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WSTEP

Zwigzki, ktore zawieraja ugrupowanie N-acylohydrazonowe sg wazna grupg pochodnych, wsrod ktorych poszukuje sie nowych kandydatow na leki. Szczegdlnie duzo doniesien
naukowych dotyczy aktywnos$ci antyproliferacyjnej czy tez cytotoksyczne] zwigzkéw zawierajacych ugrupowanie N-acylohydrazonowe, ktorych dziatanie oparte jest na selektywnym
wplywie na rézne etapy karcynogenezy, m.in. hamowaniu proliferacji komorek, indukcji apoptozy, zaburzaniu sciezek sygnatlowych niezbednych do wzrostu guza czy etapu
przerzutowania. Z doniesien literaturowych wynika, ze pochodne N-acylohydrazonowe byty badane jako potencjalne inhibitory kinazy ogniskowo-adhezyjnej (FAK) [1], inhibitory
receptora naskorkowego czynnika wzrostu (EGFR) [2], inhibitory receptora Il dla czynnika wzrostu srédbtonka naczyniowego (VEGFR-2) [3], a takze zwigzki aktywujace prokaspaze-
3 do kaspazy-3, co ma na celu indukcje apoptozy [4]. Bioragc pod uwage wszystkie powyzsze przestanki, zaprojektowano oraz otrzymano seri¢ hydrazonowych pochodnych
pirazolopirydotiazynoacetohydrazydu (Rys. 1) celem sprawdzenia ich aktywnosci cytotoksycznej.
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Rys. 1 Schemat syntezy najbardziej aktywnych zwigzkoéw, a: EtOH, wodzian hydrazyny, 5h, temp. wrzenia, b: metoda A - EtOH, GH:ArCHO

(stosunek 1:1,5), 5h, temp. wrzenia, dla zwigzku GH7; metoda B - MetOH, GH:ArCHO (stosunek 1:1), katalityczna ilo§¢ CH;COOH, 4h,
temp. wrzenia, dla zwigzkow GHS8, GH11

AKTYWNOSC

Wpltyw nowo zsyntetyzowanych zwigzkéw na wzrost linii komérkowej nowotworu jelita grubego HCT116 oceniono
przy uzyciu testu SRB. Do dalszych badan wyselekcjonowano najbardziej aktywne zwigzki: hydrazyd GH oraz
hydrazony GH7, GH8 1 GH11 (Rys. 2A). Dodatkowo zbadano ich potencjat cytotoksyczny tacznie z enzymatycznie

otrzymang pektyna jabtkowag PC. Wltasciwosci przeciwnowotworowe PC zostaly szczegotowo scharakteryzowane juz
wczesnie] [5]. Sama pektyna zastosowana w stezeniu 0,05 mg/ml znaczaco zmniejszata zywotno$¢ badanych
komorek raka okreznicy. Jednoczesna aplikacja pozwolita na wykazanie, ze przezycie komorek byto Istotnie nizsze
W porownaniu do sytuacji, gdy stosowano sam zwiazek albo PC. Otrzymane wyniki wyraznie wskazujg na mozliwos¢

synergistycznego dziatania przeciwnowotworowego nowych pochodnych 1 pektyny jabtkowe;.
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Rys. 2B Wzgledny poziom reaktywnych form tlenu w komorkach
linii HCT116 inkubowanych w obecnosci badanych zwigzkow,

bez dodatku i z dodatkiem pektyny PC
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Z danych literaturowych wynika, ze proces zapalny I proces nowotworzenia moga nawzajem na siebie wptywacé
| wzajemnie si¢ stymulowac¢ [6]. Jedng z cech charakterystycznych chronicznego zapalenia jest zwigkszona ekspresja
COX-2, ktora takze wiaze sie Z chorobg nowotworowa. Dlatego zbadano zdolnos¢ nowych zwiazkéw do modulowania
procesu zapalenia komoérkowego (Rys. 2D). W celu wywotania stanu zapalnego komorki HCT116 traktowano
lipopolisacharydem (LPS) 1 zaobserwowano znaczny wzrost poziomu COX-2 w komorkach. Nastepnie komorki
nowotworowe z wyindukowanym stanem zapalnym poddano dzialaniu badanych zwiazkow, co spowodowato

zmniejszenie poziomu COX-2.
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Rys. 2C Wzgledny poziom aktywnosci kaspazy-3 w komoérkach
linii HCT116 inkubowanych w obecno$ci badanych zwiazkow,

bez dodatku i z dodatkiem pektyny PC
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PODSUMOWANIE

HCT116 cells survival [%]
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Rys. 2A Zaleznos¢ przezywalnosci komorek liniit HCT116 od stgzenia
badanych zwigzkow, bez dodatku i z dodatkiem pektyny PC
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Z mechanizméw  dzialania  cytotoksycznego  wobec  komorek

nowotworowych (Rys. 2B). W potaczeniu
ROS byl zdecydowanie wyzszy niz przy

Z pektyng jabtkowa PC, poziom
zastosowaniu samego zwigzku.

Ponadto monitorowano aktywnos¢ kaspazy-3, ktora jest proteaza
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ozy. Badane zwigzki zwickszaly
okreznicy W sposob zalezny od

stezenia (Rys. 2C), a dodatek pektyny réwniez dziatat korzystnie.
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Rys. 2D Poziom COX-2 w komorkac
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Biorac pod uwage otrzymane wyniki, udowodniono, ze otrzymane zwiagzki GH, GH7, GH8 oraz GH11 wykazuja dzialanie cytotoksyczne wobec komorek raka jelita grubego. Ciekawa
obserwacjg byt fakt, ze wszystkie badane pochodne stosowane tacznie z PC wykazywaly Istotnie wyzsza aktywnos¢ niz zaobserwowano w przypadku stosowania PC | zwiazkow
oddzielnie. Wyniki wskazuja na mozliwos¢ wzajemnego wzmacniania dzialania przeciwnowotworowego badanych pochodnych 1 pektyny jabtkowej. Dodatkowo zwiazki tacza
W swojej strukturze zarowno cechy induktora apoptozy oraz inhibitora COX-2. Beda prowadzone dalsze badania nad okresleniem ich mechanizmu dziatania cytotoksycznego.
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