono w ramach współpracy z zespołem Prof. 
Witolda Danikiewicza w Laboratorium Spektrometrii Mas Instytutu Chemii Organicznej 
PAN w Warszawie. 

5.7.2.2.2 Izolacja produktu i analiza NMR 
 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857 o st
�eniu 100 mM [0,32 mg zwi�zku / 10 �l DMSO] 
rozcie�czony w wodzie 1:10, ko�cowe st
�enie zwi�zków 10 mM 

� DTT o st
�eniu 200 mM [3,086 mg / 100 �l roztworu Tris-HCl] 
� Roztwór Tris-HCl (0,16 M) 
� Roztwór buforowy, RHPLC 
� Metanol, czysto�� HPLC 

Mieszanina reakcyjna 

Reakcje w obecno�ci DTT prowadzono w roztworze (st
�enia ko�cowe podano 
w nawiasach): 
� 1 ml roztworu zwi�zku o st
�eniu 10 mM w roztworze Tris-HCl (1 mM) 
� 1ml roztworu DTT o st
�eniu 200 mM w roztworze Tris-HCl (20 mM) 
� 8ml rotworu Tris-HCl 

Przebieg do	wiadczenia 

W celu podziału produktów reakcji zastosowałam chromatografi
 cieczow� w układzie faz 
odwróconych. Faz
 stacjonarn� stanowił �el typu C-18, na który nanosiłam nast
puj�ce 
roztwory w podanej kolejno�ci:  

1. 10 ml roztworu CH3OH  
2. 10 ml roztworu zawieraj�cego (CH3OH 15% i HCOONH4 85%) 
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3. 10 ml roztworu mieszaniny reakcyjnej 
4. 2x10 ml wody redestylowanej 
5. 5 ml roztworu zawieraj�cego CH3OH 70% i HCOONH4 30% 
6. 5 ml roztworu zawieraj�cego CH3OH 75% i HCOONH4 25%  

Rozdzielone produkty redukcji zwi�zku C-857 zbierano z kolumny i analizowano ich 
czysto�� metod� HPLC nanosz�c 50 �l roztworu na kolumn
 analityczn�, stosuj�c układ 
gradientowy nr 3. Nast
pnie wybrano frakcje, które poddano analizie NMR. W tym celu 
odparowano je do sucha, zamro�ono i poddano liofilizacji, a nast
pnie rozpuszczono 
w DMSO. Analiz
 NMR, w tym tak�e widmo H1 NMR i eksperymenty NOESY wykonano 
pod kierunkiem Pana dr in�. Pawła Sowi�skiego przy u�yciu spektrometru rezonansu 
j�drowego NMR, Varian Unity Plus 500 MHz w Mi
dzyuczelnianym Laboratorium 
Magnetycznego Rezonansu J�drowego AMG, PG, UG. Prowadz�c interpretacj
 widm 
korzystałam z konsultacji z Panem dr in�. Pawłem Sowi�skim. 

 
� Aparatura 

1. Chromatograf HPLC 996 
2. Kolumna analityczna i prekolumna 
3. Kolumna szklana wypełniona zło�em do faz odwróconych typu Lichroprep TMRP-

18. 
4. Liofilizator, Labconco Freeze dry system, Lyph lock 45 
5. Termoblok 
6. Spektrometr rezonansu j�drowego NMR Varian Unity Plus 500 MHz 
 

5.7.2.3 Barwny produkt przemian zwi�zku C-857 
 

5.7.2.3.1 Analiza chromatograficzna 
 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857 o st
�eniu 100 mM [0,32 mg zwi�zku / 10 �l DMSO] 
rozcie�czony w wodzie 1:10, ko�cowe st
�enie zwi�zków 10 mM 

� DTT o st
�eniu 200 mM [3,086 mg / 100 �l roztworu Tris-HCl] 
� Roztwór buforowy Tris-HCl 
� Roztwór buforowy RHPLC 
� Metanol, czysto�� HPLC 
� DMSO 
� Chlorek metylenu 
� Chloroform 
Mieszanina reakcyjna została przygotowana identyczne jak w punkcie 5.7.2.1. 

Przebieg do	wiadczenia 

Mieszanin
 reakcyjn� inkubowano w temperaturze 37°C w urz�dzeniu „termoblok” przez 
20 minut a nast
pnie wirowano przez 20 minut, przy 12 tys. obr./min. Uzyskany osad 
wysuszono w strumieniu powietrza, a nast
pnie rozpuszczono w 100 µl roztworu 
zawieraj�cego metanol:chloroform (2:1). Otrzymany roztwór w obj
to�ci 50 µl 
nastrzykni
to na kolumn
 analityczn� i analizowano w układzie gradientowym nr. 3. 
Wy�ej opisan� procedur
 powtórzono dwukrotnie stosuj�c dwa inne rozpuszczalniki: 
a) roztwór DMSO b) roztwór metanolu i chlorku metylenu w proporcjach: 2:1. 

Analiza HPLC 

� Aparatura 

1. Chromatograf HPLC 996 
2. Kolumna analityczna i prekolumna 
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3. Łania wodna 
4. Aparat do chromatografii na mini kolumnach –VS SPE  
5. Mininikolumny 

� Zmiany składu fazy ruchomej 

Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC mieszaniny reakcyjnej po inkubacji 
ze zwi�zkiem C-857 – układ gradientowy nr 3. 

Identyfikacja produktu o barwie szaro-fioletowej 
Wykonano analiz
 widm UV-VIS i MS trzech porcji osadu rozpuszczonych w 200 µl 
nast
puj�cych roztworów: a) DMSO, b) MeOH, CH2Cl2 2:1, c) CHCl3: MeOH 1:2 
i rozcie�czonych metanolem do obj
to�ci 500 µl. Analiz
 MS przeprowadzono 
w Laboratorium Chromatografii Cieczowej Katedry Chemii analitycznej PG pod 
kierunkiem Pani dr in�. Agaty Kot-Wasik (Chromatograf HPLC sprz
�ony ze 
spektrometrem mas LC/MSD 1100)  
 

5.7.2.3.2 Analiza spektrofotometryczna 
 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857 o st
�eniu 100 mM [0,32 mg zwi�zku / 10 �l DMSO] 
rozcie�czony w wodzie 1:10, ko�cowe st
�enie zwi�zków 10 mM 

� DTT o st
�eniu 200 mM [3,086 mg / 100 �l roztworu Tris-HCl] 
� Roztwór buforowy Tris-HCl 
� Roztwór buforowy RHPLC 
� Metanol, czysto�� HPLC 
� Chlorek metylenu 
Mieszanina reakcyjna została przygotowana identyczne jak w punkcie 5.7.2.1. 

Przebieg do	wiadczenia 
Mieszanin
 reakcyjn� inkubowano w temperaturze 37°C w urz�dzeniu „termoblok” przez 
20 minut, a nast
pnie wirowano przez 20 minut, przy 12 tys. obr./min. Otrzymany osad 
wysuszono w strumieniu powietrza i rozpuszczono w 200 µl roztworu zawieraj�cego 
dichlorometan i metanol (2:1). Uzyskany roztwór rozcie�czono metanolem do obj
to�ci 
1 ml i analizowano widmo UV-VIS tego produktu na spektrofotometrze. 
 
� Aparatura 

1. Spektrofotometr Cary Bio 300 
2. Aparat do chromatografii na minikolumnach –VS SPE 
3. Minikolumny 
 

5.7.3 Przemiany pochodnych 1-nitroakrydyny wobec ludzkich enzymów 
mikrosomalnych 

 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniu 100 mM [odpowiednio 0,32; 0,33 mg 
zwi�zku / 10 �l DMSO], rozcie�czony w wodzie, ko�cowe st
�enie zwi�zków 2 mM 

� Frakcje ludzkich enzymów mikrosomalnych, H1060 o st
�eniu 20 mg/ml 
� NADPH o st
�eniu 20 mM [16,67 mg NADPH / 1ml H2O] 
� Roztwór buforowy, MR 
� Roztwór buforowy, RHPLC 
� Metanol, czysto�� HPLC 
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Mieszanina reakcyjna 

Reakcje w obecno�ci ludzkich enzymów mikrosomalnych prowadzono w nast
puj�cym 
roztworze (st
�enia ko�cowe podano w nawiasach): 
� 5 �l roztworu zwi�zku o st
�eniu 2 mM w wodzie (0,2 mM) 
� 5 �l NADPH o st
�eniu 20 mM, (2 mM) 
� 5 �l enzymów mikrosomalnych o st
�eniu 20 mg/ml, (2 mg/ml) 
� 35 �l roztworu fosforowego, MR  

Przebieg do	wiadczenia: 

Rozmro�one w temperaturze pokojowej enzymy mikrosomalne wprowadzono do roztworu 
o pH 7,4 i po lekkim wytrz�saniu (Vorteks) preinkubowano w temperaturze 37°C w łani 
wodnej przez 5 minut. Nast
pnie dodawano odpowiedni� ilo�� zwi�zku i NADPH. Po 
upływie okre�lonego czasu inkubacji w temperaturze 37ºC przebieg reakcji zahamowano 
dodaj�c do mieszaniny 50 �l schłodzonego metanolu. Po 10 minutach chłodzenia w łani 
z lodem roztwór wirowano przez 15 minut, przy 12 tys. obr./min. 50 �l supernatantu 
nanoszono na kolumn
 analityczn� i analizowano w układzie gradientowym nr 5. 
Mieszanin
 HPLC analizowano po wymieszaniu reagentów oraz w ró�nych odst
pach 
czasu. 

 

Analiza HPLC 

� Aparatura 

1. Chromatograf HPLC 996 
2. Chromatograf HPLC „Breeze” 
3. Kolumna analityczna i prekolumna 
4. Łania wodna 

� Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC 

Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC mieszaniny reakcyjnej po inkubacji 
ze zwi�zkiem C-857 i C-1748 (układ gradientowy nr 5) 
 

Tabela 42. Zmiany składu fazy ruchomej podczas przemian pochodnych 1-nitroakrydyny 
w obecno�ci ludzkich enzymów mikrosomalnych. 

