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Związki, które zawierają ugrupowanie N-acylohydrazonowe są ważną grupą pochodnych, wśród których poszukuje się nowych kandydatów na leki. Szczególnie dużo doniesień

naukowych dotyczy aktywności antyproliferacyjnej czy też cytotoksycznej związków zawierających ugrupowanie N-acylohydrazonowe, których działanie oparte jest na selektywnym

wpływie na różne etapy karcynogenezy, m.in. hamowaniu proliferacji komórek, indukcji apoptozy, zaburzaniu ścieżek sygnałowych niezbędnych do wzrostu guza czy etapu

przerzutowania. Z doniesień literaturowych wynika, że pochodne N-acylohydrazonowe były badane jako potencjalne inhibitory kinazy ogniskowo-adhezyjnej (FAK) [1], inhibitory

receptora naskórkowego czynnika wzrostu (EGFR) [2], inhibitory receptora II dla czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (VEGFR-2) [3], a także związki aktywujące prokaspazę-

3 do kaspazy-3, co ma na celu indukcję apoptozy [4]. Biorąc pod uwagę wszystkie powyższe przesłanki, zaprojektowano oraz otrzymano serię hydrazonowych pochodnych

pirazolopirydotiazynoacetohydrazydu (Rys. 1) celem sprawdzenia ich aktywności cytotoksycznej.
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SCHEMAT SYNTEZY

Rys. 1 Schemat syntezy najbardziej aktywnych związków, a: EtOH, wodzian hydrazyny, 5h, temp. wrzenia, b: metoda A - EtOH, GH:ArCHO

(stosunek 1:1,5), 5h, temp. wrzenia, dla związku GH7; metoda B - MetOH, GH:ArCHO (stosunek 1:1), katalityczna ilość CH3COOH, 4h, 

temp. wrzenia, dla związków GH8, GH11

Wpływ nowo zsyntetyzowanych związków na wzrost linii komórkowej nowotworu jelita grubego HCT116 oceniono

przy użyciu testu SRB. Do dalszych badań wyselekcjonowano najbardziej aktywne związki: hydrazyd GH oraz

hydrazony GH7, GH8 i GH11 (Rys. 2A). Dodatkowo zbadano ich potencjał cytotoksyczny łącznie z enzymatycznie

otrzymaną pektyną jabłkową PC. Właściwości przeciwnowotworowe PC zostały szczegółowo scharakteryzowane już

wcześniej [5]. Sama pektyna zastosowana w stężeniu 0,05 mg/ml znacząco zmniejszała żywotność badanych

komórek raka okrężnicy. Jednoczesna aplikacja pozwoliła na wykazanie, że przeżycie komórek było istotnie niższe

w porównaniu do sytuacji, gdy stosowano sam związek albo PC. Otrzymane wyniki wyraźnie wskazują na możliwość

synergistycznego działania przeciwnowotworowego nowych pochodnych i pektyny jabłkowej.

Z danych literaturowych wynika, że proces zapalny i proces nowotworzenia mogą nawzajem na siebie wpływać

i wzajemnie się stymulować [6]. Jedną z cech charakterystycznych chronicznego zapalenia jest zwiększona ekspresja

COX-2, która także wiąże się z chorobą nowotworową. Dlatego zbadano zdolność nowych związków do modulowania

procesu zapalenia komórkowego (Rys. 2D). W celu wywołania stanu zapalnego komórki HCT116 traktowano

lipopolisacharydem (LPS) i zaobserwowano znaczny wzrost poziomu COX-2 w komórkach. Następnie komórki

nowotworowe z wyindukowanym stanem zapalnym poddano działaniu badanych związków, co spowodowało

zmniejszenie poziomu COX-2.

Rys. 2A Zależność przeżywalności komórek linii HCT116 od stężenia 

badanych związków, bez dodatku i z dodatkiem pektyny PC

Rys. 2B Względny poziom reaktywnych form tlenu w komórkach

linii HCT116 inkubowanych w obecności badanych związków,

bez dodatku i z dodatkiem pektyny PC

Rys. 2C Względny poziom aktywności kaspazy-3 w komórkach

linii HCT116 inkubowanych w obecności badanych związków,

bez dodatku i z dodatkiem pektyny PC

Rys. 2D Poziom COX-2 w komórkach linii HCT116 inkubowanych 

w obecności badanych związków

Biorąc pod uwagę otrzymane wyniki, udowodniono, że otrzymane związki GH, GH7, GH8 oraz GH11 wykazują działanie cytotoksyczne wobec komórek raka jelita grubego. Ciekawą

obserwacją był fakt, że wszystkie badane pochodne stosowane łącznie z PC wykazywały istotnie wyższą aktywność niż zaobserwowano w przypadku stosowania PC i związków

oddzielnie. Wyniki wskazują na możliwość wzajemnego wzmacniania działania przeciwnowotworowego badanych pochodnych i pektyny jabłkowej. Dodatkowo związki łączą

w swojej strukturze zarówno cechy induktora apoptozy oraz inhibitora COX-2. Będą prowadzone dalsze badania nad określeniem ich mechanizmu działania cytotoksycznego.

Dodatkowo wykazano zdolność do indukcji reaktywnych form tlenu

w badanych komórkach raka jelita grubego, co może stanowić jeden

z mechanizmów działania cytotoksycznego wobec komórek

nowotworowych (Rys. 2B). W połączeniu z pektyną jabłkową PC, poziom

ROS był zdecydowanie wyższy niż przy zastosowaniu samego związku.

Ponadto monitorowano aktywność kaspazy-3, która jest proteazą

zaangażowaną w fazę wykonawczą apoptozy. Badane związki zwiększały

aktywność kaspazy-3 w komórkach raka okrężnicy w sposób zależny od

stężenia (Rys. 2C), a dodatek pektyny również działał korzystnie.
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