Koniugaty S'-deoksy-S-fluorocytydyny
z kwasami hydroksycynamonowymi — synteza,
aktywnosc¢ przeciwnowotworowa, dokowanie molekularne
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S-Fluorouracyl (5-FU), lek z grupy antymetabolitow, jest stosowany w leczeniu roznych rodzajow nowotworow ztosliwych. Skutecznosc¢ doustnego leczenia 5-
FU jest ograniczona, dlatego mozliwa droge jego podania stanowi infuzja dozylna. W ostatnich dekadach wykazano, ze doustne proleki 5-FU moga byc¢
rownie skuteczne w leczeniu. Tegafur i kapecytabina sg zatwierdzone w terapii raka trzustki, nalezacego do nowotworow o najnizszych wskaznikach
przezywalnosci. Badania koniugatow chemoterapeutykow stanowia jedna z obiecujacych strategii poszukiwania zwiazkow o zwiekszonej skutecznosci.
Ponadto w projektowaniu prolekow wykorzystuje sie¢ m.in. ich podatnoSC¢c na biotransformacje przez karboksyesteraze CES2 w pierwszym etapie
metabolizmu. W ten sposob zaprojektowano znane leki z roznych grup terapeutycznych. Wysoka aktywnos¢c CES2 w gruczolakoraku przewodowym trzustki
PDAC wiaze sie ze zwiekszeniem wrazliwosci pacjenta na irynotekan. Wprowadzenie do struktury 5'-deoksy-5-fluorocytydyny (5-dFCR) — zwiazku ze szlaku
metabolicznego kapecytabiny — podstawnikow modulujacych poziomy komorkowego ROS, moze byc jedna z metod przezwyciezenia zjawiska opornosci na
S5-FU. Zaprojektowano, otrzymano i zbadano metodami in silico oraz in vitro nowe koniugaty amidowe kwasow hydroksycynamonowych (HCA) oraz S5'-
deoksy-5-fluorocytydyny.

Do oceny selektywnosci zwiazkow uzyto normalnych ludzkich fibroblastow
(NHDF). Badane zwiazki wykazaty niska selektywnos¢ wobec AsPC-1 (SI w
przedziale 1-2), a wyzsza w przypadku BxPC-3. Pochodne kwasu kawowego
6 1 kwasu para-kumarowego 1 charakteryzowaly sie najwyzszym indeksem
selektywnosci (SI ponad 7).

Synteza koniugatow

Peracetylowane zwiazki 1-5, potencjalnie podatne na biotransformacije
przez enzym CES2, otrzymano 2z 5'-deoksy-2',3'-di-O-acetylo-5-
fluorocytydyny (7) i odpowiednich chlorkow kwasow
acetyloksycynamonowych 13-17 (Rysunek 1). Reakcje kondensacji
przeprowadzono w chlorku metylenu, w obecnosci pirydyny, w temp. od
-20°C do -10°C, z wydajnosciami 30-50%. Zwiazek S zostal wybrany
jako modelowy substrat do badan hydrolizy grup acetylowych. Reakcja
w chloroformie z K,CO; oraz 2z katalityczna iloScia metanolu
doprowadzita do uzyskania semiacetylowanego 6
z wydajnoscia 42%. Struktury wszystkich zwiazkow potwierdzono

Tabela 1. IC., oraz wskazniki selektywnosci (SI) zwiazkow 1-6 wobec linii PDAC okreslone za
pomoca testu MTT.
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Wyznaczono parametry ADMET. Zwiazki nie zachowywaly dwoch z pieciu
regul Lipinskiego ze wzgledu na przekroczony limit masy molowej 500 Da,
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Dokowanie molekularne struktury kapecytabiny do karboksyesterazy CES2
ujawnito dwie potencjalne mozliwosci jej oddzialywania z Ser228 (Rysunek
2) nalezaca do triady katalityczney CES2. Zaltozono, ze zwiazki 1-6,
podobnie jak kapecytabina, moga przybierac pozy pozwalajace na ich
oddzialywanie z Ser228 poprzez wigzanie wodorowe z resztami octanowymi
dezoksyrybozy (Rysunek 2c, Tabela 2).
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Tabela 2. Przewidywane zmiany swobodnej
energii Gibbsa oraz state inhibicji badanych
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Rysunek 1. Warunki reakcji: i) pirydyna, DMAP, (CH;CO),0; (ii) SOCl,, DCM; (iiij) DCM, n -9,6 0,100
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Badania biologiczne in vitro kapecytabina 7,6 4,000

AktywnosScC cytotoksyczng zwigzkow 1-6 zbadano za pomoca testu MTT
wzgledem metastatycznej linii raka trzustki AsPC-1, linii pierwotnej BxPC-3
oraz normalnych komoéorek NHDF [2]. Zwiazki wykazaly podobna,
umiarkowang aktywnos¢ wobec AsPC-1 w zakresie IC., 37-133 uM (Tabela
1, Rysunek 1). Zwiazek 6, z niezabezpieczonymi w czesci kwasu kawowego
grupami hydroksylowymi, wykazywatl najnizsza aktywnosc¢ wzgledem linii
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komorkowej AsPC-1. Testowane koniugaty skuteczniej oddziatywaty
na linie pierwotng BxPC-3 (IC;, 14-45 uM). Peracetylowany koniugat S i
jego semiacetylowany analog 6 wykazywaly podobna aktywnosS¢ wobec
komorek BxPC-3 (odpowiednio IC;,= 31,6 uM oraz 23,1 uM) 1 AsPC-1 (ICy,=
90,1 uM oraz 132,6 uM).
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Podsumowanie

Nowe amidowe koniugaty kwasow hydroksycynamonowych z 5-dFCR 1-6
wykazuja wyzsza skutecznoSC oraz selektywnosSCc n vitro wzgledem
pierwotnej linii BxXPC-3. Biorac pod uwage, ze moga one dzialac jako
substraty CES2, porownano aktywnosc¢ analogow § 1 6 rozniacych sie liczbg
grup acetylowych w czasteczce. Oba zwigzki charakteryzuja sie podobnym
dzialaniem na komorki BxPC-3 i AsPC-1, co moze wskazywaC na ich
enzymatyczna hydrolize do tego samego zwiazku aktywnego. Powyzsza
hipoteze wspieraja wyniki obliczen bioinformatycznych, w ktorych wykazano
silng interakcje koniugatow z reszta aminokwasowq seryny, wchodzacej w
sktad triady katalitycznej odpowiedzialnej za zdolnos¢ hydrolizy przez CES2.
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