UKŁAD GRADIENTOWY NR 5 

Skład fazy ruchomej w % 
Czas 
(min) Metanol 

Mrówczan 
amonu 
pH~3 

Krzywa 
gradientu 

0 

25 

28 

30 

45 

15 

80 

100 

15 

15 

85 

20 

0 

85 

85 

- 

6 

6 

6 

11 

Detekcja pików w analizie HPLC 

Podobnie jak w przypadku biotransformacji pochodnych 1-nitroakrydyny w obecno�ci 
szczurzych frakcji mikrosomalnych w obecno�ci ludzkich enzymów do identyfikacji 
produktów przemian wykorzystano analiz
 widm UV-VIS oraz ESI-MS, co zostało opisane 
w punkcie 5.7.1. 
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5.7.4 Przemiany metaboliczne wobec CPR 
 

5.7.4.1 Analiza spektrofotometryczna 
 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniu 100 mM [odpowiednio 0,32; 0,33 mg 
zwi�zku / 10 �l DMSO] rozcie�czony w wodzie, ko�cowe st
�enie zwi�zków 10 mM 

� CPR 1U/1 �l  
� NADPH o st
�eniu 10 mM [8,33 mg NADPH / 1ml roztworu buforowego, RCPR] 
� Roztwór buforowy, RCPR 

Mieszanina reakcyjna 

Reakcje w obecno�ci CPR prowadzono w nast
puj�cym roztworze (st
�enia ko�cowe 
podano w nawiasach): 
Dla C-857: 
� 24 �l roztworu C-857 o st
�eniu 10 mM (0,2 mM) 
� 5 �l CPR o st
�eniu 1U/1 �l 
� 120 �l roztworu NADPH o st
�eniu 10 mM (1 mM) 
� Odpowiednia ilo�� roztworu buforowego RCPR uzupełniaj�ca ko�cow� obj
to�� do 

1200 �l 
Dla C-1748: 
� 24 �l roztworu C-1748 o st
�eniu 10 mM (0,2 mM) 
� 10 �l CPR o st
�eniu 1U/1 �l 
� 120 �l roztworu NADPH o st
�eniu 10 mM (1 mM) 
� Odpowiednia ilo�� roztworu buforowego RCPR uzupełniaj�ca ko�cow� obj
to�� do 

1200 �l 

Przebieg do	wiadczenia 

Mieszanin
 reakcyjn� zawieraj�c� zwi�zek, reduktaz
 i roztwór buforu umieszczono 
w kuwecie i wykonano jej widmo absorbcyjne. Nast
pnie po 5 min preinkubacji 
mieszaniny w temperaturze 37ºC w spektrofotometrze dodano 120 µl NADPH 
i rejestrowano zmian
 widma przez 30 minut w odst
pach czasu, co 1 minut
. 

� Aparatura 

Spektrofotometr Cary Bio 300 
 

5.7.4.2 Analiza chromatograficzna 
 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniu 100 mM [odpowiednio 0,32; 0,33 mg 
zwi�zku / 10 �l DMSO] rozcie�czony w wodzie, ko�cowe st
�enie zwi�zków 10 mM 

� CPR 1U/1 �l  
� NADPH o st
�eniu 10 mM [8,33 mg NADPH / 1ml roztworu buforowego, RCPR] 
� Roztwór buforowy, RCPR 
� Roztwór buforowy, RHPLC 
� Metanol, czysto�� HPLC 
 
 

Mieszanina reakcyjna 

Reakcje w obecno�ci CPR prowadzono w nast
puj�cym roztworze: (st
�enia ko�cowe 
podano w nawiasach) 
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Dla C-857: 
� 2,4 �l roztworu C-857 o st
�eniu 10 mM (0,2 mM) 
� 1 �l CPR o st
�eniu 1U/1 �l 
� 9,6 �l roztworu NADPH o st
�eniu 10 mM (0,8 mM) 
� Odpowiednia ilo�� roztworu buforowego RCPR uzupełniaj�ca ko�cow� obj
to�� do 

120 �l 
Dla C-1748: 
� 2,4 �l roztworu C-1748 o st
�eniu 10 mM (0,2 mM) 
� 2 �l CPR o st
�eniu 1U/1 �l 
� 12 �l roztworu NADPH o st
�eniu 10 mM (1 mM) 
� Odpowiednia ilo�� roztworu buforowego RCPR uzupełniaj�ca ko�cow� obj
to�� do 

120 �l 

Przebieg do	wiadczenia 

Biotransformacj
 zwi�zków wobec reduktazy cytochromu P450, CPR, prowadzono 
w roztworze buforowym RCPR o pH 7,4. Mieszanin
 reakcyjn� zawieraj�c� zwi�zek, 
NADPH i roztwór buforu preinkubowano w temperaturze 37ºC w łani wodnej przez 5 
minut po czym dodano roztwór CPR. Po upływie okre�lonego czasu inkubacji 
w temperaturze 37ºC zahamowano przebieg reakcji dodaj�c do mieszaniny 120 �l 
schłodzonego metanolu. Po 10 minutach chłodzenia w łani z lodem roztwór wirowano 
przez 15 minut, przy 12 tys. obr./min. 50 �l supernatantu nanoszono na kolumn
 
analityczn� i analizowano bezpo�rednio po wymieszaniu reagentów oraz w ró�nych 
odst
pach czasu w układzie gradientowym nr 6.  

Analiza HPLC 

� Aparat 
1. Chromatograf 996 
2. Kolumna analityczna i prekolumna 
3. Łania wodna 

� Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC 

Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC mieszaniny reakcyjnej po inkubacji 
ze zwi�zkiem C-857 i C-1748 (układ gradientowy nr 6).  

 

Tabela 43. Zmiany składu fazy ruchomej podczas przemian pochodnych 1-nitroakrydyny 
w obecno�ci CPR. 

UKŁAD GRADIENTOWY NR 6 

Skład fazy ruchomej w % 
Czas 
(min) Metanol 

Mrówczan 
amonu 
pH~3 

Krzywa 
gradientu 

0 
30 
45 
50 

20 
95 
20 
20 

80 
5 

20 
20 

- 
6 
6 

10 

Detekcja pików w analizie HPLC 

Do identyfikacji produktów przemian zawartych w pikach chromatograficznych 
wykorzystano analiz
 widm UV-VIS oraz ESI-MS, jak w punkcie 5.7.1. 
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5.7.5 Biotransformacja Ledakrinu i zwi�zków C-857, C-1748 oraz C-450 
wobec wybranych izoform cytochromu P450: CYP1A2, CYP2C19, 
CYP3A4 

 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniu 100 mM [odpowiednio 0,32; 0,33 mg 
zwi�zku / 10 �l DMSO] rozcie�czony w wodzie, st
�enie ko�cowe 2 mM 

� Roztwór Ledakrinu i zwi�zku C-450 o st
�eniu 100 mM [odpowiednio 0,4; 0,42 mg 
zwi�zku / 10 �l DMSO] rozcie�czony w wodzie, st
�enie ko�cowe 2 mM 

� Rekombinantowe ludzkie izoenzymy cytochromu P450 z wysokim (CYP H) i niskim 
poziomem reduktazy cytochromu P450 (CYP L) 

� NADPH o st
�eniu 20 mM [16,66 mg NADPH / 1 ml roztworu RCYP] 
� Roztwór buforowy, RCYP 
� Roztwór buforowy, RHPLC 

Mieszanina reakcyjna 

Reakcje w obecno�ci rekombinantowych izoenzymów cytochromu P450 prowadzono 
w nast
puj�cym roztworze: (st
�enia ko�cowe podano w nawiasach) 

� 5 �l roztworu zwi�zku o st
�eniu 2 mM (0,2 mM) 
� 5 �l roztworu NADPH o st
�eniu 20 mM (2 mM) 
� obj
to�� izoenzymu cytochromu P450 zale�na od wyj�ciowego st
�enia białka podana 

w tabeli 44 (50, 200 pmoli/ml) 
� roztwór buforowy RCYP do obj
to�ci ko�cowej 50 �l. 

Tabela 44. Obj�to�� izoenzymów cytochromu P450 o niskim (L) lub wysokim (H) poziomie CPR. 

Obj�to	
 dodawanego enzymu 
w zale�no	ci od st��enia Rodzaj izoenzymu cytochromu 

P450 
50 pmol/ml 200 pmol/ml 

1A2-H 1,19 �l 4,76 �l 
1A2-L 1,52 �l 6,09 �l 

2C19-H 2,55 �l 10,2 �l 
2C19-L 1,74 �l 6,96 �l 
3A4-H 1,74 �l 6,96 �l 
3A4-L 2,23 �l 8,92 �l 

Przebieg do	wiadczenia 

Rozmro�one w temperaturze pokojowej izoenzymy cytochromu P450 wprowadzono do 
roztworu buforowego RCYP o pH 7,4 i po lekkim wytrz�saniu (Vorteks) preinkubowano ze 
zwi�zkiem przez 5 minut w temperaturze 37˚C w łani wodnej. Nast
pnie dodano 
odpowiedni� ilo�� NADPH. Po upływie okre�lonego czasu inkubacji w temperaturze 37ºC 
przebieg reakcji zahamowano dodaj�c do mieszaniny 50 �l schłodzonego metanolu. Po 
10 minutach chłodzenia w łani z lodem roztwór wirowano przez 15 minut, przy 12 tys. 
obr./min. Supernatant nanoszono w ilo�ci 50 �l na kolumn
 analityczn� po czym 
analizowano bezpo�rednio po wymieszaniu reagentów oraz w ró�nych odst
pach czasu 
w układzie gradientowym nr 7. 

Analiza HPLC 

� Aparatura 

Jak w punkcie 5.7.4.2. 
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� Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC 

Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC mieszaniny reakcyjnej po inkubacji 
ze zwi�zkiem C-857 i C-1748 (układ gradientowy nr 7) 

 

Tabela 45. Zmiany składu fazy ruchomej podczas przemian pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny 
w obecno�ci izoenzymów cytochromu P450. 

UKŁAD GRADIENTOWY NR 7 

Skład fazy ruchomej w % 
Czas 
(min) Metanol 

Mrówczan 
amonu 
pH~3 

Krzywa 
gradientu 

 
25 
28 
30 
40 

15 
80 

100 
15 
15 

85 
20 
0 

85 
85 

- 
6 
6 
6 

10 

Detekcja pików w analizie HPLC 

Do identyfikacji produktów przemian zawartych w pikach chromatograficznych 
wykorzystano analiz
 widm UV-VIS oraz ESI-MS, jak w punkcie 5.7.1. 

 

5.7.6 Biotransformacja zwi�zków C-857 i C-1748 wobec ludzkich enzymów 
mikrosomalnych z zastosowaniem tzw. Reaction Phenotyping Kit, 
RPK 

 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniu 100 mM [odpowiednio 0,32; 0,33 mg 
zwi�zku / 10 �l DMSO] rozcie�czony w wodzie, st
�enie ko�cowe 2mM 

� enzymy mikrosomalne zawarte w RPK, 20 mg/ml (pkt. 5.3) 
� NADPH o st
�eniu 20 mM [16,66 mg NADPH / 1ml roztworu RM] 
� Roztwór buforowy, RM 
� Roztwór buforowy, RHPLC 

Podczas badania przemian zwi�zków C-857 i C-1748 wobec RPK zastosowałam warunki 
identyczne jak w punkcie 5.7.3. (mieszanina reakcyjna, przebieg do�wiadczenia i układ 
gradientowy. 

5.7.7 Przemiany pochodnych 1-nitroakrydyny wobec mysich enzymów 
mikrosomalnych z prawidłowym WT i obni�onym, HRN poziomem 
ekspresji genu NADPH-reduktazy cytochromu P450 

 

5.7.7.1 Izolacja frakcji mikrosomalnej z komórek w�troby myszy 

Izolacja frakcji mikrosomalnej z komórek w�troby myszy została wykonana na podstawie 
procedury otrzymanej od dr Colina Hendersona z Biomedical Research Centre w Dundee, 
Szkocja. 
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Roztwory do izolacji 

Skład roztworów wykorzystanych do izolacji frakcji mikrosomalnej z komórek w�troby 
myszy został podany w punkcie 5.5. 
� Roztwór A  
� Roztwór B  
� Roztwór C 

Przebieg do	wiadczenia 

Zamro�ona w�troba mysia została zwa�ona i dwukrotnie wypłukana roztworem A 
w obj
to�ci równej trzykrotnej obj
to�ci wagowej w�troby (ok. 3 ml). Nast
pnie poci
t� na 
kawałki i zawieszon� w buforze B w�trob
, poddano homogenizacji i wirowano w przez 20 
minut przy 11 tys rpm w temperaturze 4ºC. Osad odrzucono, a supernatant wirowano 
przez 80 minut przy 45 tys. rpm. w 4ºC w wyniku czego otrzymano frakcj
 cytozolow� 
i pelet białek, które w kolejnym etapie poddano r
cznej homogenizacji i wirowaniu przez 
60 minut przy 45 tys. rpm. w temperaturze 4 ºC. Uzyskany pelet zawieszono w roztworze 
C i przechowywano w temperaturze 4ºC. 

� Aparatura 

1. Homogenizator 
2. Wirówka XL-70 Ultracenrifuge, rotor NVTi65, 

 

5.7.7.2 Oznaczanie st��enia białka w enzymach mikrosomalnych wyizolowanych 
z komórek w�troby myszy. 

 

St
�enie białka we frakcji mikrosomalnej wyizolowanej z komórek w�troby myszy 
okre�lono według metody Bradford. 

Roztwory wyj	ciowe 

� Enzymy mikrosomalne wyizolowane z komórek w�troby myszy dzikiego typu, WT 
i z nokautem genu CPR, myszy HRN [11 i 20 mg/ml] 

� Odczynnik Bradford  
� Woda redestylowana  
� Roztwór BSA 1 mg/ml, bydl
ca albumina płodowa, Sigma Chemical Co., USA 

Mieszanina reakcyjna 

� 1 �l frakcji enzymów mikrosomalnych 
� 200 �l odczynnik Bradford 
� 799 �l woda redestylowna 
� roztwór BSA do krzywej wzorcowej  

Przebieg do	wiadczenia 
W celu wyznaczenia st
�enia białka do mieszaniny enzymów mikrosomalnych i wody 
dodano odczynnik Bradford i inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej bez 
dost
pu �wiatła. Nast
pnie po wymieszaniu (Vorteks) zmierzono absorbancj
 przy 
długo�ci fali 595 nm i na podstawie krzywej wzorcowej BSA przygotowanej 
w zakresie st
�e� (0-100) �g/ml wyznaczono st
�enie białka. 

� Aparatura 

Spektrofotometr 
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5.7.7.3 Inkubacja enzymów ze zwi�zkami C-857, C-1748, C-450 oraz z Ledakrinem 
 

Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwór zwi�zku C-857, C-1748 i C-450 o st
�eniu 100 mM [odpowiednio 0,32; 0,33, 
0,41 mg zwi�zku / 10 �l DMSO] rozcie�czony w wodzie, st
�enie ko�cowe 2 mM 

� Roztwór Ledakrinu o st
�eniu 2 mM [0,4 mg zwi�zku / 20 �l H20] 
� Enzymy mikrosomalne wyizolowane z komórek w�troby myszy dzikiego typu, WT (11 

mg/ml) i HRN (20 mg/ml) 
� NADPH o st
�eniu 20 mM [16,66 mg NADPH / 1ml roztworu fosforanu sodu, RM] 
� Roztwór buforowy, RM 
� Roztwór buforowy RHPLC 

Mieszanina reakcyjna 

Reakcje w obecno�ci enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby 
myszy typu dzikiego, WT i HRN prowadzono w nast
puj�cym roztworze: (st
�enia 
ko�cowe podano w nawiasach) 

� 5 �l roztworu zwi�zku o st
�eniu 2 mM (0,2 mM) 
� 5 �l roztworu NADPH o st
�eniu 20 mM (2 mM) 
� enzymy mikrosomalne WT i HRN (2 mg/ml), obj
to�� podana w tabeli 53 
� roztwór buforowy, RM do obj
to�ci ko�cowej 50 �l. 
 

Tabela 46. Obj�to�� zawiesiny enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby 
myszy. 

Frakcja mikrosomalna 
komórek w�troby 

St��enie białka 
w reakcji [mg/ml] 

Obj�to	
 zawiesiny 
białka [l] 

Typ dziki, WT 2 9,1 
HRN 2 5 

Przebieg do	wiadczenia 

Rozmro�one w temperaturze pokojowej enzymy mikrosomalne wprowadzono do roztworu 
buforowego RM o pH 7,4 i po lekkim wytrz�saniu (Vorteks) preinkubowano przez 5 minut 
w temperaturze 37˚C w łani wodnej. Nast
pnie dodawano odpowiedni� ilo�� zwi�zku 
i NADPH. Po upływie okre�lonego czasu inkubacji w temperaturze 37º przebieg reakcji 
zahamowano dodaj�c do mieszaniny 50 �l schłodzonego metanolu. Po 10 minutach 
chłodzenia w łani z lodem roztwór wirowano przez 15 minut, przy 12 tys. obr./min. 
Supernatant nanoszono w ilo�ci 50 �l na kolumn
 suplex pKb-100 (Supelco). Mieszanin
 
HPLC analizowano bezpo�rednio po zmieszaniu reagentów oraz w ró�nych odst
pach 
czasu w układzie gradientowym nr 7. 

Analiza HPLC 

� Aparatura 
1. Chromatograf HPLC 996 
2. Kolumna analityczna i preparatywna 
3. Łania wodna – FisherBrand 

 

� Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC 

Podczas analizy HPLC mieszaniny reakcyjnej zastosowano identyczny skład fazy 
ruchomej jak podczas badania przemian pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny wobec 
rekombinantowych izoenzymów cytochromu P450 (układ gradientowy nr 7). 
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Detekcja pików w analizie HPLC 

Do identyfikacji produktów przemian zawartych w pikach chromatograficznych 
wykorzystano analiz
 widm UV-VIS oraz ESI-MS, jak w punkcie 5.7.1. 

 

5.7.8 Przemiany metaboliczne pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny 
w komórkach ludzkiego nowotworu w�troby, hepatoma, HepG2 

 

5.7.8.1 Hodowla komórek HepG2  
 

Hodowl
 komórek ludzkiego nowotworu w�troby, HepG2 prowadzono 
w po�ywce MEM (pkt. 5.4.) z dodatkiem płodowej surowicy bydl
cej (10%) 
i antybiotykami: streptomycyn� i penicylin�. Komórki rosły w postaci monowarstwy 
w temperaturze 37oC w 5% atmosferze CO2 i 95% wilgotno�ci w inkubatorze NUAIRE. 
Komórki pasa�owane były dwa razy w tygodniu po 2 mln komórek i hodowane w 20 ml 
po�ywki. Dodatkowo, co trzy dni wymieniano po�ywk
 na �wie��. Czas podwojenia 
komórek w warunkach hodowli in vitro wynosił ok. 32 godziny. 

� Aparatura 

1. Inkubator do hodowli komórek NUAIRE 
2. Licznik komórek, Coulter, Beckman Z1 
3. Wyci�g laminarny Labgard Class II laminar flow 

5.7.8.2 Oznaczanie aktywno	ci cytotoksycznej pochodnych 
9-amino-1-nitroakrydyny wobec komórek nowotworowych HepG2 metod� 
MTT 

 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwory: Ledakrinu, zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniach 20mM [odpowiednio 0,8, 
0,64; 0,66 mg zwi�zku / 100 �l C2H5OH] 

� roztwór MTT w wodzie (4 mg/ ml) 
� DMSO 2ml / 20 tys komórek 
� Etanol 

Mieszanina reakcyjna 

Badanie aktywno�ci cytotoksycznej pochodnych 1-nitroakrydyny prowadzono przy 
nast
puj�cych st
�eniach: (0,0001, 0,001, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 50 �M) na 
płytkach 24-studzienkowych 
Ka�da studzienka zawierała: 
� 20 tys. komórek  
� 50 �l roztworu zwi�zku o st
�eniu 100 razy wy�szym (CX100)  
� 2 ml po�ywki do hodowli komórek 
� 50 �l roztworu 50% etanolu do komórek kontrolnych 

Przebieg do	wiadczenia 

W celu ilo�ciowego okre�lenia aktywno�ci cytotoksycznej badanych zwi�zków wobec 
komórek ludzkiego nowotworu w�troby HepG2, posłu�ono si
 metod� opart� na zdolno�ci 
oksydoredukcyjnej mitochondriów z wykorzystaniem odczynnika MTT. 
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Rys. 212. Schemat redukcji MTT do formazanu. 
 

Test MTT oparty jest na zdolno�ci dehydrogenazy mitochondrialnej komórek do 
redukcji rozpuszczalnego w wodzie roztworu MTT (kolor �ółty) do nierozpuszczalnego 
w wodzie formazanu (kolor fioletowy). Zdolno�� t� wykazuj� tylko �ywe komórki, dlatego 
test ten pozwala na okre�lenie populacji komórek �ywych. 

Komórki wysiewano na płytk
 24-studzienkow� w ilo�ci 20 tys./ 2 ml po�ywki na 
studzienk
. Komórki preinkubowano przez 24 godziny (37oC, 5% CO2) aby umo�liwi� ich 
przyklejenie do podło�a, po czym dodano po 20 �l roztworu badanego zwi�zku (po dwie 
studzienki na ka�de st
�enie zwi�zku), w zakresie st
�e� ko�cowych: (0,0001; 0,001; 
0,01; 0,05; 0,1; 1; 10, 50) Do komórek kontrolnych tzn. nietraktowanych zwi�zkiem 
dodawano 20 �l 50% alkoholu etylowego. Komórki inkubowano ze zwi�zkiem przez 72 
godziny w inkubatorze Nuaire (37oC, 5% CO2), po czym dodano 200 �l wodnego roztworu 
MTT do ka�dej studzienki. Po 4 godzinach inkubacji usuni
to supernatant znad 
kryształów wytr�conego formazanu, dodano po 2 ml DMSO do ka�dej studzienki. Płytk
 
z komórkami łagodnie mieszano przez 30 minut na wytrz�sarce orbitalnej, aby rozpu�ci� 
kryształy formazanu, po czym 200 �l roztworu z ka�dej studzienki przeniesiono do dwóch 
nowych studzienek na płytce 96 studzienkowej. Absorbancj
 roztworów w studzienkach 
mierzono spektrofotometrycznie przy długo�ci fali 540 nm, przy u�yciu czytnika płytek 
DigiScan firmy Asys Hitech. Na podstawie uzyskanych wyników wyliczono procent 
zahamowania wzrostu komórek HepG2 w obecno�ci Ledakrinu oraz zwi�zków C-857 
i C-1748, przyjmuj�c absorbancj
 roztworu uzyskanego dla komórek kontrolnych za 
100%. Nast
pnie sporz�dzono wykres zale�no�ci zahamowania wzrostu komórek HepG2 
(% kontroli) w zale�no�ci od logarytmu st
�enia badanych pochodnych. Z uzyskanych 
równa� fragmentów prostoliniowych, przedstawiaj�cych zale�no�� zahamowania wzrostu 
komórek HepG2 od logarytmu st
�enia zwi�zku, wyliczono warto�ci st
�enia EC50 
pochodnych 9-amino-1–nitroakrydyny, tj. st
�e�, przy których proliferacja komórek HepG2 
została zahamowana w 50%. 

� Aparatura 

Aparatura zastosowana jest identyczna jak w punkcie 5.7.8.1. 
 

5.7.8.3 Izolacja metabolitów z komórek HepG2 traktowanych Ledakrinem, 
zwi�zkiem C-857 i C-1748 

 

5.7.8.3.1 Metoda ekstrakcji metabolitów roztworem metanolu 

Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwory: Ledakrinu, zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniu 20 mM [odpowiednio 0,8, 
0,64; 0,66 mg zwi�zku / 100 �l C2H5OH] 

� Odczynniki do hodowli komórek str. 200 
� Roztwór PBS-u 2 x 4 ml na płytk
 
� Etanol 50% 
� Metanol 60% 
� Roztwór buforowy, RHPLC 
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Mieszanina reakcyjna 

� Komórki HepG2 wysiane po 2 x 10 6 na 5 ml płytk
 Petriego 
� 50 �l roztworu zwi�zku o st
�eniu 10 i 20 mM na 5 ml po�ywki (100 �M, 200 �M) 
� po�ywka MEM 5 ml na płytk
 Petriego 

Przebieg do	wiadczenia 

Do izolacji metabolitów zastosowano metod
 ekstrakcji 60% roztworem metanolu 
w poł�czeniu z sonifikacj� w łani ultradwi
kowej [143,144].  
Komórki HepG2 (2 x 10 6) hodowano w 5 ml po�ywki na płytce Petriego przez 24 godziny 
w inkubatorze Nuaire w temperaturze 37ºC 95% wilgotno�ci i 5% CO2 (preinkubacja), po 
czym dodano 50 �l badanego zwi�zku o st
�eniu 10, 20 mM na okre�lony czas inkubacji 
(st
�enie ko�cowe wynosiło 100 i 200 �M). Do komórek kontrolnych dodano 50 �l 50% 
etanolu. Po zako�czeniu inkubacji płytki z komórkami wyj
to z inkubatora, usuni
to 
po�ywk
 i komóreki przemyło 2-krotnie 4 ml zimnego roztworu PBS-u o, a nast
pnie 
zdrapano scraperem z płytek w obecno�ci 0,8 ml, 60% schłodzonego roztworu metanolu. 
Otrzyman� zawiesin
 komórek przeniesiono do probówek wirówkowych i poddano 
sonifikacji (150 W, 15 min), po czym wirowano przez 15 minut przy 13 tys. rpm/ min. 
Uzyskany supernatant wysuszono w strumieniu powietrza i ponownie zawieszono 
w 200 �l metanolu, a nast
pnie analizowano technik� HPLC. 
 

Analiza HPLC 

� Aparat 

1. Chromatograf HPLC 996 
2. Kolumna analityczna i prekolumna 
3. Inkubator do hodowli komórek NUAIRE 
4. Licznik komórek, Coulter, Beckman Z1 
5. Wyci�g Laminarny 
6. Wirówka CENTRIFUGE 5810 
7. Łania ultradwi
kowa 

� Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC 

Zastosowano identyczny skład fazy ruchomej (układ gradientowy nr 7), oraz metod
 
identyfikacji pików chromatograficznych, jak podczas badania przemian pochodnych  
1-nitroakrydyny wobec rekombinantowych izoenzymów cytochromu P450 i enzymów 
mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy.  

5.7.8.3.2 Metoda ekstrakcji mieszanin� CH2Cl2:CH3OH 
 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwory: Ledakrinu, zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniu 1 mM [odpowiednio 0,4, 
0,32; 0,33 mg zwi�zku / 1 ml C2H5OH] 

� Odczynniki do hodowli komórek str 200 
� Roztwór PBS-u 2 x 4 ml na płytk
 
� Etanol 50% 
� Roztwór CH2Cl2 
� Roztwór buforowy RHPLC 

Mieszanina reakcyjna 

� 2 x 10 6 komórek HepG2 hodowane na płytce Petriego 
� 50 �l roztworu zwi�zku o st
�eniu 10, 100 i 500 �M na 5 ml po�ywki [0,1 �M, 1 �M 

5 �M] 
� 5 ml po�ywki 
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Przebieg do	wiadczenia 

Do izolacji metabolitów zastosowano metod
 ekstrakcji mieszanin� CH2Cl2:CH3OH 
w proporcjach (2:1) [145]. 
Komórki HepG2 (2 x 10 6) hodowano w 5 ml po�ywki na płytce Petriego przez 24 godziny 
w inkubatorze Nuaire w temperaturze 37ºC 95% wilgotno�ci i 5% CO2 (preinkubacja), po 
czym dodano 50 �l badanego zwi�zku o odpowiednim st
�eniu 10, 100 i 500 µM na 12, 
24 i 48 godzin inkubacji (st
�enie ko�cowe wynosiło 0,1 �M, 1 �M 5 �M). Do komórek 
kontrolnych dodano 50 �l 50% roztworu etanolu. Po zako�czeniu inkubacji płytki 
z komórkami wyj
to z inkubatora, usunieto po�ywk
 i przemyło komórki 2-krotnie 4 ml 
zimnego roztworu PBS-u, a nast
pnie odklejono od podło�a za pomoc� roztworu trypsyny 
(0,8 ml). Komórki rozpipetowano, przeniesiono do probówki wirówkowej i wirowano przez 
5 minw temperaturze 4ºC przy 1000 obr./min. Supernatant odrzucono, a do peletu 
komórek dodano 4 ml roztworu PBS-u i ponownie wirowano w tych samych warunkach. 
Po usunieciu supernantantu do komórek dodano 1 ml roztworu PBS-u i poddano 
sonifikacji (150 W, 1 min) [145]. Nast
pnie do uzyskanej zawiesiny dodano mieszanin
 
CH2Cl2:CH3OH w proporcjach (2:1) i intensywnie mieszano (Vorteks). W ten sposób 
uzyskano dwie rozdzielone warstwy. Za pomoc� strzykawki zebrano frakcj
 organiczn� 
i poddano j� suszeniu w strumieniu azotu. Po wysuszeniu osad rozpuszczono w 250 �l 
roztworu metanolu i analizowano technik� HPLC. 

Analiza HPLC 
Zastosowałam identyczn� aparatur
 jak w punkcie 5.7.8.3.1. 
� Zmiany składu fazy ruchomej podczas analizy HPLC 

Zastosowano identyczny skład fazy ruchomej (układ gradientowy nr 7), oraz metod
 
identyfikacji pików chromatograficznych jak w punkcie 5.7.5. 
 

5.7.8.4 Obserwacje komórek HepG2 traktowanych pochodnymi 1-nitroakrydyny 
przy zastosowaniu techniki mikroskopii  

 
Roztwory wyj	ciowe 

� Roztwory: Ledakrinu, zwi�zku C-857 i C-1748 o st
�eniu 20 mM [odpowiednio 0,8, 
0,64; 0,66 mg zwi�zku / 100 �l C2H5OH] 

� Odczynniki do hodowli komórek str 200 
� Roztwór PBS-u do płukania komórek 

Przebieg do	wiadczenia 

Zmiany morfologiczne komórek HepG2 obserwowałam po: 1, 2, 3, 6, 12, godzinnej 
inkubacji z Ledakrinem, zwi�zkiem C-857 i zwi�zkiem C-1748 o st
�eniu 200 �M.  
Komórki HepG2 wysiewano na płytki Petriego w ilo�ci 0,5 mln. w 5 ml po�ywki 
i poddawano 24 godzinnej preinkubacji w inkubatorze Nuaire (37ºC, 5% CO2 i 95% 
wilgotno�ci), po czym dodano 50 �l badanego zwi�zku o st
�eniu 200 �M 
i kontynuowano inkubacj
 w przedziale czasu od 3 do12 godzin. Po okre�lonym czasie 
inkubacji zebrano po�ywk
 z płytki Petriego i przenosiono do probówki wirówkowej, 
natomiast monowarstw
 komórek przemyto 1 ml roztworu PBS-u i odklejono od podło�a 
roztworem trypsyny (2 ml/ na płytk
). Zawiesin
 komórek wraz z po�ywk� wirowano przez 
5 minut w 4oC 1000 obr./ min., a nast
pnie dodano 5 ml zimnego roztworu PBS-u 
i ponownie wirowano w tych samych warunkach. Ostatni etap powtarzano 3-krotnie. Po 
ostatnim wirowaniu usuni
to supernatant, a komórki zawieszono w 200 �l roztworu 
PBS-u, rozpipetowano i 20 �l zawiesiny komórek naniesono na mikroskopowe szkiełko 
podstawowe. Preparat komórkowy bezpo�rednio po wykonaniu obserwowano pod 
mikroskopem fluorescencyjnym Olympus BX60 w zakresie �wiatła widzialnego. Zdj
cia 
preparatów wykonano przy powi
kszeniu 40 i 60 krotnym. 
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� Aparatura 

1. Chromatograf HPLC 996 
2. Kolumna analityczna i prekolumna 
3. Inkubator do hodowli komórek NUAIRE 
4. Licznik komórek, Coulter, Beckman Z1 
5. Wyci�g laminarny  
6. Wirówka CENTRIFUGE 5810 
7. Łania ultradwi
kowa 
8. Cytowirówka, „Cytofuge 2” 
9. Mikroskop fluorescencyjny Olympus BX60 
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6. DYSKUSJA WYNIKÓW I WNIOSKI 
 

 Celem bada� prezentowanych w niniejszej pracy było z jednej strony poznanie 

molekularnego mechanizmu przemian metabolicznych pochodnych 

9-amino-1-nitroakrydyny o wysokiej aktywno�ci przeciwnowotworowej i zró�nicowanej 

toksyczno�ci. Z drugiej strony zmierzałam do okre�lenia udziału w metabolizmie tych 

zwi�zków wybranych enzymów zawartych we frakcji mikrosomalnej komórek w�troby 

zwierz�t i ludzi próbuj�c tym samym znale� selektywno�� w szlaku przemian 

metabolicznych zwi�zków: C-857 i C-1748. Jak przedstawiono na rys. 213 struktury 

chemiczne tych zwi�zków ró�niły si
 mi
dzy sob� obecno�ci� grupy metylowej w pozycji 

4 pier�cienia akrydyny. 

 

N

NH NO2

CH3

OH

 
 
Rys. 213. Struktury chemiczne zwi�zków: C-857 (Capridine α  ) i C-1748 (Capridine β) . 
 

Obserwuj�c przemiany enzymatyczne wobec białek mikrosomalnych ró�nego 

pochodzenia stwierdziłam, �e zwi�zki te były bardziej reaktywne wobec szczurzych, ni� 

wobec ludzkich enzymów mikrosomalnych i znacznie mniej reaktywne w obecno�ci 

enzymów wyizolowanych z komórek w�troby myszy. Wynik ten bardzo jasno potwierdził 

znane z literatury ró�nice w zdolno�ci do przemian metabolicznych zwi�zków w obecno�ci 

białek enzymatycznych wyst
puj�cych u ró�nych gatunków ssaków. Jednocze�nie wynik 

ten wskazał, �e w celu poznania przemian badanych zwi�zków, jakie mog� zachodzi� w 

organizmie człowieka dalsze badania metabolizmu nale�y prowadzi� 

w obecno�ci enzymów pochodzenia ludzkiego.  

Badania przemian enzymatycznych pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny 

prowadzone były wcze�niej dla Ledakrinu wobec enzymów mikrosomalnych i oksydazy 

ksantynowej. Natomiast dla zwi�zków: C-857 i C-1748 i innych analogów o zró�nicowanej 

strukturze chemicznej tak�e wobec DT-diaforazy, która katalizuje 2-elektronow� redukcj
. 

Te ostatnie badania po raz pierwszy wskazały, �e istnieje ró�nica w podatno�ci na 

transformacj
 enzymatyczn� pomi
dzy zwi�zkami ró�ni�cymi si
 obecno�ci� grupy 

metylowej w pozycji 4 pier�cienia akrydyny. [132,133]. Wiadomo było te�, �e 

elektrochemiczny potencjał red-ox grupy nitrowej obni�ał si
 w obecno�ci grupy metylowej 

[149]. W ramach niniejszej pracy wykazałam, �e zwi�zek C-857 jest bardzo reaktywny 
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wobec ludzkich i szczurzych enzymów mikrosomalnych. Ju� po 30 minutach reakcji 

roztwór mieszaniny reakcyjnej zmieniał barw
 z �ółtej na szarofioletow�, a na 

chromatogramie obserwowałam, co najmniej 7 pików produktów. Natomiast inkubacja 

pochodnej C-1748 zawieraj�cej grup
 metylow� w pozycji 4 pier�cienia akrydyny przez 

kilka godzin prowadziła do cz
�ciowego przereagowania substratu i powstania tylko 

trzech głównych produktów. Tym samym potwierdziłam słuszno�� postawionej wst
pnie 

hipotezy o obni�onej zdolno�ci do metabolizmu pochodnej o ni�szej toksyczno�ci.  

W celu okre�lenia struktur chemicznych otrzymanych w badanych reakcjach 

metabolitów pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny zbadałam przemiany obu tych 

zwi�zków wobec łagodnego chemicznego reduktora – ditiotreitolu (DTT), który wykazuje 

jednocze�nie silne wła�ciwo�ci nukleofilowe. Zastosowanie tego odczynnika wynikało 

z wcze�niejszych wyników bada�, podczas których wykazano, �e identyczne addukty 

zwi�zku C-857 z DNA powstaj� zarówno w obecno�ci enzymów mikrosomalnych, 

jak w obecno�ci DTT [130]. Zgodnie z danymi prezentowanymi powszechnie w literaturze 

redukcja aromatycznych zwi�zków nitrowych prowadzi do powstania nie tylko amin 

aromatycznych, ale równie� pochodnych: nitrozoaminy, hydroksyloaminy. Reakcje te 

zachodz� m.in. podczas reakcji redukcji zwi�zków przeciwnowotworowych takich jak 

pochodne: nitroimidazolu i pyrazoloakrydyny [150-153]. 

Przemiany badanych w niniejszej pracy pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny 

w obecno�ci DTT prowadziły do powstania trzech grup produktów. Jedna z nich to 

pochodne akrydonu: 1-nitroakrydon i 1-aminoakrydon. (rys. 214). 1-Nitroakrydon 

obserwowałam tylko w niskim st
�eniu i głównie po kilkugodzinnej inkubacji zwi�zku 

C1748 czyli był to produkt hydrolizy ła�cucha bocznego. 1-Aminoakrydon jest 

prawdopodobnie trwałym ko�cowym produktem redukcji pochodnych 

9-amino-1-nitroakrydyny, który powstaje w wysokim st
�eniu podczas przemian 

pochodnej C-857, a w bardzo niskim st
�eniu podczas przemian zwi�zku C-1748. 

Wykazano wcze�niej, �e odszczepienie ła�cucha bocznego w Ledakrinie i innych 

pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny, w nieobecno�ci zwi�zków tiolowych, nast
puje 

dopiero po kilku godzinach hydrolizy w wysokiej temperaturze w roztworze o niskim pH. 

Zatem obserwowane w warunkach redukcyjnych powstawanie ugrupowania 

karbonylowego w pozycji 9 pier�cienia akrydyny nie jest nast
pstwem hydrolizy [129]. 

Z bada� tej reakcji prowadzonej przez M. Koniecznego z zastosowaniem zwi�zku 

znakowanego izotopowo wynika, �e atom tlenu w pozycji 9 pier�cienia akrydyny 

w 1-aminoakrydonie pochodzi z grupy nitrowej znajduj�cej si
 w pozycji 1 tego 

pier�cienia, a nie z cz�steczki wody atakuj�cej atom azotu. Prawdopodobnie w przypadku 

pochodnej z grup� metylow� w pozycji 4 pier�cienia akrydyny taki mechanizm jest 

utrudniony.  
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Rys. 214. Struktury chemiczne metabolitów: A) 1-aminoakrydon i B) 1-nitroakrydon. 
 

Do drugiej grupy produktów przemian pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny 

obserwowanych w łagodnych warunkach redukcyjnych nale�� zwi�zki powstaj�ce 

w wyniku zamkni
cia dodatkowego pier�cienia mi
dzy s�siaduj�cymi ze sob� atomami 

azotu w pozycji 1 i 9 cz�steczki akrydyny. 

N

NN

H

OH

N

N N

H CH3

OH

A) B)

 
Rys. 215. Struktury chemiczne: A) produktu zwi�zku C-857 z dodatkowym pier�cieniem 

pi�cioczłonowym, D4  i B) metabolitu zwi�zku C-1748 z pier�cieniem sze�cioczłonowym, D4’.  
 
Mo�na przyj�� hipotez
, �e zamkni
cie dodatkowego pier�cienia nast
puje 

w wyniku wewn�trzcz�steczkowej reakcji pomi
dzy grup� aminow� i nitrow�. Podobnie 

jak powstawanie 1-aminoakrydonu, reakcja ta jest mo�liwa w łagodnych warunkach 

redukcyjnych, gdzie redukcji mo�e ulega� grupa nitrowa. Nale�y przypuszcza�, �e jest to 

główny powód, dla którego w tej reakcji nie obserwujemy klasycznych produktów redukcji 

grupy nitrowej – pochodnych: hydroksyloaminy i nitrozoaminy, chocia� w przypadku mniej 

reaktywnego zwi�zku C-1748 obserwujemy metabolit D1’, którego struktura mo�e 

odpowiada� pochodnej N-hydroksyloaminy. Trudnym do wyja�nienia jest fakt obecno�ci 

pi
cioczłonowego pier�cienia dla zwi�zku C-857 i sze�cioczłonowego dla C-1748. 

By� mo�e jest to zwi�zane z reaktywno�ci� grupy nitrowej. Bardziej reaktywny atom azotu 

w pozycji 1 zwi�zku C-857 mo�e szybciej zamyka� pier�cie� reaguj�c bezpo�rednio 

z drugim atomem azotu a dla słabiej reaktywnej grupy nitrowej zwi�zku C-1748 

dodatkowy atom w
gla zostaje wł�czony pomi
dzy atomami azotu. Ten dodatkowy atom. 

podatny na atak nukleofilowy mo�e pochodzi� np. z aldehydu mrówkowego, który 

powstaje w wyniku utleniania składnika roztworu buforowego, tris(hydroksymetylo)-

aminometanu, w rekcji typu Fenton [146]. 

Trzecia grupa produktów powstaj�cych w obecno�ci DTT to produkty podstawienia, w 

których do pier�cienia przył�cza si
 cała cz�steczka ditiotreitolu. W przypadku C-857 

powstawało kilka takich produktów, natomiast podczas przemiany zwi�zku C-1748 tylko 

jeden. Ró�nica ta ma istotne konsekwencje biologiczne. Zwi�zek o ni�szej podatno�ci na 



Dyskusja wyników i wnioski 
 

 221 

atak nukleofilowy prawdopodobnie mo�e by� równie� słabiej podatny na atak innych 

biologicznie wa�nych nukleofili, jak grupy aminowe z cz�steczki DNA czy białek. 

W konsekwencji, uszkodzenia wa�nych biomolekuł w komórce b
d� 

w przypadku C-1748 znacznie słabsze. Fakt ten mo�e by� bezpo�redni� przyczyn� 

ograniczonej toksyczno�ci zwi�zku C-1748 w badaniach na zwierz
tach. W tym miejscu 

nale�y te� zwróci� uwag
, �e podatno�� badanych cz�steczek akrydyny na atak 

nukleofilowy jest �ci�le zwi�zana z jednoczesn� redukcj� grupy nitrowej prowadz�c� do 

zmiany charakteru pier�cienia aromatycznego tej cz�steczki. Aktywowany na 

podstawienie elektrofilowe pier�cie� akrydyny z grup� nitrow� lub nitrozow� zmienia swój 

charakter podczas reakcji redukcji i staje si
 pochodn� podatn� na podstawienie 

nukleofilowe zawieraj�c� w pozycji 1 grup
 aminow� lub hydroksyloaminow�. 

Na podstawie porównania z produktami redukcji z DTT zaproponowałam struktury 

metabolitów C-857 i C-1748 powstaj�cych wobec mieszaniny szczurzych enzymów 

mikrosomalnych. W przypadku C-1748 były to trzy produkty: P1’ ze zredukowan� grup� 

nitrow� do aminowej, P4’ o strukturze 1-amino-4-metyloakrydonu oraz P3’ z dodatkowym 

pier�cieniem sze�cioczłonowym. W przypadku zwi�zku C-857 udało si
 zidentyfikowa� 

tylko dwa spo�ród czterech metabolitów. Były to: 1-aminoakrydon (P6) i produkt P1 ze 

zredukowan� grup� nitrow� do aminowej. Dwa nast
pne produkty metabolizmu zwi�zku 

C-857 powstaj�ce w obecno�ci enzymów mikrosomalnych, a nie obserwowane z DTT to 

metabolity z dodatkowym pier�cieniem sze�cioczłonowym: produkt P3 posiadaj�cy 

zachowany ła�cuch boczny oraz P4 pozbawiony tego ła�cucha.  

Znalezione dotychczas ró�nice w reaktywno�ci zwi�zków C-857 i C-1748 skłoniły 

mnie do gł
bszego zbadania metabolizmu tych pochodnych w obecno�ci ludzkich 

enzymów mikrosomalnych. Głównym składnikiem enzymów mikrosomalnych s� 

izoenzymy cytochromu P450 i współpracuj�ca z nimi reduktaza cytochromu P450. 

Prowadz�c badania biotransformacji pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny wobec tych 

enzymów poszukiwałam selektywno�ci w metabolizmie obu zwi�zków. Porównanie 

produktów metabolizmu zwi�zku C-857 wobec ludzkich enzymów mikrosomalnych oraz 

ludzkiej rekombinantowej reduktazy P450 dało zaskakuj�cy wynik. Wszystkie produkty 

otrzymane w tych układach enzymatycznych były identyczne. Natomiast w przypadku 

zwi�zku C-1748 dwa metabolity z trzech powstaj�cych w obecno�ci reduktazy P450 były 

identyczne, jak w obecno�ci enzymów mikrosomalnych. Istotna rola reduktazy 

w przemianach obu badanych zwi�zków widoczna była tak�e podczas ich przemian 

wobec izoenzymów cytochromu P450 z podwy�szonym poziomem reduktazy cytochromu 

P450. Wyniki te pozwalaj� stwierdzi�, �e w metabolizmie zwi�zków C-857 

i C-1748 reduktaza nie pełni roli pomocniczej, ale jest kluczowa dla ich metabolizmu. 

Wniosek ten potwierdziły moje dalsze wyniki bada� metabolizmu tych zwi�zków wobec 
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enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy dzikiego typu 

i z nokautem genu koduj�cego reduktaz
 cytochromu P450, które wykazały, �e st
�enie 

powstaj�cych metabolitów było bardzo niskie w obecno�ci enzymów mikrosomalnych 

pozbawionych reduktazy P450. Przy czym rola reduktazy jest znacz�ca głównie 

w przemianach pochodnej C-857, natomiast obecno�� grupy metylowej w pochodnej 

C-1748 ogranicza t� rol
. 

Dodatkowo, badania metabolizmu w obecno�ci rekombinantowych izoenzymów 

cytochromu P450 wykazały, �e zwi�zek C-1748 jest równie� znacznie mniej reaktywny, 

ni� jego analog, pozbawiony tej grupy, C-857, co prezentuj� wyniki w tabeli 47 A, B. 

 

Tabela 47. Produkty metabolizmu zwi�zków C-857 i C-1748 wobec rekombinantowych izoenzymów 
cytochromu P450 wraz ze strukturami chemicznymi. 

A) 
Izoenzymy 

cytochromu P450 
C-857 C-1748 

CYP1A2 H i L 
C2- brak w CYP1A2L 

C3 C7 
- 

CYP2C19 H i L C2, C3, C7 C3’ 

CYP3A4 H i L C2, C3, C7, C7a C3’ 

B) 

 Struktury chemiczne metabolitów  

Metabolity C-857 

N

N N

H

OH

C3

 
N

NH2O

H

C7

 

N

O

H

NO2

C7a

 

Metabolit C-1748 

N

N N

H CH3

OH

C3'

 

 

Zwi�zek C-857 metabolizował w obecno�ci wszystkich badanych izoenzymów, 

w wyniku czego powstawały 3 główne metabolity. Natomiast w przemianach pochodnej 

C-1748 istotn� rol
 odgrywał izoenzym CYP2C19. Główny produkt powstaj�cy 

w tej reakcji, jak równie� w obecno�ci CYP3A4 to metabolit C3’ posiadaj�cy dodatkowy 

pier�cie� sze�cioczłonowy. Warto te� podkre�li�, i� podczas przemian zwi�zku C-1748 

w obecno�ci izoenzymów rekombinantowych nie powstawały pochodne akrydonu: 
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1-amino i 1-nitroakrydon, co stanowi istotn� ró�nic
 pomi
dzy biotransformacj� zwi�zków 

C-857 i C-1748. W �wietle ró�nic mi
dzyosobniczych w ekspresji genów izoenzymów 

P450, mo�e to by� istotny punkt selektywno�ci działania obu zwi�zków oparty na ich 

metabolizmie.  

Ni�sza reaktywno�� zwi�zku C-1748 w badanych dotychczas reakcjach 

metabolizmu skłoniła mnie do gł
bszej analizy roli grupy metylowej w metabolizmie 

pochodnych 1-nitroakrydyny. W tym celu do zestawu badanych pochodnych doł�czyłam 

dwa zwi�zki o zmienionej strukturze ła�cucha bocznego: ledakrin i zwi�zek, C-450 

(rys. 216) i porównałam ich reaktywno�� wobec rekombinantowych izoenzymów P450 

Podsumowanie wyników zebrałam w tabeli 48. 

N

NO2NH
OH

N

NO2NH

CH3

N
CH3

CH3

N

NO2NHN
CH3

CH3

N

NO2NH

CH3

OH

Ledakrin (C-283) C-857

C-450 C-1748  
Rys. 216. Struktury chemiczne badanych pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny. 
 

Tabela 48. Produkty pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny wobec rekombinantowych izoenzymów 
cytochromu. 

 Zwi�zki z ła�cuchem 

dimetyloaminopropyloaminowym 

Zwi�zki z ła�cuchem 

hydroksyetyloaminowym 

 Bez grupy CH3 Grupa CH3 Bez grupy CH3 Grupa CH3 

 Ledakrin C-450 C-857 C-1748 

CYP1A2 
4 produkty: CL2, 

CL3, CL4 CL7 

brak  3 produkty: 

C2, C3, C7 

brak 

CYP2C19 

4 produkty: CL2, 

CL3, CL4 CL7 

2 produkty: 

CL3’ i CL8’ 

 

4 produkty: 

C2, C3, C4, C7 

2 produkty: 

C3’, C8’ 

CYP3A4 

4 produkty: CL2, 

CL3, CL4 CL7 

1 produkt: 

CL3’ 

7 produktów: 

C1, C2, C3, 

C4, C6, C7, 

C7a 

1 produkt: 

C3’ 
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Stopie� przemiany zwi�zku C-857 był wy�szy w obecno�ci izoenzymu CYP3A4, 

ni� CYP2C19, natomiast w metabolizm zwi�zku C-1748 był zaanga�owany głównie 

izoenzym CYP2C19. W przypadku drugiej pary zwi�zków, Ledakrin metabolizował 

podobnie zarówno wobec izoenzymu CYP2C19 jak i CYP3A4. Natomiast zwi�zek C-450, 

podobnie jak C-1748 metabolizował głównie wobec CYP2C19, w wyniku czego powstawał 

jeden metabolit. Wszystkie badane zwi�zki, a w szczególno�ci pochodne posiadaj�ce 

dodatkow� grup
 metylow� w pozycji 4 pier�cienia akrydyny były znacznie mniej 

reaktywne w obecno�ci enzymu CYP1A2. Wykazałam wi
c, �e wpływ struktury ła�cucha 

bocznego na reaktywno�� zwi�zków w badanych przemianach jest znacznie mniej istotny, 

ni� obecno�� grupy metylowej w pozycji 4 pier�cienia akrydyny. Jednocze�nie, obecno�� 

grupy metylowej ma wi
kszy wpływ w przypadku pary zwi�zków C-857 i C-1748, ni� pary 

Ledakrin i C-450. Badaj�c poszerzony zestaw zwi�zków uzyskałam te� potwierdzenie, �e 

szczególnie w przypadku pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny z grup� metylow� 

w pozycji 4 izoenzymy P450 wykazuj� istotn� selektywno�� w metabolizmie tych 

zwi�zków. 

Od pocz�tku mojej pracy stawiałam pytanie: Czy tak ró�norodny zbiór metabolitów, 

jaki obserwowałam podczas przemian w wielu układach modelowych powstaje równie� 

w komórkach nowotworowych, czyli w jednym z miejsc ich oczekiwanego działania 

terapeutycznego? W wyniku przeprowadzonych bada� wykazałam, �e wszystkie badane 

zwi�zki wnikaj� do komórek ludzkiego nowotworu w�troby HepG2 i tam ulegaj� 

biotransformacji tworz�c szereg metabolitów. Analiza HPLC/DAD/MS ekstraktów 

z komórek inkubowanych z tymi zwi�zkami wykazała, �e niektóre z metabolitów 

obserwowane były wcze�niej podczas przemian zwi�zków C-857 i C-1748 w układach 

enzymatycznych. Zwi�zek wykazuj�cy najni�sz� aktywno�� cytotoksyczn� w komórkach 

HepG2, czyli C-1748, był najmniej reaktywny w badanym układzie komórkowym. 

W reakcji powstawały cztery główne produkty, które w odró�nieniu od metabolitów 

Ledakrinu i zwi�zku C-857 widoczne były na chromatogramie nawet po 12 godzinach 

inkubacji komórek ze zwi�zkiem. Wynik ten pozwolił postawi� wniosek, �e słabiej 

reaktywne metabolity pochodnej C-1748 nie wi�zały si
 tak szybko, jak produkty C-857, 

do struktur komórkowych. Zastanawiaj�cym jest jednak fakt, �e cytotoksyczno�� obu 

zwi�zków w stosunku do komórek HepG2 nie ró�ni si
 tak znacz�co jak ich toksyczno�� 

ogólna i jak na to wskazuj� ró�nice w ich zdolno�ci do metabolizmu. Nie zaobserwowano 

te� wcze�niej ró�nic pomi
dzy cytotoksyczno�ci� wobec komórek nowotworów jelita 

grubego HCT8 i HT29. By� mo�e mamy do czynienia z efektem jednoczesnego działania 

kilku czynników. Z jednej strony obni�ona reaktywno�� metabolitów hamuje efekty 

cytotoksyczne, z drugiej strony mniej aktywne metabolity nie s� szybko „wychwytywane” 

w komórce nowotworowej i mog� swobodnie dotrze� do miejsca ich działania. Poza tym, 
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mo�liwym jest, �e komórki nowotworowe w inny sposób reaguj� na aktywne metabolity 

ni� komórki normalne zdrowego organizmu. Taki wypadkowy korzystny efekt działania 

C-1748 byłby bardzo po��danym gdyby miał miejsce w komórkach nowotworu 

rozwijaj�cego si
 w organizmie potencjalnego pacjenta, gdy� umo�liwiłby sterowanie 

terapia indywidualn� w zale�no�ci od ekspresji enzymów metabolizuj�cych i typu 

nowotworu u potencjalnych pacjentów. 

Podsumowuj�c, zwi�zek C-1748 okazał si
 znacznie mniej reaktywny od swojego 

metylowego analogu, zwi�zku C-857 zarówno we wszystkich enzymatycznych układach 

modelowych, jak równie� w komórkach ludzkiego nowotworu w�troby, HepG2. 

Biotransformacja zwi�zku C-857 prowadzi do powstania sze�ciu produktów i tylko 

czterech w przypadku zwi�zku C-1748, co przedstawiłam na rys. 217 i 218. Wszystkie 

metabolity zwi�zku C-1748 s� analogami odpowiednich produktów zwi�zku C-857 gdy� 

ich struktury chemiczne ró�ni� si
 od struktur metabolitów zwi�zku C-857 jedynie 

obecno�ci� grupy metylowej w pozycji 4 pier�cienia akrydyny.  

 

 

 
 
 
Rys.217. Struktury chemiczne zidentyfikowanych metabolitów zwi�zku C-857 powstaj�cych 
w obecno�ci badanych enzymów metabolizuj�cych; struktury chemiczne pogrubione to produkty 
analogiczne do metabolitów otrzymanych dla C1748(Obja�nienie symboli zestawiono poni�ej) 

P6, M7, R7, C7, N7, K3 P3, M3, R3, C3, N3 
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N
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H
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NO2

C7a, K3a 

N
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H

OH
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NH NO2

OH

Ms, ML, CPR, CYP, 
M WT,  

Ms HepG2 
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Rys. 218.Struktury chemiczne głównych metabolitów zwi�zku C-748 powstaj�cych w obecno�ci 
badanych enzymów metabolizuj�cych, (Obja�nienie symboli zestawiono poni�ej) 
 
Obja�nienie symboli do rys. 217 i 218 
 

Cn  produkt metabolizmu C-857 wobec ludzkich rekombinantowych izoenzymów cytochromu P450 (n = 1, 2...) 

Cn’ produkt metabolizmu C-1748 wobec ludzkich rekombinantowych izoenzymów cytochromu P450 (n = 1, 2...) 

CPR 

cpr 

NADPH zale�na reduktaza cytochromu P450 

gen koduj�cy NADPH-reduktaz
 cytochromu P450 

CYP H i L Izoenzymy cytochromu P450 z wysokim i niskim poziomem koekspresji NADPH-reduktazy cytochromu P450 

Dn produkt reakcji C-857 z ditiotreitolem (n = 1, 2...) 

Dn’ produkt reakcji C-1748 z ditiotreitolem (n = 1, 2...) 

DTT  ditiotreitol 

HRN frakcja mikrosomalna wyizolowana z komórek w�troby myszy z nokautem genu koduj�cego NADPH-

reduktaz
 cytochromu P450 

Kn’ produkty metabolizmu C-1748 powstaj�ce komórkach HepG2  

ML frakcja ludzkich enzymów mikrosomalnych 

Mm enzymy mikrosomalne wyizolowane z komórek w�troby myszy  

Mn produkt metabolizmu C-857 w obecno�ci ludzkich enzymów mikrosomalnych (n = 1, 2...) 

Mn’ produkt metabolizmu C-1748 w obecno�ci ludzkich enzymów mikrosomalnych (n = 1, 2...) 

MS enzymy mikrosomalne wyizolowane z komórek w�troby szczura 

Nn produkt metabolizmu C-857 wobec enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy  

(n = 1, 2...) 

Nn’ produkt metabolizmu C-1748 wobec enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy 

 (n = 1, 2...) 

Pn produkt metabolizmu C-857 wobec enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby szczura  

(n = 1, 2...) 

Pn’ produkt metabolizmu C-1748 wobec enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby szczura  

(n = 1, 2...) 

Rn produkt metabolizmu C-857 w obecno�ci reduktazy cytochromu P450 (n = 1, 2...) 

Rn’ produkt reakcji C-1748 w obecno�ci reduktazy cytochromu P450 (n = 1, 2...) 

WT frakcja mikrosomalne wyizolowana z komórek w�troby myszy typu dzikiego 

P4’, M4’, R4’, K3a’ P3’, M3’, R3’, C3’, N3’ K2’ 

P1’, M1’, K1’ 

N

NH2NH

CH3

OH

N

NH2O

H CH3

N

N N

H CH3

OH

N

O

H

NO2

CH3

K3’

HepG2 

N

NH NO2

OH

CH3

Ms, ML, CPR, CYP, WT, 
HepG2 

Ms, ML, HepG2 

C-1748 

Ms, ML, CPR, HepG2 
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Spo�ród czterech produktów metabolizmu C-1748 tylko jeden powstawał we 

wszystkich badanych układach modelowych, w tym równie� w komórkach 

nowotworowych. Jest to produkt z dodatkowym pier�cieniem sze�cioczłonowym i grup� 

metylow� w pozycji 4 pier�cienia akrydyny. Analog strukturalny tego produktu pozbawiony 

grupy metylowej równie� był głównym produktem przemian pochodnej C-857. Jednak 

w tym przypadku produkt z dodatkowym pier�cieniem sze�cioczłonowym powstawał tylko 

w obecno�ci enzymów. W komórkach HepG2 zwi�zek C-857 podobnie, jak Ledakrin 

metabolizował do produktu z dodatkowym pier�cieniem pi
cioczłonowym. Ró�nica ta 

mo�e by� kolejn� przyczyn� obni�onej cytotoksyczno�ci zwi�zku C-1748 w porównaniu 

do zwi�zku C-857 w komórkach nowotworowych, a równie� obni�onej toksyczno�ci 

ogólnej. Kolejna grupa metabolitów powstaj�cych w wyniku biotransformacji zwi�zku 

C-857 i C-1748 to akrydony: 1-aminoakrydon i 1-nitroakrydon oraz ich metylowe 

pochodne. Spo�ród tych metabolitów tylko 1-aminoakrydon, metabolit zwi�zku C-857 

powstawał we wszystkich badanych przeze mnie układach modelowych, w tym równie� w 

komórkach HepG2. Metylowy analog tego produktu nie wyst
pował w obecno�ci 

izoenzymów cytochromu P450 i enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z dwóch typów 

komórek w�troby myszy. 1-nitroakrydon powstawał głównie podczas przemian zwi�zku 

C-857 w obecno�ci izoenzymu CYP2C19 oraz w komórkach, gdzie obserwowałam go 

równie� po inkubacji z pochodn� C-1748. 

Oprócz wymienionych powy�ej metabolitów przemiany enzymatyczne pochodnych 

9-amino-1-nitroakrydyny prowadziły równie� do powstania produktu ze zredukowan� 

grup� nitrow� do aminowej. Metabolit ten powstawał podczas przemian zwi�zków C-857 

w obecno�ci wszystkich enzymów metabolizuj�cych z wyj�tkiem: izoenzymów 

cytochromu P450 i enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy. 

Zwraca uwag
 fakt, �e w przypadku C-1748 najwi
ksz� liczb
 jego metabolitów 

obserwowałam po inkubacji zwi�zku w komórkach nowotworu w�troby, HepG2. 

W obecno�ci izoenzymów cytochromu P450 nie powstawał produkt redukcji grupy 

nitrowej do aminowej ani akrydony. Ponadto wykazałam, i� istnieje pewna selektywno�� 

w działaniu izoenzymów cytochromu P450 na ten zwi�zek. W obecno�ci CYP2C19 

zwi�zek C-1748 metabolizował do dwóch produktów, w obecno�ci CYP3A4 pojawił si
 

jeden produkt, a w obecno�ci CYP1A2 nie zaobserwowałam �adnych metabolitów. 

Powy�sza selektywno�� metabolizmu zaobserwowana in vitro wobec ludzkich 

izoenzymów P450 byłaby bardzo korzystn� cech� efektów działania C1748, gdyby miała 

miejsce w organizmie pacjenta. Umo�liwiłaby zastosowanie terapii indywidualnej dla 

pacjenta w zale�no�ci od poziomu ekspresji genów jego enzymów metabolizuj�cych. 

Zaproponowane w niniejszej pracy struktury chemiczne głównych metabolitów 

C857 i C1748 powstaj�cych w enzymatycznych układach modelowych jak i w komórkach 
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nowotworowych wskazuj� na pewne ró�nice molekularnych mechanizmów ich przemian, 

które wynikaj� z obecno�ci grupy metylowej w pozycji 4 pochodnych 1-nitroakrydyny. 

Wskazuje to, �e mo�liwe jest zaprojektowanie dalszych modyfikacji strukturalnych, które 

poszerz� te ró�nice w kierunku wy�szej selektywno�ci wobec enzymów metabolizuj�cych. 

To, z kolei, powinno umo�liwi� indywidualn� terapi
 pacjentów i w konsekwencji jeszcze 

znaczniej obni�y� toksyczno�� 9-amino-1-nitroakrydyn przy zachowaniu efektu 

terapeutycznego wobec komórek nowotworowych. Wyniki wskazuj�, �e dalsz� korzystn� 

modyfikacj� struktury 9-amino-1-nitroakrydyny mogłoby by� wprowadzenie grupy 

metylowej w pozycji 2 lub je�li byłoby to mo�liwe w pozycji 3 pier�cienia akrydyny. 
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7. STRESZCZENIE 
 

Przedmiotem bada� niniejszej pracy były aktywne przeciwnowotworowo pochodne 

9-amino-1-nitroakrydyny, w szczególno�ci zwi�zek nowej generacji, C-1748 

zsyntetyzowany w zespole Profesora Konopy w Katedrze Technologii Leków i Biochemii 

PG.  

N

NH NO2

CH3

OH

 
 

Rys. 219. Struktury chemiczne zwi�zków: C-857 (Capridine α  ) i C-1748 (Capridine β). 
 

Celem prezentowanej pracy jest, z jednej strony poznanie molekularnego 

mechanizmu przemian metabolicznych, który mo�e by� odpowiedzialny za działanie 

przeciwnowotworowe, ale równie� za toksyczno�� badanych pochodnych 

9-amino-1-nitroakrydyny. Z drugiej strony zmierzałam do okre�lenia, które izoenzymy 

cytochromu P450 bior� udział w metabolizmie zwi�zków: C-857 i C-1748, aby znale� 

selektywno�� w szlaku ich przemian metabolicznych, które mog� zachodzi� w organizmie 

pacjenta. Badania te maj� szczególne znaczenie wobec faktu, �e zwi�zek C-1748 

(Capridine β) został wyselekcjonowany do I fazy bada� klinicznych ( Innovate Oncology 

Inc. )  

Realizuj�c powy�szy cel, w pierwszym etapie pracy wykazałam, �e zwi�zek  

C-1748 jest mniej podatny na przemiany metaboliczne w obecno�ci szczurzych enzymów 

mikrosomalnych, ni� pochodna C-857 pozbawiona grupy metylowej w pozycji 4 

pier�cienia akrydyny. Reaktywno�� badanych zwi�zków wzrastała, gdy frakcja 

mikrosomalna zawierała wy�sze st
�enie izoenzymów cytochromu P450. Wynik ten 

wskazywał, �e metabolizm badanych zwi�zków zachodzi zgodnie z mechanizmem reakcji 

I fazy biotransformacji ksenobiotyków. Analiza chromatograficzna powy�szych przemian 

oraz widm UV-VIS poszczególnych metabolitów wskazała, �e zwi�zek C-857 ulega 

przemianom do wielu zró�nicowanych strukturalnie produktów, przy czym niektóre z nich 

pojawiły si
 te� po inkubacji zwi�zku C-1748 z enzymami mikrosomalnymi. Wyniki te 

skłoniły mnie do okre�lenia struktur chemicznych powstaj�cych metabolitów, które mog� 

by� kluczowe dla (i) poznania molekularnego mechanizmu przemian enzymatycznych, 

oraz (ii) przyczyn zró�nicowanej toksyczno�ci tych zwi�zków. IIo�ci metabolitów 

otrzymane w wyniku reakcji enzymatycznej badanych zwi�zków były niewystarczaj�ce do 

badania ich struktury chemicznej, dlatego w dalszych badaniach metabolizmu 
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zastosowałam chemiczny czynnik redukcyjny, ditiotreitol, DTT. Wykazano wcze�niej, �e 

identyczne addukty zwi�zku C-857 z DNA powstaj� zarówno w obecno�ci DTT, jak 

w obecno�ci enzymów mikrosomalnych [21]. 

Stosuj�c techniki HPLC-ESI-MS, MS/MS oraz HR-MS a tak�e w przypadku 

jednego produktu spektroskopi
 NMR okre�liłam struktury chemiczne niektórych 

produktów reakcji dla zwi�zków C-857 i C-1748 z DTT. W badanych warunkach C-1748 

był mniej podatny na przemiany redukcyjne. W reakcji z DTT nie powstawały produkty 

cz
�ciowej redukcji grupy nitrowej tak, jak w przypadku C-857. Natomiast dla obu 

zwi�zków zaobserwowałam produkty: D3 i D3’ z dodatkowym pier�cieniem odpowiednio 

pi
cioczłonowym i sze�cioczłonowym utworzonym pomi
dzy atomami azotu w pozycji 1 

i 9 pier�cienia akrydyny, które �wiadcz� o wysokiej reaktywno�ci produktów przej�ciowych 

tych zwiazków.  
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Rys. 220. Struktury chemiczne produktów redukcji zwi�zków C-857 i C-1748 w obecno�ci DTT D3 

i D3.’ 
 

Reakcja zwi�zków C-857 i C-1748 z DTT wskazała te� mo�liwo�� nukleofilowego 

podstawienia w pier�cieniu zawieraj�cym grup
 nitrow�. W takim przypadku atak 

nukleofilowy atomu siarki z DTT musiał zachodzi� prawdopodobnie po cz
�ciowej redukcji 

grupy nitrowej, gdy� grupa nitrowa jest podstawnikiem aktywuj�cym pier�cie� na atak 

czynników elektrofilowych. Wskazuje na to struktura produktu z DTT, D5’, przy czym dla 

zwi�zku C-857 powstaj� cztery takie analogi, a dla C-1748 tylko jeden.  
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Rys. 221. Struktura chemiczna produktu D5’. 
 

Trzeci� grup
 produktów reakcji z DTT były akrydony. 1-nitroakrydon powstaj�cy 

w wyniku reakcji hydrolizy zwi�zku C-1748 zachodz�cej podczas długiego czasu inkubacji 

zwi�zku z DTT. Natomiast 1-aminoakrydon to, jak wykazano wcze�niej produkt reakcji 

redukcji z przegrupowaniem wewn�trzcz�steczkowym. 
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N
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H  
Rys. 222. Struktura chemiczna 1-aminoakrydonu. 
 

Opisana powy�ej reakcja z DTT pozwoliła nie tylko zidentyfikowa� produkty reakcji 

redukcji pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny, ale wskazała, �e podczas przemian 

redukcyjnych cz�steczka zwi�zku mo�e ulega� reakcji z odczynnikami nukleofilowymi, 

równie� z makromolekułami w komórce, tj. zasadami DNA i grupami aminowymi białek. 

Mo�na przyj��, �e obni�ona reaktywno�� zwi�zku C-1748 w porównaniu z C-857 wobec 

tych biomolekuł mo�e by� przyczyn� obni�onej toksyczno�ci zwi�zku C-1748. 

Porównanie odpowiednich widm UV-VIS i ESI-MS produktów reakcji zwi�zku 

C-857 i C-1748 z DTT z otrzymanymi dla produktów obserwowanych po inkubacji 

z enzymami mikrosomalnymi pozwoliło stwierdzi�, �e w badanych warunkach 

powstawały: 1-aminoakrydon, metabolit z dodatkowym pier�cieniem pomi
dzy atomami 

azotu w poz. 1 i 9 pier�cienia akrydyny, ale tak�e produkt P1 ze zredukowan� grup� 

nitrow� do aminowej. Wykazałam te�, �e reaktywno�� obu badanych zwi�zków jest 

ni�sza wobec ludzkich, ni� szczurzych enzymów mikrosomalnych, przy czym bardziej 

znacz�ca jest ró�nica w tych przemianach w przypadku zwi�zku C-1748. 

Poszukuj�c ró�nic mi
dzy transformacj� metaboliczn� zwi�zków C-857 i C-1748 

wobec enzymów mikrosomalnych a tak�e selektywno�ci w ich metabolizmie podj
łam 

prób
 identyfikacji głównych metabolitów tych zwi�zków powstaj�cych w obecno�ci: 

1. rekombinantowych ludzkich izoenzymów cytochromu P450 

2. rekombinantowej ludzkiej reduktazy cytochromu P450 

3. enzymów mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy z nokautem 

genu tej reduktazy. 

Przemiany wobec wyizolowanych rekombinantowych izoenzymów cytochromu 

P450 przeprowadziłam, aby oddzieli� efekt działania innych enzymów mikrosomalnych od 

enzymów cytochromu P450. Stopie� przemiany zwi�zku C-857 był wy�szy  

w obecno�ci CYP3A4, ni� izoenzymu CYP2C19, natomiast w metabolizm C-1748 

zaanga�owany był głównie CYP2C19. W obecno�ci CYP1A2 oba badane zwi�zki 

metabolizowały najsłabiej. Natomiast podwy�szone st
�enie reduktazy P450 

współpracuj�cej z cytochromem P450 obecne w poszczególnych frakcjach izoenzymów 

istotnie podwy�szało st
�enie powstaj�cych metabolitów. Ponadto wykazałam, �e po 

inkubacji zwi�zku C-857 z sam� rekombinantow� reduktaz� cytochromu P450 

powstawały identyczne produkty z tymi, jakie obserwowałam wcze�niej podczas przemian 

tego zwi�zku wobec enzymów mikrosomalnych. Jednak C-1748 okazał si
 by� bardziej 
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wra�liwy na działanie reduktazy P450, ni� w obecno�ci mieszaniny enzymów 

mikrosomalnych. Porównanie przedstawionych powy�ej przemian zwi�zków: 

C-857 i C-1748 wobec mieszaniny enzymów mikrosomalnych, izoenzymów cytochromu 

P450 i reduktazy P450 pozwoliło wysun�� nast
puj�ce wnioski: 

� reduktaza cytochromu P450 odgrywa kluczow� rol
 w metabolizmie badanych 

zwi�zków 

� tylko niektóre izoenzymy cytochromu P450 bior� udział w metabolizmie pochodnych 

9-amino-1-nitroakrydyny 

� selektywno�� działania izoenzymów P450 jest wy�sza dla mniej toksycznego 

C-1748 

Poszerzaj�c badania nad rol� grupy metylowej w metabolizmie pochodnych 

9-amino-1-nitroakrydyny do zestawu badanych zwi�zków doł�czyłam dwa zwi�zki 

o zmienionej strukturze ła�cucha bocznego. 
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Rys. 223. Struktury chemiczne pochodnych 1-nitroakrydyny;  
 

Dla trzech par zwi�zków zbadałam: rol
 grupy metylowej i struktury ła�cucha 

bocznego w metabolizmie wobec rekombinantowych izoenzymów P450 i enzymów 

mikrosomalnych wyizolowanych z komórek w�troby myszy dzikiego typu i z nokautem 

genu koduj�cego reduktaz
 P450. W przypadku drugiego z wymienionych układów trudno 

było wysun�� jednoznaczny wniosek o roli elementów struktury chemicznej 

w reaktywno�ci badanych zwi�zków, ale wyniki bada� biotransformacji w obecno�ci 

rekombinantowych izoenzymów były do�� jednoznaczne. Wykazały one, �e wpływ 

ła�cucha bocznego na reaktywno�� pochodnych 9-amino-1-nitroakrydyny w badanych 

przemianach jest znacznie słabszy, ni� grupy metylowej obecnej w pozycji 4 pier�cienia 

akrydyny. Grupa metylowa zdecydowanie obni�a reaktywno�� badanych zwi�zków, 

szczególnie dla pary: C-857 i C-1748, chocia� efekt ten jest tak�e widoczny w przypadku 
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zwi�zków posiadaj�cych ła�cuch dimetylopropyloaminowym czyli Ledakrinu i zwi�zku 

C-450. 

W ostatnim etapie pracy zbadałam metabolizm pochodnych 

9-amino-1-nitroakrydyny w jednym z miejsc ich oczekiwanego działania w terapii 

tj. w komórkach nowotworowych. Do bada� wybrałam komórki ludzkiego nowotworu 

w�troby, HepG2, które ze wzgl
du na obecno�� enzymów I fazy ( CYP1A, 2B6, 2C9, 2E1, 

3A4 ) i II fazy metabolizmu ( UGT, NAT, GST ) s� cz
sto stosowane w badaniach 

przemian metabolicznych wielu leków i ksenobiotyków [127,128,129]. Wykazałam, �e 

zarówno Ledakrin jak zwi�zki: C-857 i C-1748 wnikaj� do komórek HepG2 i tam ulegaj� 

biotransformacji tworz�c szereg metabolitów, przy czym kilka z nich obserwowałam ju� 

wcze�niej podczas metabolizmu tych zwi�zków w obecno�ci innych enzymów 

mikrosomalnych. Analiza HPLC ekstraktów z komórek potwierdziła obecno�� du�ej liczby 

metabolitów o zró�nicowanej strukturze chemicznej. Nawieksz� liczb
 metabolitów 

zaobserwowałam w przypadku zwi�zku C-857, co przedstawiłam na rys. 224. 
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Rys. 224. Chromatogram metabolitów zwi�zku C-857 wyizolowanych z komórek HepG2 

w zale�no�ci od czasu inkubacji ze zwi�zkiem; 0,2 mM C-857, 2x106  HepG2, * K –kontrola, 
komórki nie traktowane zwi�zkiem. 

 
 

Podobny obraz zaobserwowałam w przypadku Ledakrinu. Ponadto wykazałam, �e 

po 6 godzinach inkubacji komórek ze zwi�zkiem st
�enie metabolitów dla tych badanych 

pochodnych wyranie spadało, aby „znikn��” z chromatogramu po 12h inkubacji. Mo�na 

przypuszcza�, �e powstaj�ce w tych reakcjach produkty były bardzo reaktywne i szybko 

wi�zały si
 do struktur komórkowych głównie białek i kwasów nukleinowych, co mo�e by� 

przyczyn� ich nieobecno�ci po dłu�szym czasie inkubacji komórek ze zwi�zkiem. 

Podczas dłu�szej inkubacji zwi�zku C-1748 w komórkach HepG2 powstawały cztery 
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główne metabolity, których st
�enie w przeciwie�stwie do pozostałych pochodnych rosło z 

upływem czasu inkubacji. Mo�na postawi� hipotez
, �e metabolity zwi�zku C-1748 nie 

wi�zały si
 tak szybko jak produkty C-857 do struktur komórkowych. W konsekwencji 

mo�na przypuszcza�, �e metabolity te mog� dotrze� selektywnie do miejsca ich działania, 

co jest szczególnie wa�ne dla terapii tym potencjalnym lekiem. 

Podsumowuj�c badania przemian metabolicznych pochodnych 

9-amino-1-itroakrydyny przedstawione w niniejszej pracy mo�na wysun�� cztery główne 

wnioski: 

� zwi�zek C-1748 był mniej podatny na przemiany metaboliczne wobec mieszaniny 

szczurzych i ludzkich enzymów mikrosomalnych 

� biotransformacja badanych zwi�zków w ró�nych układach modelowych prowadzi do 

powstania trzech typów produktów: produkt ze zredukowan� grup� nitrow�, produkt 

z dodatkowym pier�cieniem sze�cioczłonowym lub pi
cioczłonowym utworzonym 

mi
dzy dwoma s�siednimi atomami azotu w pozycji 1 i 9 pier�cienia akrydyny oraz 

pochodne akrydonu:1-amino- i 1-nitroakrydon. 

� rekombinantowe izoenzymy cytochromu P450 wykazały pewn� selektywno�� 

w metabolizmie obu zwi�zków, ale szczególnie w przypadku C-1748. 

� badane zwi�zki wnikały do komórek ludzkiego nowotworu w�troby HepG2 i tam 

ulegały metabolizmowi, przy czym „czas �ycia” metabolitów był istotnie dłu�szy dla 

zwi�zku C-1748. 
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